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Editorial

El negocio de la publicacion de articulos cientificos

Recientemente The Guardian publicé un articulo de Stephen Buranyi titulado ¢Es
malo para la ciencia el negocio asombrosamente rentable de la publicacién cientifica?. Un
articulo provocador que lleva a la reflexion; en él se propone que la publicacion cientifica es
un negocio notable, lo cual sucede a pesar del escaso numero de lectores que estas

revistas tienen, considerando lo especializado del tema.

La afirmacion proviene de un andlisis que el autor realizé de las ganancias que
Elsevier report6 en el 2010 y que superaban a las que Apple, Google o Amazon publicaron
ese afo. Personalmente verifiqué y Google reporta que Elsevier tuvo en el 2017 un ingreso
de 2480 millones de libras esterlinas, con ganancias de £913 millones, poco mas de 24 000
millones de pesos, una cantidad enorme de dinero que, aunque nos parezca

desconcertante, seguramente es seguido por otras editoriales cientificas.

Un editor tradicional tiene como gastos los salarios de los escritores y los editores,
gastos de impresion, distribucion, publicidad, mercadotecnia, etc. Sin embargo, las
editoriales cientificas eluden muchos gastos; los cientificos crean sus propios trabajos, que
entregan a los editores de forma gratuita, el trabajo es evaluado por pares que juzgan la
pertinencia de los experimentos y su validez, por supuesto de forma gratuita y
posteriormente pasa a editores pagados que verifican la forma final del producto para su
publicacion. Posteriormente las revistas venden a bibliotecas institucionales y universitarias
financiadas por los gobiernos, para que lo lean los cientificos, quienes crearon el producto
en primer lugar. Citando a Buranyi ¢ Qué otra industria recibe las materias primas de sus
clientes, obtiene esos mismos clientes para llevar a cabo el control de calidad de esos
materiales, y luego vende los mismos materiales a los clientes a un precio enormemente

inflado?

Imaginen a la Jornada solicitando articulos gratuitos a Julio Hernandez o a Enrique
Galvan Ochoa para posteriormente solicitar al gobierno que pague los gastos de impresion
y distribucién. Peor aun, imaginen al mismo medio pidiéndole a los periodistas pagar para

publicar sus escritos. Ese es nuestro escenario.

1 https://www.thequardian.com/science/2017/jun/27/profitable-business-scientific-publishing-bad-for-science
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Editorial

Otro punto que destaca la mencionada publicacion es la critica que realizan muchos
cientificos sobre la industria editorial porque ejerce demasiada influencia sobre lo que los
cientificos deben estudiar, lo que en dltima instancia es malo para la ciencia misma. Las
revistas premian los resultados nuevos y espectaculares, lo que es hormal pues su hegocio
es vender suscripciones, pero también significa que los cientificos no tienen un mapa
preciso de su campo de investigacion. Asi, los investigadores pueden terminar explorando
callejones sin salida con los que sus colegas cientificos ya se han enfrentado, Unicamente
porgque la informacion sobre fallas previas nunca ha tenido espacio en las paginas de las
publicaciones cientificas. Un estudio de 2013, por ejemplo, informd que la mitad de los

ensayos clinicos en los EE. UU. nunca se publican en una revista.

Parece que la descripcién de la naturaleza ya no es mas el objetivo de la ciencia y
la de los investigadores no es la reflexion, la observacion o la propuesta de paradigmas.
Actualmente el propésito es publicar y como solo se publican resultados positivos, los
investigadores disefian experimentos publicables y no necesariamente aquellos que les
permitiria ahondar en la naturaleza de los fendmenos estudiados, porque no conviene
arriesgar. Este circulo vicioso en donde somos productores y consumidores va en

detrimento de la investigacion per se y fortalece las demandas del negocio editorial.

En medio de la voragine, la mayoria de los investigadores se encuentran atrapados
en la creciente necesidad de publicar y actualmente hasta de pagar para poder hacerlo,
situacion que no es solo mexicana, atafie a la mayoria de los investigadores del mundo, lo
gue nos deja con el reto de permanecer honestos y objetivos frente al propésito de

investigacion de cada uno.

Romina Rodriguez Sanoja
Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM
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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original, asi como de revisién en los
campos de la biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision por al
menos dos miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacién de aceptacion
para ser publicados.

Los idiomas de la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribirdn en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados
a todo el manuscrito serdn de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada
lado. Las pdaginas deberdn estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y ortografia
del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25
paginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las
publicaciones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de
tiempo (h, min, s), de volumen (I, ml, ul), de peso (kg, g, mg, ug), ADN, ARN y otras cominmente
aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacidn original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que
cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales hasta sus aplicaciones,
incluyendo: Enzimas y Biocatdlisis, Microbiologia, Biotecnologia Agricola y Vegetal, Biotecnologia
Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia
y biocombustibles, Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y
biomateriales, Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética .

Tanto los trabajos de investigacidn original como las revisiones deberan apegarse al
siguiente formato:

1. Eltitulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El titulo
debera estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones y férmulas.

2. El nombre de los autores ocupard los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer
apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los nombres de los
participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacion. En el siguiente rengldon con letra italica Arial del mismo tamafio, se incluira la
direccion postal de la institucidn de adscripcidn de los autores, asi como la direccién de correo
del autor corresponsal.

3. Se deberd afiadir un Resumen de no mas de 250 palabras en espafiol y el correspondiente
Abstract en inglés.
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Instrucciones para los autores

Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de datos.
Estas palabras deberan de incluirse en espafiol y en inglés (Key words).

Si el texto inicia con el nombre de algin subtema, éste de pondra como primera linea en
cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente rengldn se iniciara el
texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera ser escrito con un
interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un renglén al inicio de una seccién
o subtema nuevo. Los géneros y especies deberdn escribirse en letras itdlicas.

Las figuras deberan numerarse con ardbigos, correlativamente en orden de aparicidn en el
texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el trabajo
de edicién, se recomienda indicar la ubicacidon de las mismas en el momento en que son
mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo explicativo en
la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan designar como
figuras.

Las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las mismas e
incluiran un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberdn ser indicadas con letras
minusculas en superindice. La ubicacién de las tablas sera sefialada en el texto, pero se anexaran
en hojas separadas y al igual que las figuras, al final del manuscrito.

La informacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar con
facilidad a la fuente de informacidn original. En el texto del trabajo, las referencias se citan por
autory afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia (1999) han demostrado
que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han demostrado que...”. Si la cita
posee varios autores se escribird como sigue: “Gutiérrez et al. (2003), han demostrado...” O
bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...” Si la cita es una pagina de
Internet, la direccién URL deberd escribirse completa y entre paréntesis directamente en el
texto.

La lista de Referencias se deberd escribir con el mismo tipo de letra del texto principal (Arial
tamafio 10) de acuerdo al siguiente formato:

Articulos:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in

whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of catalytic properties,
and role in postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-6459.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.

Capitulos de libros:



.

Instrucciones para los autores

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary metabolites. In:
Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology
(EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the marine
actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Congresos y reuniones (Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo):

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccion diferencial por pH y temperatura del
complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. Xl Congreso
Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.

Sitios en internet:

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix and
Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:
http://www.epa.gov/tio/ remed.htm.

Revistas electrdnicas:

Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger disclosed by
comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182.

Tesis de pre y posgrado:

Cardenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha para la
produccién de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioquimicas. Universidad Nacional
Autonoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precisidn de las citas que emplea.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta
de cesidn de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacion y
difusién de la actividad cientifica y tecnoldgica. En ningln caso, dichos derechos afectan la
propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo con
fines no lucrativos.
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Los trabajos solamente se reciben via correo electrénico en la direccion
romina@biomedicas.unam.mx Al momento de recibirlo, se enviard un acuse de recibo al autor

corresponsal, por lo que se pide incluir una direccidon de correo electrénico para este fin, asi como
para mantener comunicacion con el editor sobre la evolucidn de la revisidn y sobre la aceptacion
del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccion. En
esta condicién no se permitirdn cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la
aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se publicara en linea y podra
ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria AC
http://www.smbb.com.mx/.



Articulos

Regulacion de la expresion genética por sSRNA en bacterias

Getzabeth Gonzalez y Katy Juarez*

Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis. Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Autonoma de México, Cuernavaca, Morelos

*katy@ibt.unam.mx

Resumen

Los sRNA son RNAs no codificantes presentes en los transcriptomas bacterianos que
participan en la regulacion de diversos procesos celulares tales como la respuesta detectora de
quoérum, formacion de biopelicula, regulacion de la asimilacion de hierro, virulencia y
metabolismo del carbono. Debido al creciente interés en su estudio, la identificacién y
caracterizacion de sRNAs se ha expandido a diversos grupos bacterianos. Actualmente, las
tecnologias se secuenciacion masiva estan siendo ampliamente utilizadas tanto para su
identificacién de novo asi como para la identificacién de sus genes blanco y proteinas con las
cuales interactian. Recientemente, la biologia sintética se ha encargado de disefiar RNAs
sintéticos basados en los modelos de regulacion de los SRNAs bacterianos para el control de la
expresion genética. Estos sRNAs estan siendo utilizados exitosamente en la ingenieria de vias

metabdlicas para la sintesis de productos de interés biotecnolégico.
Palabras clave: sRNA, regulacion genética, bacterias, secuenciacién masiva

Abstract

sRNAs are non-coding RNAs present in bacterial transcriptomes that act in regulatory circuits in
various cellular processes such as quorum sensing, biofilm formation, iron sequestration and
scavenging, virulence and carbon metabolism. Due to growing interest in their study, the
identification and characterization of sSRNAs have expanded to various bacterial groups.
Currently, high-throughput sequencing technologies are the most used for their identification
and characterization, as well as for the discovery of target genes regulated by sRNA and the
determination of their interaction with proteins. Recently, synthetic biology has been in charge of
designing synthetic RNAs based on regulatory models of bacterial SRNAs for the control of
gene expression. These sRNAs are being successfully used in the engineering of metabolic

pathways for the synthesis of products of biotechnological interest.

Key words: sRNA, genetic regulation, bacteria, high-throughput sequencing
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Articulos

Introduccion

Recientemente se ha demostrado que
los sRNAs (small RNAs por su siglas en
inglés) juegan un papel clave en los
circuitos de regulacion en los tres dominios
de la vida (Michaux et al., 2014). Aunque
este tipo de RNA reguladores fueron
descubiertos inicialmente en bacterias v,
posteriormente, en eucariontes, no fue sino
hasta varios afios después que el interés
incremento

en su estudio

exponencialmente.

Los primeros trabajos relacionados con
la identificacion de sRNAs en bacterias y
su rol en la regulacion de la expresion
comenzaron en los afios 80 con el
descubrimiento del primer sRNA en E. coli;
MicF, el cual inhibe la traduccion del mRNA
que codifica para la porina OmpF (Mizuno
et al. 1984). En los afios subsecuentes a
este hallazgo el avance en el
descubrimiento y caracterizacién de sRNA
en bacterias fue muy lento, para el afio
2001
aproximadamente 35 sRNAs en E. coli
2015). Gracias al

desarrollo de metodologias que emplean

habian sido identificados

(Wagner & Romby,
secuenciacion masiva, actualmente se
tienen identificados y caracterizados 123
sRNAs en el genoma de E. coli K-12
(http://regulondb.ccg.unam.mx/) y la
basqueda, identificacién y caracterizacion
de sRNAs en otros grupos bacterianos se

encuentra en constante aumento.

Definicion y clasificacién de los sRNAs

en bacterias

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

Los sRNAs son un grupo de RNAs no
codificantes, con un tamafio que va de 50 a
500 nucleétidos que actdan en respuesta a
sefiales ambientales y su mecanismo de
accion se da a nivel transcripcional o post-
transcripcional, ya sea incrementando o
reprimiendo la expresién de su gen blanco
(Waters & Storz 2009). Generalmente, los
SRNA bacterianos son clasificados en tres
grupos: codificados en cis, codificados en

trans y antisentido (Zorgani et al. 2016).

Dentro del grupo de sRNA codificados
en cis se encuentran los “riboswitches”, los
cuales se localizan en las regiones sin
traducir (UTR) 5' de los RNAs mensajeros y
se encargan de regular la expresion del
gen que se encuentra rio abajo (Mellin &
Cossart 2015). Los RNAs de este grupo
forman estructuras que al interactuar con
un ligando (metabolito o algin i6n) es
inducido un cambio conformacional en su
estructura, lo que ocasiona la activacién o
inhibicién de la traduccién del gen rio abajo
(Mandal & Breaker, 2004). La estructura
basica de un "riboswitch" consiste en dos
dominios: un aptamero que se une al
ligando y una plataforma de expresion que
cambia su estructura en respuesta a esta

union (Figura 1).

Los “riboswitches” que detectan purinas
son los mas ampliamente estudiados
debido a su tamafio relativamente
pequefio, lo cual los convierte en buenos
estudio a nivel

candidatos para su

bioquimico y biofisico.
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Figura 1. Mecanismos de regulacion de un Riboswitch. A) Terminacion de la transcripcién: un
ligando se une a la region del aptamero y forma una estructura de horquilla que abre el bucle
anti-terminacion y ayuda en la formacién del bucle de terminacion. B) Bloqueo del inicio de la
traduccioén: la unién al ligando conduce a la formacion de una horquilla que bloquea el RBS
(sitio de unién a ribosoma), el cual no esté disponible para iniciar la traduccién.

Ademas, son capaces de detectar adenina,
di-GMP
ciclico) (Barrick & Breaker, 2007)y son el

guanina, ciclico (di-guanilato
Unico grupo de "riboswitches" que pueden

afectar positiva y negativamente la

expresion de genes (Vineetha et al. 2012).

El segundo grupo corresponde a los
codificados en trans (Figura 2), los cuales
se encuentran ubicados en sitos alejados
de su mRNA blanco por lo que solo son
parcialmente complementarios (Bobrovskyy
& Vanderpool, 2013), con una regidon de
union tipicamente de 10 a 25 nucledtidos
(Peer & Margalit, 2011). Se ha reportado

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

que este tipo de sRNA requieren de la
interaccién con proteinas chaperonas (por
ejemplo Hfg en E. coli y bacterias
relacionadas) para promover la unién con

su mRNA blanco (Vogel & Luisi, 2011).

Debido a su complementariedad parcial
pueden tener mudltiples blancos, lo cual
deja abierta la hipotesis de que este tipo de
SRNAs de

respuesta

son  capaces modular

globalmente, una fisiologica

particular de una manera muy parecida a la
de un factor de transcripcion, pero a un
nivel

post-transcripcional (Gottesman &

Storz, 2010).
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Figura 2. Diferentes tipos de sRNAs basados en su mecanismo de accion. Los sRNAs
codificados en trans pueden unirse a su blanco por complementariedad parcial y A) reprimir, B)
activar la traduccién o C) interactuar con proteinas como factores de transcripcién e inhibir su
actividad. Imagen modificada de (Liu & Camilli 2010).

Generalmente, este tipo de sRNA es
producido en respuesta a estrés metabolico
0 ambiental como la limitacién de hierro
2007),

(Vanderpool &

(Massé et al. sobrecarga de
azucares-fosfatos
Gottesman, 2007) y estrés

(Altuvia et al. 1997).

oxidativo

Por dltimo, los RNAs antisentido
(asRNA) son aquellos que se transcriben
en la hebra opuesta de su gen blanco, lo
cual le confiere una complementariedad
total (Figura 3). Su longitud varia entre los
100 y 700 nucledtidos y pueden regular la
expresion de su blanco a nivel
transcripcional, traduccional o tener efectos

en la estabiidad del mRNA blanco

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

(Thomason & Storz, 2010). En la
interaccion de los asRNA con su blanco, se
altera la estructura secundaria de ambos
RNAs y se forma un RNA duaplex que
influye en la estabilidad y vida media del
RNA vya que, en algunos casos, la
formacion de dicha estructura conlleva a
una degradacion de ambos RNAs (Georg &

Hess, 2011).

En afios recientes, se ha reportado que

la transcripcion antisentido esta

ampliamente distribuida en los genomas
bacterianos (Lasa & Toledo-Arana, 2011,
Thomason et al. 2014). En Helicobacter
27% de su

pylori se reporté que el
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transcriptoma corresponde a transcritos

A

asRNA

Transcripcio

RB MRNA

Inhibicion de la
traduccion y
degradacion del
mMRNA

Ejemplos: SymR,MtIS,IsrC

B

RB

Escision del mRNA
|

antisentido (Sharma et al. 2010).
asRNA
/ Transcripci()n\
mRNA RB
—) Terminacion de la

transcripcion

Figura 3. Mecanismos de regulacién de un RNA anti-sentido. A) asRNA codificado en la hebra
opuesta a la regiéon 5' UTR de su mRNA blanco que inhibe el sitio de union a ribosoma (RBS).
B) ElI asRNA se une a su mRNA separando dos genes de un operdn o propiciando la
terminacién de la transcripcion. Imagen modificada de (Waters & Storz 2009).

Sin embargo, solo un nimero reducido de

asRNAs han sido caracterizados
funcionalmente y su relevancia biolégica
aln es poco clara (Raghavan et al. 2012),
por lo que algunos autores proponen que
este tipo de transcritos son en gran medida
producidos ruido

(Lloréns-Rico et al. 2016).

por transcripcional

Avances recientes en la identificacion y
caracterizacion de sRNAs en bacterias
Inicialmente, la identificacion de sRNAs
se realiz6 mediante la deteccion de su
abundancia en geles de acrilamida, como
fragmentos gendmicos clonados que
modulaban ciertas actividades o inclusive
por serendipia (Wassarman et al. 1999).
Posteriormente, se emplearon técnicas de
clonacién para su deteccion, asi como el
disefio de microarreglos con sondas en
(Altuvia, 2007).

regiones intergénicas

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

Paralelamente, se comenzaron a utilizar

herramientas  bioinformaticas para la
busqueda masiva de estos reguladores en
los genomas bacterianos; sin embargo,
estas herramientas se basan en la
busqueda de homdélogos y patrones de
conservacion por lo que estas
aproximaciones tienen una alta tasa de

falsos positivos (Richter & Backofen, 2012).

Actualmente, las técnicas de RNA-seq

han demostrado  ser  herramientas
poderosas para la identificacion de novo de
SRNAs (Sorek & Cossart, 2010; Sharma &
Vogel, 2014). En los ultimos afios, ha
habido un incremento en el desarrollo de
metodologias para la identificacion mas
precisa de este tipo de transcritos, que van
desde métodos para la seleccion de mRNA

sin procesar (Sharma et al. 2010), hasta el

14



Articulos

mapeo de los sRNA unidos a su blanco

S

(Melamed et al. 2016) (Figura 4).

Macromolécula

Secuenciacién de
DNA

Secuenciacion de
genomay
macroevolucion de
SRNA

Caracterizacion
evolutiva de los
sitios blanco de los
SRNAs

Tecnologia

Aplicaciones

Mapeo masivo de
sRNAy UTRs

Secuenciacion de
RNA

Perfil de expresion
de sRNA en diversas
condiciones de
crecimiento

Determinacion de los
limites de los

transcritos

Descubrimiento y anotacién

Ribosoma

&

Kk =
I

Perfil Ribosomal

Identificacion de
SORFs y sitios de

;Izausa

Perfil de los efectos
de los sRNAen la
traduccion

Proteinas de
union a RNA

o

—O’_—O‘

e

RIP-seq, CLIP-seq

Identificacioén de la
unién de transcritos
a proteinas
especificas

Identificacion directa
de sitios de
interaccion

proteina:RNA

Determinacion de
interacciones
SRNA:mRNA por
ligacion

Tn mutagénesis

3 ’%@

Secuenciacion de
insercion de
transposones

Determinar Ios efectos

de interrupcion de
sSRNAs

Determinar los efectos
epistaticos de la

interrupcion de SRNAs

Caracterizacién funcional

Figura 4. Resumen de los métodos de secuenciacion masiva utilizados para la identificacion y
caracterizacion de sRNA bacterianos. El uso de cada uno de los métodos depende de la
macromolécula a estudiar: DNA, RNA, ribosomas o proteinas de unién a RNA. Abreviaciones:
CLIP (cross-linking and inmunoprecipitation), SORF (short open reading frame), RIP (RNA
inmunoprecipitation). Imagen modificada (Barquist & Vogel 2015).

Todas las metodologias anteriormente

mencionadas han servido para el
descubrimiento de nuevos SRNA, su
acerca de su

anotacion, inferir

funcionalidad, asi como para la
identificacién de sus posibles blancos; sin
embargo, los hallazgos obtenidos por estas
metodologias deben ser comprobados
experimentalmente por métodos

tradicionales de biologia molecular.

¢,Cual es el papel de los sRNA en los

circuitos de regulacién bacterianos?

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

Aunque se ha demostrado que los
sRNA estan involucrados en la regulacion
genética de diversos procesos fisiol6gicos
y metabolicos (Bobrovskyy & Vanderpool,
2013), en las siguientes secciones nos
centraremos en la regulacién de la
homeostasis del hierro (Fe) y en el

metabolismo del carbono.

Regulacion de la adquisicion de Fe
El Fe es esencial para los organismos;
sin embargo, en altas concentraciones es

potencialmente tdxico, por lo que son
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necesarios mecanismos que controlen de
manera precisa su incorporaciéon a las
células. En las bacterias, la expresion de
los genes implicados en el metabolismo de
Fe usualmente se encuentran regulados
por una proteina represora llamada Fur (Fe
uptake repressor por sus siglas en inglés)
que actta en funcion de las
concentraciones de Fe en el ambiente

(Andrews et al. 2003).

En el afio 2002 Masse y Gottesman
reportaron en E. coli la identificacion de
RyhB, un sRNA de 90 nucleétidos de
longitud involucrado en la regulaciéon de
algunos genes del metabolismo de hierro
(Massé & Gottesman, 2002). Cuando en el
medio existen altas concentraciones de Fe,
Fur se une a RyhB permitiendo la
expresion de los genes que reprime,
mientras que a bajas concentraciones de
Fe, Fur libera a RyhB y éste se une a sus
genes blanco bloqueando su expresion

(Figura 5).

En E. coli los genes que se encuentran
regulados por RyhB incluyen genes que
codifican para proteinas de

almacenamiento de Fe (Ftn y Bfr), enzimas

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

del ciclo de Krebs (acnA, fumA y operon
sdh) y la superéxido dismutasa (sodB)
(Masse et al. 2005). Este mecanismo de
regulacion asegura la produccion de
proteinas de almacenamiento y transporte
en condiciones de abundancia de Fe,
mientras que cuando hay poco Fe en el
medio RyhB impide la produccion de
dichas proteinas (Oglesby-Sherrouse &

Murphy, 2013).

Cuando se reporté la identificacién de
RyhB en E. coli, se observé que este SRNA
se encontraba conservado en otros
géneros bacterianos Gram negativos como
Salmonella, Klebsiella, Yersinia y Vibrio
(Massé & Gottesman, 2002).

posteriores han detectado la presencia de

Estudios

sRNAs en diferentes géneros bacterianos,
que aunque no poseen homologia con
RyhB, presentan funciones similares, como
el caso de los sRNAs PrrF1 y PrrF2 en P.
aeruginosa (Wilderman et al. 2004). Este
tipo de sRNAs que poseen funciones
similares, pero sin compartir homologia, se

conocen como homdlogos funcionales.
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Abundancia de
Fe

Fur”

Fel Furf
'S
Felly Fell §

Carencia de Fe

—®—|Expresién del gen ﬁ
blanco

RyhB

o

Expresion del gen
blanco

RyhB

Figura 5. Representacién esquematica del mecanismo de regulacion de RyhB. A) Cuando
existe abundancia de Fe en el medio, la expresion de RyhB es reprimida por la unién a la
proteina reguladora Fur permitiendo que los genes blanco de RyhB se expresen. B) En
ausencia del Fe, la union a Fur es interrumpida permitiendo la union de RyhB a sus mRNA
blanco bloqueando su expresion. Imagen modificada (Oglesby-Sherrouse & Murphy, 2013).

Regulacion del metabolismo del carbono
Los microorganismos se encuentran
expuestos a fluctuaciones en los niveles de
nutrientes, las cuales determinan cambios
en la expresién de genes necesarios para
metabolizarlos. En este sentido, se ha
reportado que los sRNA participan en la
respuesta a dichos cambios mediante la
interaccién con reguladores
transcripcionales especificos (Michaux et

al. 2014).

SsRNAs

regulacion  del

Aunque existen otros
involucrados en la
metabolismo de los azucares, uno de los
sRNAs mejor caracterizados es SgrS, el
cual lleva a cabo mecanismos de
regulacion a nivel post-transcripcional. Los
sistemas bacterianos de fosfoenolpiruvato
carbohidrato fosfotransferasa (PTS por sus
siglas en inglés) regulan la captacion de
azucares y su fosforilacién (Deutscher et al.
2006). En E. coli, el sistema PTS incluye al

transportador PtsG, el cual genera glucosa

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

6-fosfato que al acumularse causa
toxicidad en la célula, dando lugar al
fenébmeno conocido como ‘“estrés por
fosfoazlicar" (Morita et al. 2004). Esto
conduce a la activacion de SgrR, un
activador transcripcional que coordina la
respuesta al estrés de glucosa-fosfato y a
la sintesis del sSRNA SgrS (227 nucleétidos
SgrS

transcripcionalmente a ptsG y a los genes

de longitud). regula  post-
manXYZ, los cuales codifican para las
subunidades del sistema de transporte de
azucares PTS. SgrS se une a secuencias
del mMRNA de

parcialmente su sitio de unién a ribosoma

ptsG que bloguean
(RBS) inhibiendo la traduccion seguido de
la degradacion del mRNA (Vanderpool &
Gottesman, 2004). La regulacion del mRNA
policistronico manXYZ se lleva a cabo
mediante la unién de SgrS a la region 5' del
mMRNA de manX y, en manY se une a la
region rio arriba de su RBS. La unién en
cualquiera de los dos sitios es suficiente
traduccional;  sin

para la represion
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embargo, la degradacién requiere de la
unibn a ambos sitios simultAneamente
(Figura 6). Adicionalmente, SgrS codifica
una proteina de 43 aminoacidos llamada
SgrT, la cual actia post-traduccionalmente
inhibiendo la incorporacién de azlcar a
través de los transportadores de azucar
existentes, probablemente mediante la
interaccion directa con EIICBSlc (Wadler &

Vanderpool, 2007).

Aplicaciones biotecnolégicas
Debido a la importancia de los sSRNA en

los circuitos de regulacion bacteriana, en

afios recientes ha surgido el interés de
disefiar y aplicar sRNA sintéticos para el
control de la expresiéon genética. En este
sentido, la biologia sintética de RNA ha
sido la responsable del desarrollo de
nuevos reguladores de RNA que controlan
la transcripcién (Takahashi & Lucks, 2013),
(Mutalik et al. 2012),
procesamiento y degradacion de mRNA
2012),

desarrollo de riboswitches que responden a

traduccion
ademéas del

(Rodrigo et al.

una amplia gama de moléculas (Green et
al. 2014).

| | manxa | " manYE  manZi

RBS RBS

R

ElIC
ElIB
SorT

Membrana
celular

Figura 6. Regulacién del transporte de azlcares en bacterias entéricas por el SRNA SgrS.
SgrS actla mediante dos mecanismos: la sintesis de un nuevo transportador de azUcares es
detenida por medio de riboregulacion y mediante la sintesis de la proteina SgrT, la cual inhibe
la actividad de EIICBC'c, que bloquea la captacién y acumulacion de los fosfo-azlcares. Imagen
modificada (Wadler & Vanderpool, 2007).

Utilizando este mecanismo como expresion del gen ribB, ocasionando una

modelo se desarroll6 una molécula inhibicién del crecimiento celular bacteriano

sintética llamada "ribocil" capaz de unirse a

los riboswitches FMN reprimiendo la

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

(Howe et al. 2015). Este descubrimiento ha

generado gran interés para el desarrollo de
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inhibidores del riboswitch FMN para el
tratamiento de la tuberculosis, debido a que
a diferencia de muchas bacterias, M.
tuberculosis carece de transportadores de
riboflavina, haciendo que su biosintesis sea
esencial en esta bacteria (Long et al.
2010).

RNAs sintéticos para la regulacion de vias

metabdlicas

Dentro de las células el RNA lleva a
cabo diferentes funciones a nivel regulador,
enzimatico y estructural. Es por ello que la
biologia sintética ha empezado a
desarrollar tecnologias que utilizan el RNA
como herramienta para la reprogramacion

celular.

Utilizando como modelo el bloqueo del
RBS de un determinado mRNA por un
sRNA para reprimir su expresion, Na y
colaboradores (2013) disefiaron sSRNAs
sintéticos para obtener un aumento en la
produccién de compuestos de interés
biotecnolégico. Por una parte, disefiaron
sRNA que tuvieran sitios de unién con
genes involucrados en la biosintesis de
tirosina en E. coli, logrando aumentar
significativamente su produccion (2 g/L).

Asi mismo, evaluaron el efecto de 139
sRNA sintéticos en la produccién de
cadaverina (un compuesto que se utiliza
como intermediario en la produccion de
poliamidas,  poliuretanos y  nailon),
encontrando que uno de estos sRNA
reprimia la expresion del gen murE, lo cual
daba como resultado un aumento del 55%

en la produccion de este compuesto.

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

Consideraciones finales

Desde la identificacion del primer sRNA
en E. coli a la fecha, ha habido un
incremento exponencial en el interés por
estudiar este tipo de reguladores, por lo
que su busqueda e identificacién ha ido
mas alla de los organismos modelo. Hoy en
dia se sabe que son un componente
importante de los transcriptomas
bacterianos. Aunque la identificacién y
caracterizacion de los sRNA va en

aumento, es necesario ampliar su
busqueda en aquellos grupos bacterianos
menos estudiados. Ademas, su
participacion en la regulacién de un gran
namero de procesos los ha convertido en
una herramienta con altisimo potencial
para su empleo en el desarrollo de

sistemas reguladores programables

implicados en diversas aplicaciones

biotecnolégicas.
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Resumen

El desarrollo de la biotecnologia a nivel mundial y en particular en nuestro pais, conlleva al analisis
de su insercidn en las carreras universitarias con perfiles afines. En el presente trabajo se concreta
este aspecto a la Universidad de Oriente, aprovechando la existencia de un Centro de Estudios de
Biotecnologia Industrial, con veinticinco afios de experiencia en la formacion de pre y posgrado. Se
presentan las asignaturas optativas concebidas e impartidas por los profesores e investigadores de
dicho centro, en estas carreras, asi como las cuestiones mas generales y especificas a considerar
dentro de sus disefios. Es presentada la asignatura electiva nociones de la biotecnologia, de caracter

general para todos los estudiantes interesados.
Palabras clave: Ensefianza de la biotecnologia, formacion del profesional, carreras universitarias.

Abstract

The development of biotechnology worldwide and in particular in our country, leads to the analysis of
its insertion in university careers with related profiles. In this paper, this aspect is concretized at the
Universidad de Oriente, taking advantage of the existence of a Centre for Industrial Biotechnology
Studies, with 25 years of experience in pre and postgraduate training. The optional subjects
conceived and taught by the teachers and researchers of this centre are presented in these courses,
as well as the more general and specific issues to consider within their designs. The elective subject

is presented notions of biotechnology, of a general nature for all interested students.

Key words: Biotechnology education, professional training, university careers.
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Introduccion

En la actualidad, la biotecnologia es una de
las vias mas importantes para dar solucién a
problemas tan complejos que enfrenta la
humanidad, como el hambre, Ilas
enfermedades, el deterioro del medio

ambiente y el acceso a la energia.

La biotecnologia no constituye una ciencia
y tampoco una tecnologia. De manera
general, se considera multidisciplinaria en su
concepcion y en la practica. Diferentes
ciencias, tecnologias, elementos vivos y
procesos estan presentes en ella (Negrin et al.
2003).

El desarrollo biotecnoldgico es un hecho
actual y real en infinidad de sectores, desde el
médico- farmacéutico hasta el energético.
Muchos son los paises cuyas investigaciones
estan dirigidas a la biotecnologia; sin
embargo, aun existen diferencias en cuanto al
tipo de fondo financiero que se utiliza para su
desarrollo, prevaleciendo el sector privado en
los paises industrializados y los fondos

publicos en América Latina.

En Cuba, afortunadamente, existe una

politica del Estado dirigida al fortalecimiento

1Documento principal del plan de estudio de
una carrera universitaria cubana. Contiene la
caracterizacion de la carrera, de la profesion y
sistemas de objetivos generales de la carrera.
2 Es un concepto generalizador que
caracteriza integralmente el desempefio del
profesional y que se manifiesta por las
posibilidades que muestra para articular, de

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

de las investigaciones en este campo; de
hecho, esta intencidon esta recogida en los
Lineamientos de la Politica Econdmica y

Social del Partido y la Revolucion.

En este sentido, el desarrollo vertiginoso
de la biotecnologia en nuestro pais ha
permitido la obtenciéon de nuevos productos
que constituyen el segundo renglén de
exportacion de bienes materiales y un area
importante para la reduccion de

importaciones.

Por tal motivo, es indispensable que los
profesionales que estudian carreras afines a
esta disciplina conozcan sus conceptos,
principios, sectores de influencia 'y
aplicaciones para contribuir a su avance.

En la Educacién Superior Cubana existen
diferentes carreras universitarias cuyo modelo
del profesional!, presenta modos de
actuacion? y campos de accién® que muy bien
se adaptan a las demandas de la

biotecnologia.

Resulta obligado, entonces, revisar, en el
disefio curricular de estas carreras, la forma
mas apropiada de implementar la ensefianza
de la biotecnologia, de tal forma que los

estudiantes puedan dar respuestas a los

una manera armonica y coherente, su saber,
su saber hacer y su saber ser, en aras de
resolver los problemas presentes en su esfera
de actuacién, con eficiencia y responsabilidad
social.

3 Son aquellos contenidos esenciales de la
profesion que aseguran el desempefio
profesional del futuro graduado.
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problemas mas generales y frecuentes de su
profesion, sin olvidar los principios éticos y
humanistas que rigen el proceso de formacion

universitaria.

En particular, en la Universidad de Oriente,
de Santiago de Cuba, existe un centro (Centro
de Estudios de Biotecnologia Industrial, CEBI)
dedicado, por veinticinco afos, al estudio y
aplicacion de los conocimientos generados en
esta tematica, con la incorporacion de
estudiantes de pre y posgrado a sus
investigaciones, elemento que sirve de pilar
fundamental para la implementacion de un
sistema adecuado de enseflanza vy
aprendizaje de esta disciplina, con énfasis en

el pregrado.

Planes de estudio de la Educacién
Superior Cubana. Antecedentes

El perfeccionamiento  continuo  del
Ministerio de Educacién Superior, ha
permitido la generacion de planes vy
programas de estudios para las diferentes
carreras impartidas en el pais, que han
surgido como resultado del paulatino
desarrollo de la educacion superior y de las
profundas transformaciones que han ocurrido

a lo largo de todo este periodo.

Es necesario esclarecer que, el Plan de
Estudio es el documento estatal de caracter
obligatorio que contiene la planificaciéon vy

organizacion de la carrera, dirigido a cumplir

4 Modelo basado fundamentalmente en la
necesidad de una formacion basica profunda.
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las exigencias que la sociedad establece en la
formacion de los profesionales y que contiene
las caracteristicas mas generales de su
desarrollo. Constituye una guia para la accion
de la institucién, de los profesores, de los
estudiantes y de la toda la comunidad
involucrada en el proceso de formacion,
evaluacion y acreditacion de la carrera
(Documento del Plan D, Ministerio de
Educacién de Cuba, 2009).

Es a partir de 1977 que se crearon los
planes de estudio A, caracterizados por
perfiles muy estrechos, con una
estructuracion interna de las carreras en
especialidades, cada una de las cuales tenia
a su vez diferentes especializaciones. En el
curso 1982-1983, surgen los planes de
estudios B, con un enfoque de perfil estrecho,
pero sin especializaciones dentro de las
carreras. Posteriormente en 1990-1991, se
proyectaron los planes C, basados en el

concepto de perfil amplio*.

En el 2002-2003 se disefiaron los planes
de Estudio D, los cuales tuvieron la premisa
de alcanzar una sélida formacion basica con
la reduccibn del ndmero de horas
presenciales y la existencia de un curriculo
optativo / electivo que respondiera a las
demandas especificas de las instituciones del
territorio al que pertenece cada universidad.
En la actualidad existe la proyeccion de

insertar una quinta generacién de plan de
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estudios, los planes de estudios E, cuyas
metas fundamentales estan dirigidas a
perfeccionar el sistema de formacion continua
de los profesionales cubanos y el concepto de

formacién integral.

Tomando en cuenta estos elementos,
nuestro problema de investigacion es: la
necesidad de perfeccionar la ensefianza de la
biotecnologia en la Universidad de Oriente,
utilizando los disefios curriculares actuales de

las carreras universitarias afines.

El objetivo general es: analizar cémo
insertar la ensefianza de la biotecnologia en
los planes de estudios vigentes de las

carreras afines, de la Universidad de Oriente.

Objetivos especificos

1. Valorar como insertar la ensefianza
de la biotecnologia desde el
pregrado apoyado en los planes de
estudios vigentes de carreras afines.

2. Determinar los principales aspectos
de Biotecnologia que se deben
ensefiar en las diferentes carreras

afines de la Universidad de Oriente.

Desarrollo

La biotecnologia, en su concepto amplio,
trata la aplicacion de los principios de la
ciencia y de la ingenieria al tratamiento de
materiales por agentes biolégicos para la

produccion de bienes y servicios.
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Un buen numero de ciencias estan
relacionadas con la biotecnologia. Cabe
destacar el decisivo aporte de las ciencias
basicas para su desarrollo y el impacto de las
Ingenierias Quimica, Industrial y de Procesos.
Existen cuatro ciencias que poseen un
impacto  especial en el desarrollo
biotecnolégico: la bioquimica, la biologia, la
microbiologia y la genética. Otras, como las
ciencias econOmicas y empresariales con el
andlisis de la factibilidad econdmica, las
ciencias juridicas, la ingenieria quimica con su
disefio de reactores, escalado y disefio de
procesos y proyectos, asi como materias que
incluyen patentes y proteccion intelectual,
bioseguridad y bioética, han establecido un

fuerte vinculo con la misma.

En la actualidad, se incorpora una nueva
ciencia “la bioinformatica”, la cual le imprime
un caracter mas amplio para entender y

solucionar los problemas actuales.

En nuestro pais, por ejemplo, dentro de las
universidades, existen varias carreras con
perfiles afines a la biotecnologia. En
particular, en la Universidad de Oriente, las
carreras de Ingenierias Quimica e Industrial y
de Licenciaturas en Biologia, Quimica,
Ciencias Farmacéuticas, Agronomia,
Ciencias Econdémicas y Empresariales y
Ciencias Juridicas, entre otras, estdn muy
relacionadas con ella. Sin embargo, se
observa que en los planes de estudios de
dichas carreras, salvo en la de Ciencias

Farmacéuticas, no estan incluidos estos

27



Articulos

conocimientos de manera sisteméatica. De ahi
gue sea necesario profundizar en qué y como
ensefiar la biotecnologia, segun los diferentes

modelos del profesional de carreras afines.

Una cuestion fundamental estriba en la
necesidad de, no solo instruir en los
principales aspectos relacionados con esta
disciplina, sino de desarrollar en los
estudiantes las habilidades investigativas

necesarias.

Dentro de los documentos que rigen el

proceso docente educativo en las
universidades cubanas, figura el Reglamento
de Trabajo Docente Metodol6gico 210/2007 5,
el cual en uno de sus acapites plantea que: “la
formacién de los profesionales de nivel
superior es el proceso que, de modo
consciente y sobre bases cientificas, se
desarrolla en las instituciones de educacion
superior para garantizar la preparacion
integral de los estudiantes universitarios,
que se concreta en una sdlida formacion
cientifica, técnica y humanista de altos
valores ideoldgicos, politicos, éticos vy
estéticos, con el fin de lograr profesionales
revolucionarios, cultos, competentes,
independientes, creadores, para que puedan

desempefiarse exitosamente en los diversos

> Documento que norma el Trabajo Docente y
Metodolégico en la Educaciébn Superior
Cubana e incluye todas las modalidades de
estudio.

® Puesto de trabajo en el que se manifiestan
los problemas mas generales y frecuentes
inherentes al objeto de trabajo, y donde se
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sectores de la economia y de la sociedad

en general”.

Pero ¢cual es la contribucién de la
biotecnologia a la formacion del profesional?
Con el modelo de perfil amplio, en la
formacion del profesional se persiguen dos
aspectos fundamentales. Por un lado, una
solida formacién basica y, por otro, la
necesidad de que se responda al eslab6n de

base de la profesions.

Si se revisa la concepcion de los planes de
estudio actuales, se observa, en la mayoria de
los casos, la existencia de una disciplina
integradora que responde, sobre todo, a la
I6gica de la profesién, asegurando los modos
de actuacién fundamentales (Horruitiner,
2006).

Corresponde, entonces, a las carreras
establecer los nexos necesarios con los
Organismos de la Administracién Central del
Estado (OACE) e instituciones del territorio
para garantizar el desarrollo exitoso de la
formacién investigativo laboral del estudiante,
articulando correctamente el disefio curricular
particular de cada una de ellas - basado en su
curriculo base, propio y optativo / electivo -
con las demandas de la sociedad. Sin

debe ubicar al recién graduado. En el eslabon
de base el egresado, dada su formacion, tiene
la posibilidad de desempefiar sus funciones y
desarrollar un primer nivel de resolucion de los
problemas profesionales.
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embargo, en ocasiones este aspecto puede
que no se logre de manera satisfactoria,
siendo necesario una iniciativa mas
intencionada por parte de los empleadores e
instituciones interesadas en la adquisicion de
un profesional competente y que responda a
los problemas mas generales y frecuentes de

su profesion.

En este sentido, el CEBI, centro de
investigacién adscripto a la Universidad de
Oriente, esta encargado de la formacion de
pre y posgrado en el ambito biotecnolégico.
En consecuencia, imparte la docencia
correspondiente en estrecha vinculacién con
las investigaciones para la aplicacion de
técnicas y procedimientos biotecnolégicos a la
industria, la agricultura y el medio ambiente.
Para ello un aspecto importante es el
desarrollo de habilidades investigativas, las
cuales permiten la ejecucion de los
conocimientos tedricos acerca de la
metodologia de la investigacion cientifica en la
practica investigativa, utilizando, técnicas,

meétodos, estrategias y metodologias.

¢, Qué habilidades formar y como hacerlo?

Un elemento a considerar es que, para
desarrollar las habilidades investigativas, se
deben incorporar otros componentes como
habilidades intelectuales (sintetizar, criticar,
valorar, comparar, etc.) y practicas (identificar
formular

situaciones problemaéticas,

7 Documento base para el disefio de los
planes de estudio “E”, proyecto. Ministerio de
Educacién Superior Cubana. 2016.
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problemas cientificos, blusqueda y
procesamiento de la informacion, entre otras)
(Lanuez & Pérez, 2005; Estrada & Blanco,

2014).

Al respecto, el vinculo de la teoria con la
practica esta contemplado dentro de las bases
conceptuales presentadas en el documento
base de los planes de estudios E (... “ se han
de crear espacios propicios que favorezcan la
motivacion por la actividad profesional, el
desarrollo de capacidades de analisis y
razonamiento, la introduccién de los avances
cientificos y tecnol6gicos, la adquisicién de
habilidades practicas profesionales y otras
relacionadas con el trabajo cientifico, asi
como favorecer el trabajo en equipo y la toma
de decisiones, el enfrentamiento a situaciones
de la vida real, la comunicacién oral y escrita,
el uso de diferentes medios para la obtencion
de la informacién cientifica, entre otros. Se
debe propiciar la participacién del estudiante
en grupos de trabajo cientifico
extracurriculares y en jornadas cientificas
estudiantiles, como parte de su formacion

integral”...)".

habilidades

investigativas a desarrollar en los estudiantes

Consideramos que las

con el estudio de la biotecnologia pueden ser
las siguientes:
Determinar el problema el objeto, los objetivos

y el campo de accién de la investigacion.
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Formular las hipétesis de la investigacion.
Busqueda de informacion relacionada con el
problema a investigar.

Seleccionar los métodos y técnicas de la

investigacion.

Para explicar como desde nuestra
experiencia logramos estas habilidades, nos
apoyamos en primer lugar en la propia
concepcion en nuestro Sistema de Educacion
Superior de los actuales planes de estudio D,
donde se establecen tres tipos de curriculos:
base, propio y optativos/electivos, estos
Gltimos con asignaturas que proponen
contenidos escogidos por cada estudiante, a
partir de las ofertas que el Centro de
Educacion Superior le brinda, sirviendo de
complemento para su formacion integral y que
incluso pueden ser seleccionados de entre las
asignaturas que se imparten en otras

carreras®.

Otro aspecto a considerar es la existencia,
dentro de ese mapa curricular, de asignaturas
que fortalecen la formacién investigativa de
los estudiantes, como son las practicas

laborales y los trabajos de diplomas.

Al respecto, en el Centro de Estudios de
Biotecnologia Industrial, no so6lo se
desarrollan estas habilidades con los tipos de

trabajo investigativo (trabajos de curso, de

8 Documento base de los planes de estudio D.
Ministerio de Educacion Superior
Cubana.2009.

9 Asignaturas que se incluyen en el plan de
estudio y de entre las cuales el estudiante
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diploma e investigativo extracurricular)
referidos en Docente

Metodolégico 210/07. Capitulo Ill. Articulo

Reglamento

120, sino que, ademas, se han creado, por
muchos afios, grupos cientificos estudiantiles
integrados por todos los alumnos que realizan
sus actividades investigativas en el centro,
con resultados notorios Yy, sobre todo,
mediante un sistema de ensefianza de la
biotecnologia que aprovecha los curriculos
optativo / electivos de las diferentes carreras
que se vinculan a esta disciplina.

Como parte del trabajo realizado por los
profesores e investigadores del CEBI, se
disefiaron paulatinamente diferentes
asignaturas optativas® para carreras de la
Universidad de Oriente afines a la
biotecnologia, que se empezaron a incorporar

desde hace cinco afios.

Algunos de los temas de las asignaturas
fueron propuestos desde la propia concepcién
de las mismas, otros sin embargo, se
incorporaron posteriormente teniendo en
cuenta las demandas Yy necesidades
especificas de los estudiantes con que se
trabajaba. Ténganse en cuenta que el plan de
estudio de algunas carreras afines, incluye
asignaturas como Microbiologia, Bioquimica,

Genética y Biologia, pero otras no.

selecciona una cantidad determinada para
cursar en forma obligatoria.
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Tabla 1. Asignaturas concebidas e impartidas por el CEBI para la ensefianza de la Biotecnologia en

las carreras universitarias de perfiles afines y que son impartidas actualmente.

Asignatura Carrera Afio
académico
Métodos Lic. Biologia 4to

biotecnoldgicos
Biotecnologia Lic. Biologia 5to
de Hongos

Comestibles

Medicinales

Elementos de Lic. Quimica 5to

Biotecnologia

Avances de | Lic. Educacién 5to
biotecnologia Quimica
Industrial
Biotecnologia Ingenieria 5to
Quimica
Procesos Ingenieria 3ro

biotecnologicos Industrial
Biotecnologia Lic. Ciencias b5to

Farmacéuticas

En la tabla 1, se relacionan algunas de
estas asignaturas, la carrera para las cuales
estan concebidas, el nimero de horas lectivas
y el aflo académico donde se imparten.
Muchas de estas asignaturas, concebidas
para el quinto afio de las carreras afines, por
el nivel de integracion de contenidos que se
necesita, son concertadas dentro del curriculo
optativo / electivo, excepto la asignatura de
Biotecnologia en el curriculo base de la
carrera de Ciencias Farmacéuticas; sin

embargo, la intencion, en muchos casos, es
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Nimero Semestre Curriculo

de

horas

48 2do Optativo/electivo
48 1ro Optativo/electivo
45 1ro Optativo/electivo
18 2do Optativo/electivo
32 1ro Optativo/electivo
32 1ro Optativo/electivo
64 1ro Béasico

gue formen parte del curriculo base o propio
de dichas carreras.

Los docentes del centro tienen proyectado,
ademas, el disefio de una asignatura con un
corte mas divulgativo que ayude a enriquecer
la cultura general de otros tipos de estudiantes
que, incluso, no tengan que ver
aparentemente con la disciplina. En verdad, la
palabra aparente es relativa, pues la
biotecnologia debe formar parte del arsenal
de conocimiento de todo universitario de estos
tiempos, dada su actualidad e impacto en la

sociedad. Por otro lado, todos los
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universitarios cubanos reciben, dentro de su
curriculo, la asignatura Problemas Sociales de
la Ciencia y la Tecnologia, en la cual la
biotecnologia debe ser analizada como una
linea estratégica del pais por sus avances,
necesidad, multidisciplinariedad y
aplicaciones.

Esta asignatura, “Nociones de
biotecnologia”, estaria concebida como
electival® y formaria parte del banco de
propuestas a disposicion de la Universidad de
Oriente para todos aquellos interesados. En la
primera etapa de implementacion de esta
asignatura, se expone una fase de
divulgacién, la cual incluye la difusion en sitios
web y plegables de toda la informacién
correspondiente a los temas de la asignatura
y hacia quienes va dirigida, asi como, los
especialistas que la impartiran y el objetivo

principal de la misma.

Otra de las acciones, seria el contacto con
todos los vicedecanos docentes de las
carreras de la Universidad de Oriente, para
que exista una comunicacion mas directa con
los claustros que ellos dirigen acerca de la
asignatura que se propone. Se aprovecharia
ademas la existencia de la Federacion
Estudiantil  Universitaria (FEU) en la
institucién, para que también apoye a la

estrategia. Posteriormente se procederia a la

10 Asignatura que el estudiante elige

libremente de acuerdo con sus gustos e
intereses personales, a partir de un grupo de
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elecciéon de la asignatura por parte de los
estudiantes y la matricula de los mismos.
Dicha asignatura estara impartida por los
profesores- investigadores del CEBI, tras una
preparacion metodoldgica, tomando en
consideraciéon las necesidades de los
educandos y en estrecha coordinacion con los
centros y entidades que se relacionan con la
biotecnologia en el territorio. En el anexo |, se
presenta una propuesta del programa,
confeccionado con tales objetivos. Tomando
en cuenta estos aspectos, proponemos que
en el segundo semestre del curso 17-18, se
comenzaria la imparticion de la mencionada
asignatura.

En latabla 2, se ejemplifican las cuestiones
mas generales y especificas a impartir en las
diferentes asignaturas disefiadas por el centro
que fueron mostradas en la tabla 1, con el
objetivo de brindar una formacién mas dirigida

a los perfiles profesionales de los estudiantes.

Lo analizado hasta el momento constituye
una primera etapa en el proceso de
ensefianza de la biotecnologia, donde se
tienen definidas las asignaturas y las
diferentes especificidades para cada perfil
afin. Sin embargo, quedan otras mucho méas
importantes: el paso de muchas de las
asignaturas citadas al curriculo base o propio

de las carreras analizadas con anterioridad y

ofertas que se brindan y que pueden,
inclusive, pertenecer a otras carreras.
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la elaboracién de un libro de texto para su profesionales y facilite el desarrollo de las

imparticién y consulta. habilidades investigativas correspondientes.

Conclusiones
) Debe considerarse la inclusion de
La biotecnologia, en su caracter
o asignaturas de biotecnologia en los curriculos
multidisciplinario, debe estar presente en la
propios y base de estas carreras y, en otros

formacién de estudiantes universitarios de o ) ] ]
i ) ., casos, disefiar otras de caracter divulgativo
carreras afines con la intencibn de que )
, o que enriquezcan la cultura general de los
permita el conocimiento de los elementos ) ) o
] ] profesionales universitarios.
fundamentales relacionados con los perfiles
Tabla 2. Aspectos mas generales y especificos que se imparten en las asignaturas de Biotecnologia
concebidas por el CEBI.
CARRERA Aspectos de biotecnologia presentes en las asignaturas que se imparten
Conceptos de biotecnologia. Evolucidn historica
Obtencion de productos quimicos apoyados en procesos biotecnolégicos
Lic. Quimica Tratamiento de residuos por biorremediacion
Lic. Ciencias Concepto de biotecnologia. Evolucién histérica.
Farmacéuticas | Obtencidn de productos farmacéuticos por métodos biotecnologicos
obtencién de nuevos métodos de diagnéstico
obtencion de nuevos tratamientos

bioseguridad

Ingenieria Conceptos de biotecnologia. Evolucion histérica

Quimicae Desarrollo de biocombustibles

Industrial y Concepto de procesos. Andlisis de procesos biotecnolégicos aplicados a la

Lic. Quimica industria. Escalado. Mejora de la calidad de crudos disefio de reactores de

Industrial interés biotecnoldgico produccion de enzimas destinadas a procesos
industriales.

Lic. Biologia Conceptos de Biotecnologia. Evolucién historica

biotecnologia de los hongos comestibles-medicinales (HCM)
Tendencia del desarrollo de la biotecnologia e ingenieria genética

Bioseguridad. Bioética

Recomendaciones
Disefiar y divulgar una asignatura electiva Confecciébn de un libro de texto que
para todos los estudiantes universitarios responda a las generalidades y

interesados en Nociones de Biotecnologia.
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especificidades de la biotecnologia para

estudiantes de pregrado de carreras afines.
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Anexos

PROGRAMA DE ASIGNATURA

ASIGNATURA: Nociones de biotecnologia
CURRICULO: Optativo/ electivo

TIPO: ELECTIVA

NUMERO DE HORAS: 32

ANO ACADEMICO: ler o 2do afio de las carreras universitarias

Fundamentacion

La asignatura estudia las principales tendencias del desarrollo de la Biotecnologia como
multidisciplina, su vinculo con la bioseguridad y la bioética. Se analizan los diferentes conceptos de
biotecnologia, valorando lo comin que los caracteriza y las diferentes etapas en que se ha
clasificado, atendiendo a los momentos cumbres de su desarrollo. En cada etapa se ejemplifican

productos de interés, para demostrar su caracter utilitario y se particularizan los ejemplos en Cuba.

Objetivo

Complementar aspectos relacionados con los métodos de investigacién que emplea la biotecnologia
contemporanea en el abordaje de problemas vinculados a sus diferentes sectores de influencia, a
partir de las experiencias cubanas.

Sistema de conocimientos

Introduccién a la biotecnologia. Definiciones. Evolucién de la biotecnologia. Ciencias que contribuyen
a la biotecnologia. Sectores de influencia.

Aplicaciones de la biotecnologia a los diferentes sectores. Productos biotecnoldgicos cubanos.

Impactos. Relacién entre biotecnologia-bioética y bioseguridad. Propiedad intelectual.

Sistema de evaluacién
La evaluacion tendrA un caracter sistematico, actividades evaluativas frecuentes. Dichas

evaluaciones se realizaran en los seminarios y clases practicas.

Los estudiantes visitaran fabricas y centros donde se apliquen procesos biotecnoldgicos, incluido el
CEBI. Ademas los de las carreras de ingenierias realizaran pasantias a dichas instalaciones para
implementar a escala industrial los conocimientos adquiridos. El trabajo practico-investigativo
finalizara con la presentacion de un informe y su discusion ante un tribunal de profesores designados

a tales efectos.
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Distribuciéon del nimero de horas

Tipologia de clases Numero de horas
Conferencias 6
Seminarios 8
Clases practicas 4
Visita a centros de investigacion y fabricas del 12
territorio

Taller final 2
Total 32
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Resumen

La busqueda de nuevas alternativas para aumentar la vida de anaquel de productos alimenticios ha
surgido debido a la creciente demanda de los consumidores por alimentos inocuos y minimamente
procesados, siendo el empacado de los alimentos uno de los més utilizados. Sin embargo, el impacto
en el medio ambiente es muy alto, por lo cual se han desarrollado peliculas a partir de materiales
biodegradables (proteinas, lipidos y polisacaridos) que puedan servir como material de embalaje. La
efectividad de estas peliculas comestibles depende en gran parte de las propiedades mecanicas y
de barrera que posean, por lo que se ha realizado varios estudios con el fin de relacionar la micro y
nanoestructura de las peliculas con sus propiedades fisicas. El objetivo del presente trabajo es
presentar las diferentes técnicas utilizadas para el estudio de la estructura y de las interacciones
entre los componentes de la matriz de las peliculas y el efecto de éstas en sus propiedades

mecanicas y de barrera.

Palabras clave: Peliculas comestibles, Espectroscopia, Microscopia, Difraccién de rayos x

Abstract

The search for new alternatives to increase the shelf life of food products has increased due to the
growing demand of consumers for safe and minimally processed foods, where food packaging
represents a commonly used approach. However, oil derived packaging materials create a high
environmental impact, and trying to overcome this problem films have been developed from
biodegradable materials (proteins, lipids and polysaccharides) that can be of use in food packaging.
The effectiveness of these edible films is mainly dependent on the mechanical and barrier properties

they possess leading to many studies focusing on the relationship between the micro and
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nanostructure of the films and their physical properties. The objective of the present review is to show

the techniques that are available to study the structure and interactions among the components of

the matrix of the films and their effect on mechanical and barrier properties of the developed films

and coatings.

Key words: Edible films, spectroscopy, microcopy, x-ray diffraction

Introduccioén.

Los biopolimeros como alternativas
verdes y renovables recientemente se han
utilizado para producir peliculas comestibles
(PC) que se aplican en la industria de
alimentos; una pelicula comestible se define
como una matriz preformada moldeada en
laminas soélidas para posteriormente ser
aplicada como envoltura en los alimentos
(Falguera et al., 2011). Por otro lado, los
recubrimientos comestibles se definen como
una capa delgada de materiales comestibles
aplicado como una dispersién liquida y se
secan sobre la superficie de un alimento
(Pérez-Gallardo et al., 2012). Las peliculas y
recubrimientos comestibles permiten extender
la vida util de los alimentos y controlar el paso
de algunos componentes entre los alimentos
y su entorno como el agua, el oxigeno y los
aromas, entre otros (Sanchez-Ortega et al.,
2016; Salama, et al., 2018).

Se ha propuesto el uso de agentes
antimicrobianos o nutracéuticos para obtener
empaques activos (Arredondo-Ochoa et al.,
2017a), asi como el uso de cera de abeja para
mejorar las propiedades de barrera al vapor
de agua (Arredondo-Ochoa, 2017hb). Peliculas

comestibles nanoestructuradas con
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nanoparticulas de silice mesoporoso o sus
derivados amino-funcionalizados, usando
proteina de origen vegetal entrecruzada con
transglutaminasa microbiana mejoraron sus
propiedades mecdanicas, aumentando a su
vez las propiedades de barrera a gases y
vapor de agua debido a una estructura méas
compacta y homogénea (Fernandez-Bats et
al.,, 2018). La funcionalidad de las peliculas
comestibles depende principalmente de su
humectabilidad y propiedades de barrera y
mecanicas; que a su vez dependen de la
composicién de la pelicula, su proceso de
formacion y el método de aplicacion en el
producto. Por lo anterior, un gran nimero de
investigaciones se ha dedicado a evaluar los
efectos de diferentes factores en Ila
permeabilidad al vapor de agua, oxigeno y
dioxido de carbono, asi como en las
propiedades mecéanicas de las peliculas
(Cerqueira et al., 2011). Actualmente diversos
trabajos se han enfocado en el efecto que
tienen la micro y nano estructura de las
peliculas, asi como las interacciones quimicas
de los componentes de la matriz de la pelicula

en las propiedades fisicas de las mismas.

Para lo anterior se han utilizado
técnicas modernas para la caracterizacién de

las peliculas tales como microscopias
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electrénica de barrido (SEM), de fuerza
atbmica (AFM), electrénica de transmisién
(MET), asi como espectroscopias Raman e
infrarrojo (IR) y caracterizacion estructural
mediante difraccion de rayos X. En el presente
trabajo se presentan las diferentes técnicas de
microscopia y espectroscopia utilizadas en la

caracterizacion de peliculas comestibles.

1. Parametros de calidad de peliculas
comestibles
1.1 Permeabilidad a vapor de agua

La permeabilidad al vapor de agua
(PVA) es wunos de los factores mas
importantes en la caracterizacién de PC, ya
que de esta depende en gran medida
conservar las propiedades de los alimentos,
una PC tiene entre sus objetivos evitar o
reducir al minimo la transferencia de humedad
entre el alimento y la atmdsfera circundante.
Por lo tanto, la PVA debe ser tan baja como
sea posible con el fin de optimizar el entorno
de los alimentos y potencialmente aumentar
su vida (til. La transferencia de agua a través
de la pelicula (PVA) se produce en tres
etapas: primero, el vapor de agua se
condensa y se deposita en el lado de alta
concentracion de agua de la superficie de la
pelicula; segundo, las moléculas de agua se
mueven a través de la pelicula, impulsado por
un gradiente de concentracién o actividad; y
tercero, el agua se evapora desde el otro lado
de la pelicula. Por lo tanto, los factores que

describen el proceso de permeabilidad

BioTecnologia, Afio 2018, Vol. 22 No. 1

incluyen la afinidad entre el agua y el material
de pelicula (adsorcion / desorcion) y la
resistencia del movimiento del agua en la
matriz polimérica tridimensional, expresada
como difusividad efectiva y la humedad

relativa del ambiente (Bilbao-Séainz, 2010).

En el Cuadro 1 se presenta valores
de permeabilidad de vapor de agua de
algunos recubrimientos comestibles.

1.2 Propiedades mecéanicas

Las propiedades mecénicas
usualmente evaluadas para caracterizar las
PC son la resistencia a la tensién, que es la
fuerza requerida para romper la pelicula por
estiramiento; elongacion que implica el grado
al cual la pelicula puede estirarse antes de
romperse; médulo de Young que mide la
rigidez y la compresibilidad de un material
estructural (Porta et al.,, 2016). Estas
propiedades dependen en gran medida de sus
propiedades a nanoescala, por lo cual en las
Ultimas décadas se desarrollaron nuevas
técnicas de caracterizacion con resolucion
espacial submicronica. Entre éstas se
encuentran una gran variedad de
herramientas para probar las propiedades
elasticas y viscoelasticas locales de los
materiales, tales como la nanoindentacion y
AFM (Zlotnikov et al., 2017). En el Cuadro 2,
se muestran algunas de las propiedades

mecanicas de peliculas comestibles.
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Cuadrol. Permeabilidad de vapor de agua de peliculas comestibles

Material de empaque PVAx108 Referencia
(g mthlpPal)

Mucilago de Opuntia ficus-indica 0.93 Gheribi et al., (2018)
Proteina de ajonjoli (3%) 3.35 Sharma & Singh (2016)
Goma de Cassia 26.64 Cao et al. (2018)
Gelatina de piel de pollo 0.02 So00 & Sarbon (2018)
Colageno hidrolizado-mantequilla de 0.32 Fadini et al. (2013)
caco
Quitosano 1.67 Mohammadi et al. (2018)
Quitosano-Gelatina membrana de 2.06 Mohammadi et al. (2018)

cascara de huevo
Mucilago de semilla de 0.47 Beigomi et al. (2018)

Dracocephalum moldavica

Cuadro 2. Propiedades mecénicas de peliculas comestibles

Material de empaque Resistencia  Elongacién ala Referencia
alatraccion ruptura
(MPa) (%)

Mucilago de Opuntia ficus- 0.95 14.99 Gheribi et al. (2018)
indica
Proteina de ajonjoli (3%) 098 0 - Sharma & Singh (2016)
Goma de Cassia 12.69 7.90 Cao et al. (2018)
Gelatina de piel de pollo 154 48.33 Soo & Sarbon (2018)
Colageno hidrolizado- 2.17 22.08 Fadini et al. (2013)
mantequilla de cacao
Quitosano 18.25 39.82 Mohammadi et al. (2018)
Quitosano-gelatina membrana 20.77 25.92 Mohammadi et al. (2018)

de cascara de huevo
Mucilago de semilla de 22.72 18.53 Beigomi et al. (2018)

Dracocephalum moldavica
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1. Métodos de caracterizacidon de peliculas comestibles

2.1 Microscopia electrénica de Transmisién

La microscopia electronica de
transmision (MET) consiste en la irradiacion
de un espécimen delgado empleando un haz
de electrones con una densidad de corriente
uniforme. Después de irradiar la muestra, la
distribucion de la intensidad de electrones
detrds de la muestra se proyecta con un
sistema compuesto por tres a ocho lentes,
sobre una pantalla fluorescente, lo cual
permite generar una imagen. La imagen
puede ser grabada por la exposicién directa
de una emulsiéon fotografica, mediante la
exposicién de laimagen en una placa al vacio,
o digitalmente a través de una pantalla
fluorescente acoplada a una placa de fibra
Optica mediante una camara con dispositivo
de carga acoplada (CCD) (Reimer, 2013). La
dispersion inelastica de electrones rapidos
incidentes ocurre como resultado de
interacciones con electrones atomicos en la
muestra. Estas interacciones incluyen la
excitacion de oscilaciones colectivas tales
como cuantos de oscilacion del plasma
(plasmones) o cuantizaciones de ondas
electromagnéticas y mecanicas (fonones), asi
como la promocion de un electron atémico de
un estado electrénico ocupado a uno
desocupado (Goode et al., 2017). TEM es una
técnica que permite determinar morfologia,
estructura (por difracciéon de electrones de un
area seleccionada, SAED), imagen por celdas
mediante  microscopia  electrénica de
transmision de alta resolucion (HRTEM), y

composicién quimica por fluorescencia de
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rayos X mediante energia dispersiva
(EDXRF); esta informacion se puede obtener
en particulas individuales, dominios de un
area seleccionada o agregados, dependiendo
de la naturaleza del material estudiado y el

objetivo de la investigacién (Elsass, 2006).

Debido a que el MET requiere
secciones fijas muy delgadas (alrededor de 50
nm), solo una pequefia parte de las muestras
puede observarse en cualquier seccion. La
generacion de la imagen depende de
dispersiones diferenciales de los electrones
incidentes a través de las moléculas de la
preparacién. Sin tincién, el haz de electrones
pasa uniformemente a través de una muestra,
y asi, toda la muestra parece brillante con
poca diferenciacion de los componentes. Por
lo general, para obtener imagenes validas
para el MET los cortes se tifilen con metales
pesados, como el oro o el osmio. Las areas
tefiidas con metal aparecen oscuras en una
microfotografia porque los metales dispersan
(difractan) la mayor parte de los electrones
incidentes; los electrones dispersados no son
enfocados por las lentes electromagnéticas y
no contribuyen a la imagen. Es posible
detectar proteinas de forma especifica
utilizando particulas de oro, que se vuelven
densas al recubrir las proteinas (Lodish,
2005).

Zhang-Hui etal. (2017), utilizaron

MET para evaluar el efecto de la dispersion de
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montmorillonitas modificadas organicamente
en nanocompuestos de almiddn, las imagenes
obtenidas revelaron la presencia de
estructuras intercaladas, exfoliadas y mixtas
formadas entre almidon y las
montmorillonitas. Estos resultados
proporcionan detalles sobre los cambios en
las propiedades mecéanicas y de barrera de las
peliculas la cuales presentaron una mayor
resistencia y mejor propiedad de barrera al

vapor de agua.

2.2 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electrénica de barrido
(SEM), es una técnica que permite generar
imagenes de una superficie con alta
resolucién y una apariencia tridimensional
dentro de un intervalo amplio de aumentos, lo
cual facilita el estudio topogréfico y la
realizacion de microanalisis para determinar la
presencia cualitativa y/o cuantitativa de
elementos en detalles microscopicos. Para la
construccion de imégenes se aprovecha la
emision de electrones (secundarios) de una
muestra, cuando sobre ella incide un haz
enfocado de electrones de alta energia. Los
electrones emitidos por la interaccion del haz
incidente y la muestra son colectados por los
correspondientes detectores para producir
una sefial eléctrica, la cual produce la imagen
de la muestra en la pantalla de un tubo de

rayos catodicos (Hernandez & Espejo, 2002).

La microestructura de peliculas

comestibles se puede evaluar por medio de
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SEM; Antoniou et al. (2015), produjeron
peliculas a partir de goma de tara adicionadas
con nanoparticulas de quitosano a varias
concentraciones. Se observd que la
incorporacion de las nanoparticulas de
quitosano permitid crear una estructura mas
homogénea, asi como mejorar las
propiedades mecanicas, fisicoquimicas y de

barrera de las peliculas de goma de tara.

Acevedo et al. (2015), evaluaron las
propiedades de peliculas de alginato de sodio
adicionadas con nanoemulsiones de aceites
esenciales de tomillo, citronela o salvia
utilizando SEM. Al analizar la microestructura
de la superficie de las peliculas se observé
que la presencia de aceites esenciales
incrementaba la rugosidad de las superficies
de las peliculas de alginato, pero el grado de
rugosidad y la forma de las protuberancias
variaron dependiendo el aceite esencial
afiadido, observandose que con pequefias
gotas de la nanoemulsién de tomillo y salvia
se visualiz6 una superficie méas lisa, lo cual

confirid una mayor estabilidad a la pelicula.

Gutiérrez (2017), estudié los efectos
en la morfologia de peliculas comestibles a
base de almidén, al afiadir pulpa de
zarzamora. Todas las superficies de las
peliculas fueron no porosas, pero aquellas sin
la pulpa de zarzamora presentaron algunas
particulas granulares. Microestructuras mas
compactas y cerradas se observaron en las

peliculas con pulpa de zarzamora, estas
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caracteristicas fueron resultado de una menor
absorcion de agua y una disminucion de las
interacciones entre el almidon y glicerol, lo
cual reduce el caracter polar de estos
compuestos; por lo que se concluyd que la
pulpa de zarzamora produce un decremento
en el caracter hidrofilico de las peliculas, lo
que se pudo relacionar con su bajo grado de
digestibilidad.

El quitosano es un material
prometedor utilizado en la elaboracion de
peliculas comestibles. Homez et al. (2018),
evaluaron las propiedades morfolégicas de las
superficies de este tipo de peliculas, utilizando
diferentes temperaturas de secado. Mediante
un microscopio electrénico de barrido, la
morfologia de las peliculas reflejé el nivel de
interaccién entre sus componentes, por lo que
Su microestructura puede estar asociada con
las propiedades Opticas, mecdanicas y de
barrera. Con un aumento de 200X todas las
peliculas de quitosano presentaron una
estructura limpia, lisa y uniforme, aunque con
algunas particulas soélidas en la superficie. Al
aumentar a 20,000X las peliculas secadas a 2
°C se observaron con poros profundos. Sin
embargo, las peliculas secadas a 25 °C
presentaron una estructura homogénea,
sugiriendo la presencia de una matriz
cohesiva que se debe a las interacciones
entre el quitosano y el glicerol. Las peliculas
secadas a 40 °C mostraron grietas e

irregularidades en su superficie, debido a la
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falta de glicerol en la matriz y a la interaccion

quitosano-quitosano en la estructura.

Peliculas comestibles a base de
nanofibrillas de proteina de suero de leche,
adicionadas con plastificantes como el glicerol
y la trehalosa, fueron estudiadas por Feng et
al. (2018). La superficie de las peliculas de
aislado de proteina de suero de leche
adicionadas con glicerol resultaron rugosas
(promedio de rugosidad de 191 nm), densas y
quebradizas en apariencia, con algunas
particulas distribuidas uniformemente. Las
peliculas de nanofibrillas de proteina de suero
de leche presentaron una superficie lisa
(promedio de rugosidad de 72.3 nm) vy
continua, ademas de un interior homogéneo y
compacto, sin la presencia de poros. La
pelicula de nanofibrillas de suero de leche
adicionada con glicerol y trehalosa fue la que
present6 la superficie mas suave (promedio
de rugosidad de 27.8 nm) y homogénea, lo
cual sugiere que en presencia de trehalosa, la

microestructura de las peliculas es mas fina.

2.3 Microscopia de Fuerza Atémica

En 1986 se desarroll6 un nuevo tipo
de microscopia que permite el analisis de
superficies por medio de un barrido mecanico.
Debido a que esta microscopia utiliza fuerzas
atdmicas, se le denomind microscopia de
fuerza atémica (AFM) (Uchihashi et al., 2015).
La AFM recolecta informacién de imagenes
mas que por visualizacion, por sensacion, a

través de tres modos de operacion: contacto,
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no contacto y contacto intermitente, que
pueden ser utilizados para el andlisis de
diferentes tipos de materiales. Las imagenes
de AFM son obtenidas a través de la medicion
de los cambios de magnitud de la interaccién
entre la sonda y la superficie de la muestra
(comdnmente fuerzas de van der Waal's)
(Yang et al, 2007). En el éarea de los
alimentos, la AFM es una técnica muy util que
provee informacion cualitativa y cuantitativa a
nanoescala para el andlisis de la morfologia
de la superficie de peliculas comestibles (Zou,
2018). En el Cuadro 3 se presentan algunas
de las aplicaciones de la AFM en el area de

alimentos.

La AFM se ha utlizado en la
caracterizacion de PC, como en el estudio de
Rindlav-Westling & Gatenholm (2003),
quienes examinaron superficies de peliculas
de almidén mediante el modo de operacion de
contacto intermitente con punta de silicén;
para ello se utilizaron distintas amplitudes
medias cuadréticas y puntos fijos y se
evaluaron los pardmetros de rugosidad de las
superficies como el promedio de los valores
de elevacién de la superficie relativos al centro
plano. Este analisis mostr6 que las partes
externas de estas superficies estaban
cubiertas con pequefias protuberancias de 15-

35 nm de ancho y 1-4 nm de altura.
Thiré et al. (2003), observaron

mediante AFM la morfologia de peliculas de

almidon de maiz con y sin glicerol, utilizado
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como plastificante. El escrutinio se realizé con
una frecuencia libre de oscilacion de la viga
voladiza (cantilever) y a diferentes amplitudes;
dependiendo la estabilidad y contrastes
obtenidos, se presentaron como imagenes de
fase. Dichas imagenes de la topografia de las
peliculas plastificadas y no plastificadas
revelaron diferencias entre ambas en cuanto a
morfologia (dominios lisos y &speros),
asociadas con el efecto de retraso del glicerol

en el proceso de gelatinizacion.

George & Siddaramaiah (2012),
caracterizaron peliculas comestibles a base
de nanocristales de celulosa bacteriana
analizando su morfologia, los resultados
obtenidos de este estudio sugieren que la
incorporacion de nanocristales de celulosa
bacteriana refuerzan la matriz de la pelicula
comestible, al formar redes que mejoran sus

propiedades mecanicas.

Para la caracterizacion de peliculas
comestibles a base de pectina y nanocristales
de celulosa Chaichi et al. (2017) estudiaron las
dimensiones de estos nanocristales y la
morfologia de la superficie de la pelicula. El
AFM se oper6 con el modo de no contacto
utilizando una punta de silicon, las imagenes
de AFM obtenidas confirmaron que los
nanocristales de celulosa tenian escala
nanomeétrica con un diametro y longitud de
1.43 nm y 1500 nm, respectivamente. Estas
imagenes también revelaron una buena

dispersion de los nanocristales en la matriz de
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pectina y una correcta interaccién, lo cual

favorece las propiedades mecanicas.

Cuadro 3. Aplicaciones de microscopia de fuerza atémica en el area de alimentos

Aplicacion

Descripcion

Referencia

Escaneo cualitativo

Analisis estructural

cuantitativo

Interacciones

moleculares

Manipulacién
macromolecular de
alimentos
Topologia de
superficies

Herramientas para

AFM se usa para el andlisis cualitativo de la
estructura de macromoléculas de importancia
alimentaria, principalmente para el estudio de las
asociaciones intermoleculares de y formacion de
redes de proteinas y carbohidratos.

Encontrar parametros caracteristicos de las
imagenes resultantes de AFM relacionadas con las
propiedades de los alimentos y sus cambios durante
el procesado y almacenamiento

AFM permite investigar los procesos y mecanismos
de estas interacciones; por ejemplo, en entender las
interacciones entre las proteinas y los surfactantes
en una pelicula comestible

AFM permite observar directamente las reacciones
entre macromoléculas

propiedades fisicas sutiles (rugosidad,
homogeneidad, morfologia, analisis fractal) de las
superficies de los alimentos son caracterizadas por
AFM

AFM es una util técnica para la optimizacion en la

nano ingredientes para produccion de nano ingredientes para alimentos

alimentos

Morris (1997)

Deleu (2001)

Woodward
(2004)

Yang et al. (2006)

Lent et al. (1998)

Yang et al. (2007)

Peliculas a base de un concentrado
proteico de yero (Vicia ervilia) entrecruzadas
con transglutaminasa y nanoestructuradas
con nanoparticulas de silice mesoporoso o

sus derivados amino-funcionalizados, fueron
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evaluadas morfolégicamente mediante AFM
en modo de contacto con puntas de baja
frecuencia resonante. Las peliculas mostraron
una menor rugosidad (31.65 nm) que las que

no contenian nanoparticulas (61.42 nm), lo
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cual se atribuyé a una mayor homogeneidad
de las peliculas debido a la inclusién de las
nanoparticulas en la red de la proteina de yero
produciendo una superficie mas lisa en las
matrices obtenidas (Fernandez-Bats et al.,
2018).

2.4 Microscopia confocal

La microscopia confocal laser de
barrido (CLSM) es una técnica que permite
incrementar el contraste en las imagenes
microscépicas de muestras (Webb, 1996).
Esta microscopia se desarroll6 a finales de la
década de los 80°s presentando como gran
ventaja su habilidad de capturar imagenes
digitales en tres dimensiones de muestras
marcadas con fluorocromos que antes soélo
podian ser observadas con un microscopio de
epifluorescencia. La CLSM produce iméagenes
mas precisas (secciones Opticas) al hacer un
escrutinio de la muestra punto por punto con
un rayo laser direccionado hacia ella y
utilizando un filtro espacial para remover la
fluorescencia no deseada por arriba o por
debajo del plano focal. Los microscopios
confocales estan disefiados para que cuando
el rayo laser incida sobre la muestra, ésta sea
confocal con el punto de luz enfocado hacia la
rendija frente al fotodetector, por lo que sélo la
informacion del plano focal alcanza al
fotodetector. El poder de esta técnica se
encuentra en su habilidad de realizar
escrutinios de estructuras a niveles discretos
manteniendo intacta la muestra, con una
resolucion lateral de 0.14 ym y resolucion
vertical de 0.23 ym, con apertura numérica del
lente de 1.4 (Paddock, 1999).
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La CLSM es una técnica ampliamente
utilizada para la caracterizacion de peliculas
comestibles. Jin et al. (2009), desarrollaron
una pelicula comestible a base de pectina,
acido polilactico y nisina para inhibir a Listeria
monocytogenes. Las peliculas de &acido
polilactico presentaron superficies lisas y
continuas, mientras que aquellas elaboradas
con este acido y pectina mostraron una
morfologia rugosa con una capa irregular de
20-30 um de grosor sobre la superficie; estas
caracteristicas sugieren que la pectina

favorece el acceso y absorcion de la nisina.

Bourbon et al. (2011), caracterizaron
peliculas comestibles a base de quitosano
adicionadas con compuestos bioactivos
consistentes en la fraccion peptidica de un
hidrolizado de proteina de suero de leche,
glucomacropéptido y lactoferrina.  Las
imagenes obtenidas permitieron concluir que
el glucomacropéptido y la lactoferrina se
distribuyeron homogéneamente en las
peliculas de quitosano, mientras que la
fraccién peptidica de proteina de suero de

leche no presenté esta distribucién uniforme.

Ma et al. (2012), prepararon peliculas
a base de gelatina y aceite de oliva por medio
de la técnica de emulsiones con microfluidos.
Las muestras fueron tefiidas con colorante
fluorescente azul de nilo A. Se observo que el
tamafio de gota de los lipidos presenté un
incremento a bajas concentraciones de aceite,
pero al aumentarlas el tamafio de gota de los

lipidos disminuyd. Esto indic6 que Ila
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microestructura de las peliculas esta
relacionada con la estabilidad de los lipidos,
los cuales, si forman grandes aglomeraciones,
pueden debilitar las propiedades estructurales
de las peliculas comestibles.

La  elaboracion de peliculas
comestibles a partir de la técnica de extrusién
de pelicula soplada permite una mayor
productividad en menor tiempo comparada
con las técnicas convencionales. Dang &
Yoksan (2018), produjeron una pelicula
comestible a base de almidén y quitosano. Las
micrografias mostraron que la superficie de
las peliculas de almidén eran lisas con un
color neutro, mientras que con quitosano
estas superficies se volvieron rugosas,
confirmando su deposicion en la parte exterior
de las superficies de las peliculas, lo cual
mejora sus propiedades de barrera a los
gases y al vapor de agua y reduce su
sensibilidad a la humedad.

Montes de Oca et al. (2018)
examinaron la relacion entre la estructura y las
propiedades fisicas de peliculas elaboradas a
partir de emulsiones, nanoemulsiones o sus
geles de caseinato de sodio, glicerol, glucono-
delta-lactona y 6xido de titanio. Las peliculas
de caseinato de sodio formaron
conglomerados de gotas de aceite, lo que
indic6 que éste no se distribuyd
homogéneamente en la matriz; las peliculas
de geles de emulsiones fueron mas
homogéneas, ya que las gotas aparecieron
mejor distribuidas y menos agregadas. Las

peliculas de nanoemulsiones mostraron
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pequefias gotas, ya que debido a sus
dimensiones no formaron conglomerados,
mientras que las peliculas de geles de
nanoemulsiones fueron altamente
homogéneas. Al adicionar 6xido de titanio, en
todos los casos, la homogeneidad aumentd, lo
que mejora las propiedades elasticas y

mecanicas de las peliculas.

2.4 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una
herramienta valiosa para la caracterizacion
cualitativa y cuantitativa de polimeros, esta
técnica brinda informacion acerca de
interacciones entre grupos funcionales,
orientacion de cadena, cambios estructurales
en el tratamiento y modificacién quimica de los
biopolimeros, asi como  propiedades
interfaciales de los compuestos (Goh et al.,

2017).

La espectroscopia Raman es una
técnica de dispersion, la cual se basa en medir
la diferencia entre la frecuencia de radiacion
dispersa y la monocromética incidente (efecto
Raman). En esta técnica la muestra se ilumina
con un rayo laser monocromatico que
interactda con las moléculas de la muestra y
origina una luz dispersa. La luz dispersa que
tiene una frecuencia diferente de la de la luz
incidente (dispersion inelastica) se usa para
construir un espectro Raman (Bumbrah &
Sharma, 2016). Durante este proceso, la
energia se transfiere entre los fotones
incidentes y las moléculas de muestra, en
donde la cantidad de energia corresponde a

vibraciones de moléculas especificas. El
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hecho de que el espectro Raman muestre la
composiciébn molecular de la muestra
investigada con especificidad Unica hace que
esta técnica espectroscopica sea muy
atractiva para varios analitos (Pahlow et al.,
2015).

Como se ha mencionado
anteriormente, la aplicacion de las peliculas y
recubrimientos comestibles depende de sus
propiedades mecénicas y de barrera, las
cuales de acuerdo a lo reportado por varios
estudios dependen de las interacciones
presentes entre los compuestos que los
conforman. Escamilla-Garcia etal. (2013),
evaluaron el efecto de las interacciones
presentes en una pelicula elaborada a base
de zeina y quitosano mediante
espectroscopia Raman, demostrando que la
presencia de zeina en las peliculas daba
como resultado asociaciones entre ésta y el
quitosano. Se identificaron reacciones entre la
glutamina de la zeina con los grupos hidroxilo
del quitosano, se formaron grupos O=S=0 y
C-0O-S, ademas la reaccion de los grupos
funcionales e-amino de la lisina cambiaron la
estructura de la pelicula comestible, dichas
interacciones promovieron la formacion de
estructuras de pelicula mas rugosas, mas
elasticas y menos duras con mejores
propiedades de barrera al vapor de agua asi
como sus propiedades mecéanicas y de

barrera.

Esta técnica se ha utlizado para
demostrar la conservaciéon del acido félico en

peliculas de alginato-quitosano, la cual
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demostré un distribucion homogénea de la
vitamina en la matriz de alginato-quitosano,
permitiendo proteger el acido félico de la
degradacion por la irradiacion UV, ademas
mostré una liberacidon controlada mediante
cambios de pH. Estos resultados demostraron
que las peliculas comestibles podrian
proponerse como candidatos prometedores
para la entrega de nutracéuticos con posibles
aplicaciones como recubrimientos
comestibles activos en el sector alimentario

(Acevedo-Fani et al., 2018).

2.5 Difraccion de rayos X

Técnicas como difraccién de rayos X
(XRD), utilizan la intensidad dispersada de un
haz de rayos X sobre la muestra, revelando
informacion sobre la estructura cristalogréfica,
la composicion quimica y las propiedades
fisicas del material estudiado (Espitia et al.,
2014). Esta técnica se basa en el hecho de
que la longitud de onda de los rayos X es
comparable a las distancias entre los atomos
en la materia condensada. Cuando un
material que exhibe un orden atomico
periddico de largo alcance como un cristal, se
irradia con rayos X, actla como una rejilla
extendida y bien definida y produce un patrén
de difraccién que muestra numerosos puntos
agudos, llamados picos de difraccion de
Bragg. Al medir y analizar las posiciones e
intensidades de estos picos, es posible
determinar las caracteristicas espaciales de la
rejilla, es decir, determinar la disposicion
tridimensional de los atomos en el material

cristalino que se estudia (Petkov, 2008)
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Liang et al., 2017 estudiaron el efecto
de la incorporacion de galato de
epigalocatequina (EGCG) nanoencapsulado
en peliculas de hidrocloruro de quitosano
(HQ)-zeina (Z), dicha incorporacién dio como
resultado interacciones entre ECGC con HQ
durante la formacién de la pelicula que
promovié la formacion de estructuras de la
pelicula mas rugosas, mas elasticas y mas
duras con buenas propiedades Opticas. La
adicibn de EGCG cambié la estructura
cristalina del quitosano, destruyendo los
enlaces de hidrégeno intermoleculares
originales del quitosano y posteriormente las
moléculas de quitosano y zeina se
entrelazaron para formar una estructura
compleja mas estable, dando como resultado

una disminucién en la cristalinidad.

Esta técnica se ha utlizado para
explicar el efecto de las interacciones
sinérgicas de diferentes combinaciones de
xantano (XG) y goma de algarrobo (LBG) en
la preparacion de PC. La difraccion de rayos x
permitid caracterizar la miscibilidad de los
polisacaridos, ya que si los polimeros
mezclados tienen baja compatibilidad cada
polimero exhibiria su propia region de cristal,
en el caso de la mezcla XG-LBG se present6
un pico ancho a 26 = 20 ° indicando que la
pelicula esta en la fase amorfa, y una
excelente miscibilidad de los polisacaridos
(Kurt et al., 2017)

Como  alternativa a  muchos
empagues de alimentos que estan hechos de

productos derivador se la industria
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petroquimica y que no son biodegradables, se
desarroll6 una pelicula compuesta de gelatina
de piel de pollo adicionada con harina de
arroz; dichas peliculas mostraron una
estructura amorfa y al adicionar la harina de
arroz aumento su grado de cristalinidad. Las
redes fuertes formadas entre los dominios
aniénicos de los polisacéaridos y los dominios
cationicos de la gelatina pueden producir una
region semicristalina, Las concentraciones
variables de harina de arroz influyeron en las
propiedades fisicas y mecénicas de las
peliculas de gelatina, mejorando Ila
permeabilidad al vapor de agua (Soo &
Sarbon, 2018).

Conclusiones

La aplicacion de las peliculas
comestibles depende principalmente de las
propiedades mecénicas y de barrera a vapor
de agua, ya que de esto depende la integridad
de los alimentos durante su almacenamiento
y transporte. Dichas propiedades dependen
directamente de la estructura, el tipo de
compuestos utilizados y las interacciones de
los compuestos que integran la matriz de la
pelicula comestibles, por lo que técnicas de
espectroscopia y microscopia de alta
resolucion han resultado ser herramientas
eficientes para el estudio del efecto de los
diferentes componentes y condiciones de
elaboracién de las peliculas comestibles, ya
que han permitido establecer los tipos de
enlaces, grado de cristalinidad y cambios
estructurales que se presentan durante la
elaboracién de las peliculas. Actualmente se

tiene la tendencia a reforzar la estructura y
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homogeneidad de las peliculas mediante la
nanoestructuracion de las peliculas usando
nanoparticulas de diferentes materiales, asi
como la insercién de compuestos bioactivos
de manera que puedan ser liberados de
manera controlada.
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