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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original, asi como de revision 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 recomendacion

de aceptacion para ser publicados.

Los idiomas en los que se puede publicar en la revista son el espanol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenesaplicados
a todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm
de cada lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y centralde 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 paralos 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 yotras

comunmente aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion 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 farmacéutica,
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 investigacion original como las revisiones deberan apegarse al

siguiente formato:

1. El titulo del manuscrito se escribira 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 formulas.
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Instrucciones para los autores

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y
primer apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafo 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente renglén con letra italica Arial del
mismo tamafio, se incluira la direccién postal de la institucion de adscripcion de los
autores, asi como la direccion de correo del autor corresponsal. Si el responsable fuera
un estudiante, debera incluir una carta del tutor o director del trabajo autorizandolo.

3. Se debera afiadir un Resumen de no mas de 250 palabras en espafiol y el
correspondiente Abstract en inglés.

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

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea
en cursivas con letra Arial o equivalente tamano 10. Después en el siguiente renglén 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
renglon al inicio de una seccidon o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan
escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con arabigos, correlativamente en orden de aparicién
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 ubicacion 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.

7. Las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser
indicadas con letras minusculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
sefalada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al

final del manuscrito.

8. Lainformacion dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar
con facilidad a la fuente de informacién original. En el texto del trabajo, las referencias
se citan por autor y 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 escribira como sigue: “Gutiérrez
et al. (2003), han demostrado...” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han

mostrado...”
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Si la cita es una pagina de Internet, la direccién URL debera escribirse completa y entre

paréntesis directamente en el texto.

9. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafo 10) y con sangria francesa de acuerdo con el siguiente formato:

Articulos:

Bayegan AH, Clote P (2020) RNAmountAlign: Efficient software for local, global, semiglobal
pairwise and multiple RNA sequence/structure alignment. PLoS ONE 15(1):
e0227177. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177.

Libros:

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

Scientific Press, Norwich.
Capitulos de libros:

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:

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccidn 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.
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Sitios en internet:
CAZY, Carbohydrate-Active Enzymes Database. (http://www.cazy.org/)
Tesis de pre y posgrado:

Cardenas C (2009) Evaluacién del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha
para la produccion de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioquimicas. Universidad

Nacional Auténoma de México. México D.F. pp. 1-78.

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

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una
carta de cesion 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 difusion de la actividad cientifica y tecnoldgica. En ningun 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.

Los trabajos se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia, en la direccion https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccion
para mantener comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx y

marisol.cordova@icat.unam.mx.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su
correccion. En esta condicion no se permitiran 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/.
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Editorial

La Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria (SMBB), fundada en 1982, se ha
consolidado como la principal agrupacion cientifica y profesional en el area de la Biotecnologia en
Meéxico. En su membresia se cuenta con mas de 1100 socios profesionales y estudiantes interesados
en el desarrollo y la divulgacion de la biotecnologia y la bioingenieria a nivel nacional.

El Congreso Nacional de la SMBB se lleva a cabo cada dos afios, y se ha constituido en el foro mas
importante para discutir las nuevas tendencias y avances de la biotecnologia aplicada a diferentes
sectores, tales como el agroalimentario, farmacéutico, industrial, energético y ambiental. En el afio
2025, se celebro la vigésima primera edicion del congreso, el cual se llevo a cabo del 28 de septiembre
al 3 de octubre en la ciudad de Oaxaca, Oax., México. En este XXI Congreso se dieron a conocer los
avances biotecnologicos y cientificos en las diferentes areas tematicas del Congreso asi como se
foment6 el intercambio de experiencias y la creacion de redes de cooperacion en este campo del
conocimiento a nivel internacional. Con miras a involucrar a las nuevas generaciones en este campo
del conocimiento se convoco a los cientificos, cientificas, profesorado, industriales y estudiantes a
someter trabajos de investigacion original o de revision en los campos de la Biotecnologia y
Bioingenieria. Todos los manuscritos fueron sujetos a revision por miembros del Comité Editorial.
Es asi como se edita este nimero especial de la Revista BioTecnologia con 10 manuscritos de
trabajos que se presentaron en el Congreso. La publicacion de este numero especial es una excelente
forma de compartir y difundir los avances biotecnologicos que se realizan en el pais.

Esperamos que este congreso sea un éxito y que siga contribuyendo al avance de la biotecnologia y
la bioingenieria en México. Felicidades a la SMBB por su continua labor en este campo del

conocimiento!

Dra. Maria Soledad Cordova Aguilar
Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia-UNAM
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Articulos

NORMATIVAS EN RELACION A RESIDUOS PLASTICOS EN
MEXICO; LA BIOTECNOLOGIA COMO ALIADA EN
BIORREMEDIACION

Leticia Narciso-Ortiz', Carolina Pefia-Montes' and Manuel A. Lizardi-Jiménez?

"Tecnoldgico Nacional de México. Instituto Tecnolégico de Veracruz. Unidad de
Investigacién y Desarrollo en Alimentos. Veracruz, México. C.P. 91897
2SECIHTI-Universidad Autonoma de San Luis Potosi. San Luis Potosi, México. C.P.
78210
*Responsable de publicacion: Manuel A. Lizardi-Jiménez, manuel.lizardi@uaslp.mx

Resumen

La produccién mundial de plasticos esta en aumento afio con afo; los plasticos son parte de la
vida diaria, percibir la vida sin los plasticos es practicamente imposible. Aunque los impactos
negativos de los plasticos en la salud humana no se conocen a detalle, las primeras evidencias
cientificas deben servir como base para que exista una regulacion estricta, sobre todo lo referente
al uso y desecho de plasticos. También se deben buscar alternativas de biorremediacion de
contaminacion plastica amigables con el medio ambiente. El objetivo de este trabajo fue realizar
una revision sobre las regulaciones en México respecto a la contaminacion plastica y evidenciar
las alternativas biotecnoldgicas para la remediacion de contaminantes plasticos. Actualmente, no
existe una Ley Federal ni General que regule el manejo de los residuos plasticos. Las leyes
actuales de México regulan el desecho solo de grandes generadores de plasticos, pero es
necesario que se regule la fabricacion, uso y destino final de microplasticos. Por otro lado, la
biotecnologia nos otorga un sinfin de herramientas para poder contrarrestar la contaminacion
plastica, como el uso de microorganismos o enzimas. Es necesario invertir en investigacion y
tecnologia para escalar estos procesos y poder disminuir la contaminacion que ya aqueja al
planeta.

Palabras Claves: contaminacion, polimeros, regulaciones, microorganismos

Abstract

World plastic production is increasing year after year; plastics are part of daily life; perceiving life
without plastics is practically impossible. Although the negative impacts of plastics on human health
are not known in detail, the first scientific evidence should serve as a basis for strict regulation,
especially regarding the use and disposal of plastics. Environmentally friendly plastic pollution
bioremediation alternatives should also be sought. The aim of this work was to carry out a review of
the regulations in Mexico regarding plastic pollution and to demonstrate biotechnological alternatives
for the remediation of plastic contaminants. Currently, there is no Federal or General Law that
regulates the management of plastic waste. Current Mexican laws regulate the disposal of only large
plastic generators, but it is necessary to regulate the manufacture, use, and final destination of
microplastics. On the other hand, biotechnology gives a lot of tools to minimize plastic pollution, such
as the use of microorganisms or enzymes. It is necessary to invest in research and technology to
scale these processes and reduce the pollution that affects the planet.

Key Words: pollution, polymers, regulations, microorganisms
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Introduccion

La produccién mundial de plasticos esta en
aumento afo con afo, a pesar de que entre el
afo 2019-2020 un pequefio estancamiento se
observé debido a la pandemia Covid-19, la
produccion para el ano 2023 aumentd a 413.8
millones de toneladas, de las cuales mas del
90 % son plasticos de origen fésil. Los
principales tipos de plasticos producidos son:
polipropileno (PP) (19 %), polietileno de baja
densidad (PELD) (14 %), cloruro de polivinilo
(PVC) (12.8 %), polietileno de alta densidad
(PEHD) (12.2 %), tereftalato de polietileno
(PET) (6.2 %), poliuretano (PUR) (5.3 %) vy
poliestireno (PS) (5.2 %). Los usos de estos
plasticos son embalaje en primer lugar (44 %),
seguido de la industria de construccion (18 %)
y en el tercer puesto la industria automotriz (8
%), siendo China es el pais con mayor
produccién de plasticos, con el 32 % de la
producciéon mundial, seguido de Europa (27
%) y en tercer lugar Norte América con 18%
de la produccién mundial (Plastic Europe
2024).

Como puede verse a nuestro alrededor, los
plasticos son parte de la vida diaria; percibir
la vida sin los plasticos es practicamente
imposible. El verdadero problema se
presenta cuando la vida util de los articulos
plasticos termina y es necesario
proporcionarles un destino final, ya que la
mayoria de los residuos terminan en los
ecosistemas, principalmente ecosistemas
acuaticos. Los plasticos vertidos en
ecosistemas acuaticos eventualmente se
fragmentaran, produciendo plasticos de
menor tamafio (< 5 mm), Illamados
microplasticos, que, al ser consumidos por
la fauna, podrian ser introducidos a la
cadena alimentaria y llegar al ser humano.

Los impactos negativos de los plasticos en
la salud humana no se conocen a detalle,
pero recientes descubrimientos como la
primera evidencia de microplasticos en
placenta (Ragusa et al, 2021), sangre
(Leslie et al., 2022) y tejido pulmonar
(Amato-Lourengo et al., 2021) humanos,
deberian ser alertas rojas para poner
manos a la obra y atacar este tipo de
contaminacion.

En primer lugar, debe existir una regulacion

estricta sobre todo lo referente al uso y
desecho de plasticos, ya que México es el

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

quinto pais con mayor produccion de
desechos plasticos mal gestionados, por
debajo solo de India, China, Brasil e
Indonesia (Osuna-Laveaga et al., 2023).
Aunado a esto, deben buscar alternativas
de Dbiorremediacion de contaminacién
plastica amigables con el medio ambiente.
Para ello, la biotecnologia puede ofrecer
interesantes alternativas. La biotecnologia
es la integracién de las ciencias naturales
y la ingenieria con el objetivo de lograr la
aplicacion de organismos, células o
moléculas provenientes de ellos, en
productos o servicios; la biotecnologia
utiliza estos bioprocesos como
mecanismos operativos, y el desarrollo y
mejoramiento  de  estos procesos
proporcionan alternativas tecnoldgicas
para resolver innumerables problemas en
salud, alimentos, energia, y ambiente. La
biotecnologia  ambiental abarca el
desarrollo de bioprocesos para el
diagnostico de contaminacién, productos
para prevenir contaminacion y
biorremediacion (Gavrilescu 2010;
Barragan-Ocafa et al, 2020;). La
biorremediacion es una técnica para
remover, minimizar o] neutralizar
contaminantes del ambiente utilizando las
rutas metabdlicas de organismos como
hongos o bacterias (Sharma 2020).

El objetivo de este trabajo fue realizar una
revision sobre las regulaciones en México
respecto a la contaminacion plastica y
evidenciar las alternativas biotecnolégicas
para la remediaciéon de contaminantes
plasticos. Se revisaron las leyes, normas y
reglamentos de México publicados hasta el
momento, donde se hace mencion de
regulacion de plasticos y microplasticos.
También se buscaron publicaciones
cientificas sobre biorremediacion de
contaminacion plastica.

Regulacioén de residuos plasticos

y microplasticos en México
Actualmente, algunas leyes y normas
tienen inmersas pequefias menciones
respecto a los plasticos.

La Ley General para la Prevencion y
Gestion Integral de los Residuos (DOF 08-
05-2023) hace menciéon en el Articulo 7
punto VI:

“Son facultades de la Federacion: Expedir
las normas oficiales mexicanas que

12



Articulos

establezcan, entre otros, los criterios de
eficiencia ambiental y tecnolégica que
deben cumplir los materiales con los que
se elaboraran productos, envases,
empaques y embalajes de plasticos y
poliestireno expandido que al desecharse
se convierten en residuos. Dichas normas
deberan considerar los principios de
reduccioén, reciclaje y reutilizacién en el
manejo de los mismos”

Y en el Articulo 28 punto lIl:

“Estaran obligados a la formulacién y
ejecucion de los planes de manejo, segun
corresponda: Los grandes generadores y
los productores, importadores,
exportadores y distribuidores de los
productos que al desecharse se convierten
en residuos sélidos urbanos o de manejo
especial que se incluyan en los listados de
residuos sujetos a planes de manejo de
conformidad con las normas oficiales
mexicanas correspondientes; los residuos
de envases plasticos, incluyendo los de
poliestireno expandido;, asi como los
importadores y distribuidores de
neumaticos usados, bajo los principios de
valorizacion y responsabilidad
compartida,”

El articulo 28 solo obliga a formular y
ejecutar los planes de manejo a los
grandes generadores de  residuos
plasticos, es decir a los que generan
cantidades mayores a 10 t anuales, de
acuerdo a la NOM-161-SEMARNAT-2011
(DOF 01-02-2013).

Referente a esta Ley, se han decretado
algunas propuestas de adicion o reforma
respecto a fomentar la educacion sobre el
impacto ambiental producido por plasticos,
fomentar la utilizacion de materiales
biodegradables, implementar un Programa
de Sustitucidon de Plastico Biodegradable
(Gaceta del Senado 2017, Sistema de
Informacién Legislativa 2013) y reservar
los envases, empaque Yy embalajes
plasticos de un solo uso a productos
médicos o de ayuda humanitaria (H.
Congreso del Estado de Oaxaca 2023),
ninguna de ellas autorizada hasta el
momento.

La atribucion a la Federacion de expedir
normas en cuestion de contaminacion
plastica, en general es lo éptimo, veremos
que normas han sido sesgadas en este
sentido.
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La NOM-161-SEMARNAT-2011 (DOF 01-
02-2013) Que establece los criterios para
clasificar a los Residuos de Manejo
Especial y determinar cuales estan sujetos
a Plan de Manejo; el listado de los mismos,
el procedimiento para la inclusion o
exclusiéon a dicho listado; asi como los
elementos y procedimientos para la
formulacion de los planes de manejo,
considera en su listado, los residuos
plasticos  origihados  por  grandes
generadores (> 10 t anuales), es especifico
los resultantes de centros médico-
asistenciales, agroplasticos generados por
las actividades agricolas, silvicolas y
forestales y los residuos de PET, PS, PE,
PEAD, PEBD, PVC, PP y Policarbonato
(PC), de actividades que generen mas de
10 t al afio. Es decir, solo las entidades
generadoras de este tipo de plasticos y en
cantidades grandes, son los que estan
sujetos a presentar planes de manejo
especial para sus residuos.

Si bien, un gran adelanto se ha perpetrado,
dado que practicamente todos los estados
del pais han prohibido la comercializacion,
distribuciéon y entrega al consumidor de
bolsas de plastico (PE), popotes de PP y
charolas para transportar alimentos (PS,
unicel), fabricados total o parcialmente de
plastico, disefiados para su desecho
después de un solo uso excepto los que
sean compostables. Esta prohibicion tiene
su base en la Ley de Residuos Sdlidos del
Distrito Federal (Gaceta Oficial de la CDMX
2023) que entrd en vigor en diciembre 2020
para las bolsas plasticas y en enero 2021
para los demas productos en CDMX.
Aunque no exista una Ley Federal ni
General, en el orden estatal la mayoria de
las entidades ya han legislado en la
materia, ya sea reformando sus leyes
locales o reglamentos municipales.

La Ley de Residuos Sdlidos del Distrito
Federal, en su ultima version publicada en
abril del 2023 (Gaceta Oficial de la CDMX
2023) se incluye la definicion de
“Microplasticos: Fragmentos de plastico de
tamario inferior a 5 milimetros”; en enero
del 2021 ya se habia incluido la prohibicion
de comercializar, distribuir y entregar
productos que contengan microplasticos
afiadidos intencionalmente, pero con esta
nueva adicion de la definicion, sin duda se
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trata de los microplasticos que las
investigaciones cientificas han reportado.

Al igual que con los plasticos, para los
microplasticos tampoco existe una Ley
Federal ni General que los regule.
Diputadas y diputados en 2019 (Sistema
de Informacion Legislativa 2019) y 2020
(Sistema de Informacion Legislativa 2020)
presentaron la iniciativa de adicionar al
articulo 269 de la Ley General de Salud el
parrafo “Queda prohibida la elaboracion,
importacion y  comercializacion  de
productos cosmeéticos que contengan
microplasticos. Se considerara
microplastico a las particulas de plastico de
hasta 5 milimetros de didametro”, la cual no
ha sido aprobada. Dicha iniciativa tiene
como base legislaciones de otros paises,
como Canadda, Estados Unidos y China
que desde 2018, 2019 y 2020
respectivamente, prohibieron la
fabricacion, envasado y distribucion de
cosméticos y articulos de tocador que
contengan particulas plasticas menores o
iguales a 5 mm, incluso en los dos primeros
paises mencionados también se prohibio el
uso de microplasticos en medicamentos de
venta libre (Osuna-Laveaga et al., 2023).

Pasando a otras legislaciones en las que
no se mencionan directamente los
plasticos o microplasticos pero que se
podria hacer uso de ellas para proteger a
la sociedad y al medio ambiente, esto con
base en los antecedentes de estos
residuos como importantes contaminantes
ambientales y posibles factores de riesgo
de salud humana, se encuentra en primer
lugar, la Ley Suprema del sistema juridico
mexicano, La Constitucion Politica de los
Estados Unidos Mexicanos.

La Constitucion Politica de los Estados
Unidos Mexicanos (DOF 15-04-2025) en el
Articulo 4 menciona que “Toda Persona
tiene derecho a la proteccién de la salud...”
y “Toda persona tiene derecho a un medio
ambiente sano para su desarrollo y
bienestar...”; es decir, ya sea por salud o
medio ambiente sano, la sociedad
mexicana tiene derecho a una regulacion
estricta de residuos plasticos. Esto también
porque es un Derecho Humano Universal,
reconocido por la Asamblea General de la
Organizacion de las Naciones Unidas
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(ONU) en julio de 2022 “El derecho
humano a un medio ambiente limpio,
saludable y sostenible” (A/76/462/Add.2,
2021).

La Ley General para la Prevencién y
Gestion Integral de los Residuos (DOF 08-
05-2023) también hace referencia a este
derecho en el Articulo 1 “..tienen por
objeto garantizar el derecho de toda
persona al medio ambiente sano y
propiciar el desarrollo sustentable a través
de la prevencion de la generacion,
valorizacion y gestion integral de los
residuos peligrosos, mineros y
metalurgicos, soélidos urbanos, de manejo
especial; prevenir la contaminacién de
sitios con estos residuos y llevar a cabo su
remediacion...”.

En cuanto a leyes, podemos mencionar la
Ley Federal de Responsabilidad Ambiental
(DOF 20-05-2021), que en el Articulo 10
menciona que “Toda persona fisica o moral
que con su accion u omisiéon ocasione
directa o indirectamente un dafio al
ambiente, sera responsable y estara
obligada a la reparacion de los darios, o
bien, cuando la reparacién no sea posible
a la compensacién ambiental que proceda,
en los términos de la presente Ley. De la
misma forma estara obligada a realizar las
acciones necesarias para evitar que se
incremente el dafio ocasionado al
ambiente” como parte del Capitulo
Segundo llamado Obligaciones derivadas
de los dafios ocasionados al ambiente, ya
que la contaminacion plastica es
inminente, cualquier persona fisica o moral
que contamine o pueda estar
contaminando con residuos plasticos,
deberia reparar los dafos y/o realizar
acciones para incrementar el dafo
ambiental.

Ahora, si algun argumento pudiera debatir
el hecho de que los estudios en temas
referentes a dafnos a la salud humana por
plasticos o microplasticos estan en su
etapa temprana, se puede recurrir al
Principio de Precaucion, mencionado en el
punto I, del Articulo 26 de la Ley General
de Cambio Climatico (DOF 01-04-2024)
“Articulo 26. En la formulacién de la politica
nacional de cambio climéatico se
observaran  los  principios  de:...lll.
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Precaucioén, cuando haya amenaza de
dafio grave o irreversible, la falta de total
certidumbre cientifica no debera utilizarse
como razdn para posponer las medidas de
mitigacion y adaptacion para hacer frente a
los efectos adversos del cambio climatico.”.
Donde se establece que la ejecucién de
actividades para la mitigaciéon de
contaminacion ambiental se debe realizar
incluso si la evidencia cientifica no es total
referente a los impactos ambientales
negativos.

Referente a actividad internacionales en
materia de gestidon de residuos plasticos,
en marzo de 2022, la ONU adopta una
resolucion histérica para desarrollar al
2024 un instrumento juridico internacional
para combatir la contaminacion plastica:
“Fin de la contaminacion por plasticos:
hacia un instrumento internacional
Juridicamente vinculante” donde
participaron representantes de 175 paises
(UNEP/EA.5/Res. 14, 2022).

Otro aspecto muy importante cuando se
busca lograr un cambio es el Movimiento
Social, el cual ya se ha hecho presente
para exigir al Gobierno Mexicano
regulaciones relativas a residuos y
producciéon de plasticos por medio de la
Declaratorio Xitla (2022). La Declaratoria
tiene diez exigencias, de las que
mencionaremos 3:

“6. Se elabore una Ley General de
Economia Circular que no sea solo una
legislacion para empaques y embalajes
que incluya todos los sectores industriales
no solo a la industria del plastico; y se
establezcan lineas base como el principio
de precaucién, politicas claras de
Responsabilidad Extendida del Productor;
6. Se transparente el listado de aditivos en
los plasticos y haya claridad en el
etiquetado de los productos que omiten
mencionar el tipo real de plastico.

7. Se reconozca que ninguna planta de
agua residual filtra microplasticos, lo que
sigue siendo un problema que termina
afectando la salud marina y humana.”

Se resalta la exigencia de una Ley General
de Economia Circular para todos los
sectores industriales, aunque valdria la
pena considerar también la Economia
Verde, que es aquella que ademas de
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mejorar la economia y la sociedad, también
reduce los riesgos ambientales
(Dominguez et al., 2020). Otro aspecto
importante son los aditivos que contienen
los productos elaborados con plastico, por
ejemplo, el bisfenol A y los ftalatos que son
disruptores endocrinos, sustancias que
pueden alterar el sistema hormonal
humano causando enfermedades
reproductivas, trastornos metabdlicos,
enfermedades neuroldgicas y hasta varios
tipos de cancer si se ingieren o inhalan.
Ademas, los residuos plasticos pueden
acarrear estos compuestos téxicos a los
ecosistemas dafiando la flora y fauna
(Campanale et a., 2020). Otro estudio ha
revelado también que la exposicion a
bisfenol A y ftalatos por medio de
biberones en periodo gestacional y de
lactancia aumenta el riesgo de desarrollar
ansiedad, depresion, trastorno del
espectro autista y trastorno de déficit de
atencion e hiperactividad  (Solleiro-
Villavicencio et al., 2020).

Y en cuanto a las plantas de tratamiento de
aguas residuales en nuestro pais, no son
aptas para detener los microplasticos,
pudiendo llegar al ser humano a través del
efluente de agua, incluso el Instituto
Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA
2019) detecto presencia de microplasticos
en las plantas de tratamiento Los Berros y
Miravalle, asi como en sus fuentes de
abastecimiento la presa Valle de Bravo y el
Lago de Chapala, tanto en agua como en
sedimentos.

Si bien es cierto, una buena noticia de los
trabajos del Gobierno se dio a conocer el
pasado julio (2023) donde la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT) con el apoyo del Programa
de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente (PNUMA) trabajan en la
elaboracién del Plan Nacional de Accion
para Residuos Marinos y Contaminacion
Plastica (Plan REMAR), cuyo objetivo es
identificar acciones e indicadores que
permitan implementar una politica publica
sobre Residuos Marinos y Contaminacion
Plastica, y que integre los principales
resultados del Inventario Nacional de
Fuentes de Contaminacion Plastica
(INFCP) (SEMARNAT 2023a). El INFCP
tiene como objetivo conjuntar, analizar e
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interpretar la informacion existente sobre la
contaminacion por plasticos en México, de
la fuente al mar, para servir como base en
el desarrollo del Plan REMAR. El Inventario
esta conformado por cuatro componentes:
Identificacion de puntos criticos de
contaminacion plastica, analisis de las
caracteristicas de la gestién de residuos,
evaluacion de la presencia en ambientes
acuaticos, terrestres y producto de
consumo y evaluacién de contaminacion
marina por plasticos y microplasticos. En el
INFCP se reporté la identificacion de dos
regiones criticas asociadas a los rios
Suchiate, Colorado y Tijuana, basadas en
el potencial de los rios para llevar
contaminacion plastica al océano; las
regiones criticas identificadas en las costas
fueron Nayarit, Oaxaca y el limite estatal
Veracruz-Tamaulipas. ElI 80% de Ila
contaminacion plastica marina se detecto
que proviene de fuentes ferretes:
descargas de aguas residuales
domeésticas, turismo, pesca, acuacultura,
embarcaciones e industrias que general
pellets y microplasticos (SEMARNAT
2023b).

La biotecnologia como aliada en
la biorremediacién de

contaminacion plastica

La biotecnologia es una ciencia que integra
las ciencias naturales y la ingenieria con la
finalidad de utilizar organismos, células o
moléculas derivados de estos, en bienes o
servicios. La biotecnologia ambiental incluye
a los procesos de biorremediacion. La
biorremediacion es un método para eliminar,
reducir o] equilibrar contaminantes
ambientales mediante el uso de organismos o
enzimas. Estos organismos absorben los
contaminantes y producen otras moléculas
mas sencillas que no se consideran
contaminantes. Se han reportado diferentes
organismos como degradadores de diversos
plasticos, se incluyen organismos superiores
como los gusanos, Yy principalmente
microorganismos como los hongos 'y
bacterias. A continuacién se mencionan
algunos de ellos.

Polipropileno (PP)

El polipropileno es utilizado en empaques,
productos desechables y practicamente en
todas las industrias, ya que su estructura
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es muy estable, razéon por la cual su
biodegradacion en el ambiente es muy
lenta. Los procesos aplicados para
biodegradar PP suelen necesitar
tratamientos previos como altas
temperaturas o irradiacion UV.

Un importante estudio sobre degradacion
de PP es el publicado por Yang et al. en el
afio 2020, donde los gusanos amarillos de
la harina (Tenebrio molitor) y los
supergusanos (Zophobas atratus) fueron
utilizados para degradar PP en forma de
espuma. Después de 35 dias, el consumo
de PP fue de 6811 % y 39.70 %
respectivamente para cada organismo. La
capacidad de estos gusanos para consumir
el PP se atribuye a su microbioma
intestinal, ya que Citrobacter sp. y
Enterobacter sp., fueron asociados al
microbioma de Z. atratus y Kluyvera a T.
molitor. En un estudio mas reciente, Jeon
et al. (2021) aislaron la bacteria
Lysinibacillus sp JJY0216, la cual logré
degradar 4% de PP después de 26 dias sin
un pretratamiento, un adelanto importante
en la degradacion de este plastico.

Por otro lado, los microplasticos de PP son
también un serio problema ambiental,
debido a que afectan ecosistemas marinos
y terrestres, el estudio de su
biodegradacién es tema crucial. Habib et
al. en 2020 evaluaron la degradacién de
microplasticos de PP por medio de las
bacterias Pseudomonas sp. ADL15 vy
Rhodococcus sp. ADL36 aisladas de suelo
Antértico durante 40 dias, obteniendo un
porcentaje de degradacion de 17.3% y
7.3% por cada bacteria.

Polietileno (PE)

Un gusano también ha sido reportado en la
degradacion de PE. El gusano de la polilla
de la cera (Galleria mellonella), tiene la
capacidad de degradar 1.95 g de peliculas
de PELD por larva después de 21 dias. El
microbioma del gusano revela cambios
significativos en la bacteria Serratia cuando
es alimentada con este plastico (Lou et al.,
2020).  Aspergillus flavus PEDX3 fue
aislado del intestino de este gusano
(Galleria mellonella), siendo el hongo
capaz de degradar microplasticos de PE de
baja y alta densidad después de 28 dias,
dos enzimas que podrian estar
involucradas en el proceso fueron
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identificadas como oxidasas multicobre
similares a lacasas (Zhang et al., 2019).
En cuanto a bacterias, dos Pseudomonas
(P. knackmussiiN1-2 y P. aeruginosa RD1-
3) aisladas de una planta de tratamiento de
aguas residuales, fueron reportadas como
capaces de degradar peliculas de PE
utilizadas en agricultura en un porcentaje
de 595 + 0.03 % y 362 £+ 0.32 %
respectivamente. Las enzimas
identificadas secretadas en el proceso
fueron monooxigenasas, dioxigenasas e
hidrolasas (Hou et al., 2022).

Por su parte, respecto a la bacteria marina
Microbulbifer hydrolyticus IRE-31 asilada
de residuos industriales marinos ricos en
lignina, se ha reportado que después de 30
dias de cultivo con PELD, este presenté
cambios visibles en su superficie y cambios
en sus grupos funcionales, que sugieren la
oxidacion del plastico (Li et al., 2020).

El PEHD es un poco mas dificil de
degradar, pocos estudios se han
especializado en degradar este tipo de
plastico con hongos, entre ellos se
encuentra la investigacion de Kang et al.
que en 2019 reportaron que el hongo
Bjerkandera adusta TBB-03 puede
degradar PEHD en presencia de un
sustrato de lignocelulosa (astillas de
madera de freno), obteniendo cambios
quimicos, estructurales y morfologicos en
la superficie del plastico.

De esta revision, se puede observar que la
atencién se encuentra en microorganismos
que degradan naturalmente  algun
biopolimero, para investigar si las enzimas
que producen, son aptas para degradar
polimeros sintéticos, como lo son los
plasticos.

Cloruro de polivinilo (PVC)

La larva Tenebrio molitor también ha sido
reportada en el tratamiento de
microplasticos de PVC, Peng et al. en 2020
reportaron una ingesta de 36.62 + 6.79 mg
de PVC por cada 100 larvas por dia,
durante 16 dias y la presencia de residuos
de PVC vy carbonos clorados en el
excremento de las larvas.

Los microorganismos tienen un gran
potencial en biodegradacion, y algo a lo
que se le ha apostado, es al aislamiento de
microorganismos de ambientes
contaminados, por ejemplo, el trabajo de
Saeed et al. (2022). Ellos aislaron dos
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hongos, Aspergillus niger y Aspergillus
glaucus 'y dos Dbacterias, Bacillus

licheniformis y Achromobacter
xylosoxidans de suelo contaminado con
residuos plasticos. Los hongos

demostraron degradacion de PVC de 10 y
32 % respectivamente y las bacterias de 15
y 17 % respectivamente, después de 4
semanas.

En 2020, Giacomucci et al. reportaron por
primera vez la biodegradacién de peliculas
de PVC por consorcios marinos en
condiciones anaerobias. Después de 7
meses, la pérdida de peso del plastico
maxima encontrada fue de 11.7 £ 0.6 %, e
incluso aparentemente actuando contra los
aditivos y la cadena del polimero.

Ya que se han aislado hongos y bacterias
de ambientes contaminados, es probable
que el uso de consorcios microbianos sea
un camino prometedor en la
biodegradacion de plasticos.

Tereftalato de polietileno (PET)

La bacteria mas conocida en cuanto a
degradacion de PET es la famosa Ideonella
sakaiensis 201-F6, aislada de un ambiente
donde estaba expuesta al PET. Esta
bacteria es capaza de utilizar el plastico
como su Unica fuente de carbono y
energia, produciendo dos enzimas
especializadas en la despolimerizacion de
PET, denominadas PETasa y MHETasa
cuyos sustratos son PET y el intermediario
mono(2-hidroxietil)  tereftalato (MHET)
(Yoshida et al., 2016). A partir de este
descubrimiento se ha trabajado con el
aislamiento, expresion, caracterizacion y
mejoramiento de estas enzimas tan
importantes.

Por otro lado, las cutinasas tanto de
hongos como de bacterias, son enzimas
que han sido ampliamente estudiadas para
la degradacion de PET (Sui et al., 2023).
Incluso cutinasas de hongos han sido
expresadas en bacterias para mejorar su
actividad catalitica. Por ejemplo, el trabajo
de Vazquez-Alcantara et al. (2021), que
expresaron una cutinasa del hongo
Moniliophthora roreri en Escherichia coli,
obteniendo un porcentaje de degradacion
del 31 % de PET con la enzima
recombinante después de 21 dias.

En nuestro grupo de trabajo, se han
probado bacterias para la degradacién de
PET, en la que los mejores resultados se
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observaron fue utilizando Bacillus muralis,
aislada de suelo de bosque (Narciso-Ortiz
et al., 2020). Recientemente, también se
publicaron resultados de microorganismos
aislados de residuos plasticos encontrados
en el Sistema Arrecifal Veracruzano, donde
se aislaron bacterias y hongos con
actividad enzimatica del tipo hidrolasas de
acidos de ésteres carboxilicos vy
porcentajes de degradacioén de hasta 10 %
para la bacteria Aneurinibacillus migulanus
y 17 % para el hongo Aspergillus flavus
(Narciso-Ortiz et al., 2023).

Poliuretano (PUR)

El estudio de degradacion de PUR ha
incluido también bacterias, hongos vy
consorcios aislados de  diferentes
ambientes.

Su et al. en 2023 probaron la degradacion
de pelicula de PUR por tres consorcios
microbianos provenientes de lixiviado de
un vertedero. El consorcio mas eficiente,
que contiene Pseudomonas en mayor
porcentaje, acumulé gran cantidad de
biomasa en una semana. También
identificaron las enzimas mayormente
secretadas durante la biodegradaciéon de
PUR, las cuales fueron esterasas vy
ureasas.

También han sido evaluadas bacterias
aisladas de microbiomas intestinales, por
ejemplo, la bacteria Serratia sp., aislada del
intestino de la mantis asiatica (Hierodula
patellifera) (Kim et al, 2022). En este
estudio, se determind la degradacion de
espuma de PUR comercial por la bacteria,
un porcentaje de 23.95 % después de 2
semanas de incubacion. También probaron
una lipasa recombinante aislada de la
misma bacteria en un sustrato similar al
PUR, obteniendo un porcentaje de
degradacion del 78.35 %.

Los hongos también han sido estudiados
para la degradacion de PUR, Khan et al. en
2017, aislaron una cepa de Aspergillus
tubingensis del suelo de un vertedero de
desechos urbanos, este hongo demostré
capacidad para degradar PUR por medio
de su adhesion, crecimiento de sus hifas,
propagacion en la superficie del plastico y
finalmente  secrecion de  enzimas
degradadoras.
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Poliestireno (PS)

El PS es uno de los plasticos mas dificiles
de degradar, debido a su estructura
quimica, que contiene restos de fenilo
unidos a largas cadenas de alcanos.

Kim et al. en 2021, aislaron dos bacterias
de suelos de campus universitarios,
Pseudomonas lini JNUO1 y Acinetobacter
Jjohnsonii JNUO1, las cuales son aptas para
degradar microplasticos de PS por medio
de la colonizacion superficial.

Las Pseudomonas podrian ser un
organismo con un importante papel en la
degradacion de PS, ya que otra la cepa, la
bacteria Pseudomonas sp. DSM 50071,
aislada del intestino del supergusano
(Zophobas atratus) ha demostrado también
biodegradar el PS por medio de la
colonizacion superficial y secrecion de una
serina hidrolasa (Kim et al., 2020).
Recientemente, Liu ef al. (2023),
publicaron el primer reporte de
biodegradacion de PS por medio de
bacterias marinas aisladas de residuos
plasticos recolectados de un area de
manglar. Diversas bacterias aisladas de
Novosphingobium,  Gordonia, Stappia,
Mesobacillus, Alcanivorax, Flexivirga,
Cytobacillus, Thioclava, y Thalassospira
mostraron porcentajes de degradacion de
entre 2.66 y 7.73 % en un mes.

Conclusiones

Los recientes estudios sobre plasticos en
salud humana son una alerta temprana
para que el pais atienda esta problematica.
Al igual que con los plasticos, para los
microplasticos tampoco existe una Ley
Federal ni General que los regule. Las
Leyes actuales de Meéxico regulan el
desecho solo de grandes generadores de
plasticos, pero es necesario que se regule
la fabricacién, uso y destino final de
microplasticos Esperemos que, asi como la
Ley de Residuos Solidos del Distrito
Federal sirvié de base para que las demas
entidades prohibieran la entrega de bolsas,
popotes y empaque, también sirva para
legislar los microplasticos. La perspectiva
es que pronto se promulgue una Ley
Federal, General o se adicione a alguna
Ley ya existe la regulacion de manejo de
residuos plasticos y microplasticos.

Por otro lado, la biotecnologia nos otorga
un sinfin de herramientas para poder
contrarrestar la contaminacién plastica,
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como el uso de microorganismos o
enzimas. Es necesario invertir en
investigacion y tecnologia para escalar
estos procesos y poder disminuir la
contaminacion que ya aqueja al planeta.
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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo aislar y caracterizar cepas fungicas nativas de biomasa de
cafa de azucar con potencial para producir enzimas de interés industrial, incluyendo amilasas,
dextranasas y lacasas. Los aislados fungicos fueron aislados a partir de bagazo y hojas de cafa de
azucar mediante siembra directa y fueron purificadas realizando subcultivos en agar de papa y
dextrosa. La caracterizacion morfoldgica reveld que los aislados AB, TH y TB tienen caracteristicas
similares a las reportadas para los géneros Aspergillus y Trichoderma, ampliamente reportados con
capacidad de produccion enzimatica. Los ensayos enzimaticos cualitativos demostraron que todos
los aislados tienen actividad amilasa, AB y TH producen dextranasa, mientras que todas fueron
negativas para actividad lacasa. Los resultados concuerdan con reportes sobre el potencial de las
especies de Trichoderma y Aspergillus para la produccion de enzimas. Este estudio subraya la
importancia de utilizar los recursos microbianos locales para la produccién de enzimas, ofreciendo
soluciones sostenibles para aplicaciones agroindustriales.

Palabras Claves: Enzimas hidroliticas, Aislados fungicos, Aspergillus, cepas nativas

Abstract

The objective of this study was to isolate and characterize native fungal strains from sugarcane
biomass with the potential to produce enzymes of industrial interest, including amylases, dextranases,
and laccases. The fungal isolates were isolated from sugarcane bagasse and leaves by direct
inoculation and were purified by subculturing on potato and dextrose agar. Morphological
characterization revealed that isolates AB, TH, and TB have characteristics similar to those reported
for the genera Aspergillus and Trichoderma, widely reported to have enzyme production capacity.
Qualitative enzyme assays demonstrated that all isolates showed amylase activity, while AB and TH
also showed dextranase production, and all were negative for laccase activity. The results are
consistent with reports on the potential of Trichoderma and Aspergillus species for enzyme
production. This study highlights the importance of using local microbial resources for enzyme
production, offering sustainable solutions for agro-industrial applications.

Key Words: Hydrolytic enzymes, Fungal isolates, Qualitative tests, Native strains
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Introduccion

Las enzimas son biocatalizadores de origen
biolégico con amplias aplicaciones en
bioprocesos e industrias, caracterizandose
por ser productos amigables con el medio
ambiente (Nargotra et al., 2022). A nivel
industrial, son producidas principalmente por
bacterias y hongos, aunque las enzimas
fungicas presentan ventajas adicionales como
su naturaleza extracelular lo que facilita su
recuperacion, la resistencia a condiciones
extremas de temperatura pH, entre otras,
pueden producirse con altos rendimientos a
partir de residuos agroindustriales (Nargotra
et al., 2022). La importancia econdmica de
estos biocatalizadores es notable, ya que su
mercado alcanzoé en afos recientes un valor
estimado de 7,000 millones de ddlares (Leite
et al., 2021). No obstante, su produccion
puede verse limitada por factores como la
estabilidad o complejidad  estructural
particularmente cuando presentan multiples
dominios funcionales, plegamientos
tridimensionales dificiles de mantener, alta
heterogeneidad conformacional o regiones
sensibles a condiciones ambientales (Arregui
et al., 2019). Entre las enzimas de mayor
interés se encuentran proteasas, lipasas,
amilasas, celulasas, xilanasas, lacasas y
dextranasas, debido a sus aplicaciones en
industrias como la alimentaria, farmacéutica,
papelera, azucarera, textil y en procesos de
biorremediacion (Da Silva et al., 2019; Hasan
et al., 2023; Juntarachot et al., 2020; Liu y
Kokare, 2023).

Dentro de este grupo, las amilasas (a, By V)
son enzimas hidroliticas que degradan
almidon en productos como dextrinas,
oligosacaridos y maltosa (Vieira y Delerue-
Matos, 2020). Tienen aplicaciones en la
produccién de jarabes de glucosa y maltosa,
la reduccién de viscosidad en jarabes de
azucar, la clarificacion de jugos, la industria
cervecera y la panificacion (Liu y Kokare,
2023). Las amilasas fungicas, producidas por
géneros como Aspergillus, Penicillium,
Thermomyces y Mucor, resultan
especialmente valiosas debido a la secrecion
extracelular y a la capacidad de las hifas para
penetrar sustratos solidos, favoreciendo la
hidrélisis (Farooq et al., 2021).

Por su parte, las lacasas son oxidasas que
contienen varios atomos de cobre en su
estructura que les permiten oxidar los
compuestos fenolicos y no fendlicos de la
lignina, asi como diversos contaminantes
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recalcitrantes, lo que les confiere gran interés
en aplicaciones ambientales e industriales
(Debnath y Saha, 2020). Su versatilidad se
amplia mediante el empleo de mediadores
redox que transfieren los electrones hacia
compuestos que normalmente no pueden
acceder al sitio activo (Chmelova et al., 2022).
Estas enzimas se producen en bacterias,
plantas y, con mayor eficacia, en hongos de
los géneros Trametes, Pleurotus 'y
Aspergillus, siendo utiles en la
biorremediacion, el tratamiento de aguas
residuales, la decoloracion de tintes, y como
auxiliares tecnolégicos en la industria
alimentaria (Hasan et al., 2023; Singh y
Gupta, 2020).

Finalmente, las dextranasas hidrolizan los
enlaces a-(1,6)-glucosidicos del dextrano, un
polisacarido producido durante la
fermentacién bacteriana en cafia de azucar y
que afecta negativamente el proceso
industrial por incrementar la viscosidad de
jugos y mieles, alterar la cristalizacion y danar
los equipos (Tanoue Batista et al., 2021).
Aunque estas enzimas tienen aplicaciones en
las industrias azucarera, alimentaria vy
farmacéutica, su uso aun es limitado debido a
los altos costos de produccién. Sin embargo,
los hongos representan fuentes importantes
de dextranasas, especies como Aspergillus
niger, Chaetomium gracile y diversas
especies de Penicillium han sido reportadas
como productoras eficientes (Hu et al., 2023;
Juntarachot et al., 2020).

En este contexto, el presente trabajo tuvo
como objetivo aislar 'y caracterizar
microorganismos nativos de cafia de azucar
con potencial para producir amilasas, lacasas
y dextranasas, lo que contribuira al
aprovechamiento de recursos locales para
aplicaciones industriales y biotecnoldgicas.

Materiales y Métodos

Aislamiento de cepas fungicas

Fueron aisladas cepas fungicas tomando
como fuentes de aislamiento bagazo y hojas
de cafia de azucar, recolectados en el Colegio
de Postgraduados campus Cordoba. Estas
fuentes fueron sometidas a un proceso de
camara humeda a 30 °C durante 7 dias, para
promover la activacion de las cepas nativas.
Posteriormente, las  muestras fueron
sembradas directamente sobre cajas Petri con
agar cloranfenicol, rosa de bengala y dicloran
y mantenidas a 30° C hasta el desarrollo de la
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biomasa (CRBD) (Afolabi et al., 2020;
Martinez-Salgado et al., 2021).

Purificacion de las cepas

A partir de estas muestras fueron
seleccionadas, para su purificacion, cepas
que presentaron caracteristicas similares a
géneros como Trichoderma, Aspergillus,
Fusarium o Penicillium, reportados como
buenos productores de enzimas (lre et al.,
2021; Juntarachot et al., 2020; A. Singh et al.,
2021; Wang et al., 2019). Para la etapa de
purificacion, fueron realizados subcultivos
mediante la técnica de punta de hifa en cajas
Petri con agar de papa y dextrosa (APD),
incubandolas a 30 °C por 5 dias (Lacerda et
al., 2018).

Caracterizacion morfolégica de las cepas

Las cepas puras fueron caracterizadas
mediante la observacion de sus
caracteristicas microscépicas, como la
morfologia de hifas, conidios y conidiéforos,
utilizando la tincién con azul de algodon.
Ademas, fueron analizadas sus
caracteristicas macroscopicas de colonia,
tales como el color del micelio, color de los
conidios, margen, forma, elevacion,
superficie, presencia de pigmentos y distintos
tipos de secreciones, que pueden
manifestarse como exudados liquidos, gotas
cristalinas, compuestos ViSCOS0s 0
metabolitos coloreados (Savin-Molina et al.,
2021).

Conservacion de cepas aisladas

Para la conservacion de las cepas fungicas
aisladas, estas se resembraron en tubos
inclinados con APD e incubadas a 30 °C
durante 3 dias. Posteriormente, los conidios
se recuperaron con solucién estéril de Tween
20 (0.02% v/v) y emplearon para inocular
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL
de APD, los cuales se incubaron a 30 °C
durante 5 dias. Al término de este periodo, los
conidios y el micelio fueron cosechados con
10 mL de solucion estéril de leche
descremada (10% p/v). La suspension
obtenida, con una concentracion minima de
2x108 conidios/ml cuantificada en camara de
Neubauer, fue separada en crioviales y
almacenada en congelacion a -72 °C.
Posteriormente, la suspension fue liofilizada
en un equipo FreeZone Plus 4.5 Liter Cascade
Benchtop Freeze Dry System (Labconco,
Kansas City, Missouri, USA) a -42 °C y 0.189
mBar durante 24-48 h. Los preservados
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fueron mantenidos a —4 °C y su viabilidad fue
comprobada mediante reactivacion en cajas
Petri de APD una vez al mes, los preservados
fueron mantenidos en el laboratorio hasta su
uso (Stefanello et al., 2019).

Pruebas para la produccidon de enzimas
amilasas, dextranasas y lacasas

Lacasas y amilasas

Para evaluar el potencial de los aislados
fungicos en la produccion de enzimas lacasas,
las cepas fueron sembradas en cajas Petri
con agar extracto de malta (AEM)
suplementado con 0.03% (v/v) de guayacol
como sustrato indicador. Las cajas inoculadas
fueron incubadas a 30 °C por 7 dias para
detectar la presencia de lacasas mediante un
cambio en la coloracion del medio
(Pourkhanali et al., 2021).

Para evaluar la producciéon de amilasas, las
cepas fueron inoculadas en cajas Petri con
medio Czapek-Dox y almidon soluble (200
g/L), ajustando el pH a 6.5 y manteniéndolas
en incubacién por 4 dias. Posteriormente, las
cajas Petri fueron inundadas con soluciéon de
yodo al 1% durante 10 min para revelar las
zonas claras alrededor del hongo (halo de
hidrdlisis) (Das et al., 2020).

Dextranasas

Para evaluar el potencial de los aislados
fungicos en la produccion de dextranasas, las
cepas fueron inoculadas en cajas Petri con
medio de deteccion de dextranasas (DTD)
compuesto por (g/L): 5 dextrano (T20), 2
K,HPO,, 2 KH,PO,, 3 peptona y 3 extracto de
levadura, ajustado a un pH inicial de 7.4. Las
cajas inoculadas fueron incubadas a 37 °C
durante 24 h. La produccion de dextranasas
fue evidenciada por la formacién de zonas
claras de hidrdlisis alrededor de las colonias
(Zohra et al., 2013).

Resultados y discusién

Aislamento y caracterizacién de las cepas
fungicas

A partir de los muestreos se seleccionaron
tres aislados fungicos para su estudio:
etiquetados como HB1 y HB2, provenientes
de bagazo de cafia de azucar, y HH1, aislado
de hojas de cafa de azucar (Fig.1). El aislado
HB1 se caracterizé por un micelio blanco con
conidios verde limén, forma filamentosa,
margen filiforme, elevacion plana, superficie
granular y la produccion de un exudado y un
pigmento amarillo en el medio. Por su parte,
HB2 presentd un micelio incoloro con conidios
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negros, forma circular, margen entero, margen entero, elevaciéon crateriforme,

elevacién crateriforme, superficie granular y superficie concéntrica y generé una ligera
una coloracion crema en el medio. coloracion obscura en el medio de cultivo
Finalmente, el aislado HH1 mostré un micelio (Tab. 1).

blanco con conidios amairillos, forma circular,

Figura 1. Caracteristicas macroscépicas de los aislados fungicos obtenidos de cafia de azucar: A: Hongo de bagazo 1
(HB1), B: Hongo de bagazo 2 (HB2) y C: Hongo de Hojas 1 (HH1). 4 Medio? ¢ Condiciones de incubacion?

Tabla 1. Caracteristicas macroscépicas presentes en colonias de aislados fungicos de cafa de azucar.
Color de Color de

Aislado L : Margen Forma Elevacion Superficie  Pigmentos Secrecién
micelio conidios
Sin pigmentos
Hongo de enu?g:;Icl)c; y
Bagazo 1 Blanco Amarillo Entero Circular Crateriforme  Concéntrica . -
ligeramente
(HB1)
oscuro en el
medio.
Hongo de Color crema
Bagazo 2 Incoloro Negro Entero Circular Crateriforme Granular . -
en el medio
(HB2)
Hongo de Amarillo en Presencia de
Hojas 1 Blanco Verde limon  Filiforme Filamentosa Plana Granular medio de
. exudado
(HH1) cultivo
En la caracterizacion microscépica, los Por su parte, el aislado HB2 presentd
aislados HH1 y HB1 (Fig. 2) mostraron estructuras tipicas del género Aspergillus
estructuras reproductivas congruentes con las (renombrandose como AB), tales como
descritas para el género Trichoderma conidioforos erguidos, simples, terminados en
(renombrandose como TH y TB una vesicula globosa o clavada, con fialides
respectivamente). Entre ellas destacan dispuestas en el apice o distribuidas
conidiéforos hialinos, muy ramificados y no radialmente. Los conidios observados fueron
verticilados; fidlides solitarias o agrupadas; asi unicelulares, globosos vy dispuestos en
como conidios (fidlosporas) hialinos, cadenas basipétalas secas, con tonalidades
unicelulares y ovoides, dispuestos en oscuras en masa. La disposicion circundante
pequefios racimos terminales. Ademas, estos de los conidios en la vesicula sugiere afinidad
aislados se distinguen por su rapido con el subgénero Circumdati, mientras que la
crecimiento y la formacion de manchas verdes coloracion negra de los conidios indica una
de conidios, caracteristicas que corresponden posible pertenencia a la seccion Nigri (Barnett
a especies saprofitas comunes en suelos y en y Hunter, 1972; Mohamed et al., 2021).
biomasa lignocelulolitica (Barnett y Hunter,
1972).
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Figura 2. Caracteristicas microscopicas de los aislados fungicos obtenidos de cafia de azlcar. A: Trichoderma de Hoja
(TH), B: Trichoderma de Bagazo (TB), C: Aspergillus de Bagazo (AB).

Estos resultados coinciden con lo reportado
por Mendoza-Infante et al., 2021, quienes
encontraron especies de los géneros
Fusarium, Penicllium, Aspergillus 'y
Trichoderma en aislados de paja de cafa de
azucar. Asi mismo, Trichoderma es un género
de hongos filamentosos ubicuo, que cuenta
con un sinfin de especies de naturaleza
saprofita, por lo que es comun encontrarlo en
biomasa lignocelulésica (Asad, 2022), como lo
son las hojas, tallos y bagazo de cana de
azucar. Por otra parte, Gebbie et al. en 2020
2021, realizaron un estudio para la
identificacion de la microbiota presente en una
pila de bagazo de cafia, encontrando hasta 10

especies distintas del género Aspergillus y 9
especies del género Penicillium.

Ensayo para la produccion de enzimas
amilasas, dextranasas y lacasas

En la tabla 2, se presentan los resultados
obtenidos de los tres aislados fungicos para
los distintos grupos enzimaticos mencionados
anteriormente. Cabe destacar que los tres
aislados mostraron potencial para la
produccion de amilasas, sin embargo, ningun
aislado presentd produccién de lacasas.
También se resalta que el aislado TB
Unicamente presenté potencial para la
produccion amilasas.

Tabla 2. Resultados de las pruebas cualitativas para determinar la capacidad de produccion de enzimas en caja Petri.

Grupo enzimatico

Aislado

Amilasas Dextranasas Lacasas
Aspergillus de Bagazo + + )
(AB)
Trichoderma de Hoja + + _
(TH)
Trichoderma de + ) )

Bagazo (TB)

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

Figura 3. Resultados representativos en pruebas cualitativas A: Amilasas, B: Lacasas, C: Dextranasas.

27



Articulos

La capacidad de especies del género
Trichoderma para la produccion de distintos
grupos enzimaticos ha sido ampliamente
reportada, sin embargo la mayoria de los
estudios se han enfocado en celulasas
(Legodi et al., 2023, Castrillo et al., 2021 y
Guruk y Karaaslan, 2020). Ademas se ha
reportado que especies como T. harzianum 'y
T. virens tienen capacidad para la produccion
de xilanasas (Dhaver et al., 2022; Istigomah et
al., 2022). Asi mismo existen reportes como el
de Gillet et al. en 2023, que emplearon una
cepa de T. stromaticum para producir
amilasas en un sistema de fermentacion en
estado sdélido.

Por otra parte, especies del género
Aspergillus como A. oryzae, A. fumigatus, A.
nigery A. heteromorphus, han sido reportadas
para la produccion de amilasas, dextranasas,
celulasas y xilanasas (Balakrishnan et al.,
2021; Fadel et al., 2020; Santos et al., 2022).
Esto estaria en concordancia con los
resultados obtenidos para el aislado AB.

Conclusiones

El presente estudio evidencia el potencial de
aislados fungicos nativos de biomasa de cafia
de azucar como fuentes de enzimas de interés
industrial. En particular, se resalta Ia
capacidad de géneros como Trichoderma y
Aspergillus para producir amilasas vy
dextranasas que cuentan con aplicaciones
biotecnoldgicas, lo que abre la posibilidad de
aprovechar recursos microbianos locales en
estrategias sostenibles para la valorizacion
agroindustrial.
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Resumen

Los biorreactores son sistemas esenciales en bioingenieria, empleados para la produccion controlada de
biomoléculas, cultivos celulares y fermentaciones complejas. Debido a su dinamica no lineal, requieren
estrategias de control avanzadas que garanticen estabilidad y robustez operativa. Los analisis de clusters
se han utilizado para caracterizar el desempefo de algoritmos de control; no obstante, la determinacion
del numero Optimo de clusters sigue siendo un reto metodoldgico, pues distintos indices ofrecen
resultados divergentes y dependen de la preseleccion arbitraria del numero de clusters (k). Para superar
esta limitacion, se propuso el indice de Conciliacion Normalizado (ICN), una métrica que integra las
puntuaciones normalizadas de cinco indices clasicos (Silhouette, GAP, Calinski-Harabasz, Davies-Bouldin
y el codo), complementada con la prueba de Tukey para establecer un limite estadisticamente
fundamentado a k. EI ICN se valid6 con el control automatico de 200 biorreactores simulados en Matlab®,
evaluando estabilidad y robustez promedio obtenidas mediante doce reglas de sintonizacion de
controladores proporcionales-integrales (Pl). Con k-means se identificaron agrupamientos de reglas con
desempefio similares. La prueba de Tukey reveld cinco grupos estadisticamente distintos en ambos
conjuntos de datos (¢ = 0.05). En estabilidad, todos los indices coincidieron en tres clusters como numero
optimo; en robustez, el indice del codo discrepd, siendo el ICN el criterio decisivo. Los resultados
demuestran que el ICN mejora la precision en la identificacion de agrupamientos relevantes, al conciliar
multiples métricas, y fortalece la toma de decisiones en sistemas biotecnoldgicos donde la seleccién de k
influye directamente en la optimizacion de estrategias de control.

Palabras Claves: estabilidad, robustez, reglas de sintonizacion, controlador PI.

Abstract

Bioreactors are essential systems in bioengineering, used for the controlled production of biomolecules,
cell cultures, and complex fermentations. Due to their nonlinear dynamics, they require advanced control
strategies to ensure stability and operational robustness. Cluster analyses have been employed to
characterize the performance of control algorithms; however, determining the optimal number of clusters
remains a methodological challenge, as different indices yield divergent results and depend on the arbitrary
preselection of the number of clusters (k). To overcome this limitation, the Normalized Conciliation Index
(NCI) was proposed, a metric that integrates the normalized scores of five classical indices (Silhouette,
GAP, Calinski-Harabasz, Davies—Bouldin, and the elbow method), complemented by Tukey’s test to
establish a statistically grounded upper bound for k. The NCI was validated using the automatic control of
200 bioreactors simulated in Matlab®, assessing average stability and robustness obtained through twelve
tuning rules of proportional—integral (PI) controllers. Using k-means, clusters of rules with similar
performance were identified. Tukey’s test revealed five statistically distinct groups in both datasets (a =
0.05). For stability, all indices agreed on three clusters as the optimal number; for robustness, the elbow
method diverged, making the NCI the decisive criterion. The results demonstrate that the NCI improves
accuracy in identifying relevant cluster structures by reconciling multiple metrics, and strengthens decision-
making in biotechnological systems where the selection of k directly influences the optimization of control
strategies.

Key Words: stability, robustness, tuning rules, Pl controller.
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Introduccién

Los biorreactores son sistemas disefiados
para proporcionar un entorno controlado en el
que se desarrollan procesos biolégicos como
el crecimiento de microorganismos (Arteaga-
Mifiano & Vasquez-Villalobos, 2012), células
o tejidos (Maschke etal., 2024), bajo
condiciones optimas y a diversas escalas
industriales (Diaz, 2021). Estos dispositivos
constituyen el nucleo de la produccion
biotecnoldgica, siendo empleados en la
generacion de farmacos (Pachauri etal.,
2017), alimentos (Barzee et al., 2022) y otros
bioproductos de interés comercial (Garg et al.,
2023).

En bioingenieria, la teoria de control estudia la
simulacién y regulacién de biorreactores para
aproximar su comportamiento a condiciones
reales, lo cual mejora la seguridad operativa,
la supervision de calidad y la eficiencia del
proceso (Astrom & Murray, 2021). Los
biorreactores pueden ser regulados mediante
controladores PI, cuya eficiencia depende de
los valores que adquieran su ganancia
proporcional, k,, y ganancia integral, k; (Ec. 1).

ki
C(s) = kp +?
Ec. 1.

El disefio de controladores Pl implica el ajuste
0 sintonizacion de sus ganancias, proceso
para el cual existen numerosas reglas de
sintonizacion desarrolladas a partir de
metodologias heuristicas, analiticas o de
optimizacién. Debido a que cada regla
proporciona diferentes valores de ganancias,
el rendimiento del controlador Pl esta
condicionado por el método de sintonizacién
elegido (Astrém & Murray, 2021). El estudio
de conjuntos de reglas de sintonizacion de
controladores Pl para comparar sus
rendimientos en sistemas especificos esta
ampliamente documentado en la literatura,
siendo el analisis de clusters un enfoque
reciente, ya que los estudios previos se han
centrado en comparaciones aisladas o
condiciones limitadas.

Los andlisis de clusters son una estrategia
utilizada para reducir la heterogeneidad
aparente de un conjunto de mediciones e
identificar de forma visual elementos
similares, subdividiéndolos en  grupos
(Syriopoulou-Delli & Papaefstathiou, 2020). El

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

analisis incluye la eleccion del conjunto de
datos, la eleccion de la medida de similitud, la
eleccion del algoritmo de agrupamiento, la
evaluacion del resultado y el arreglo visual de
los clusters. La evaluacion del resultado
obtenido por un determinado procedimiento
de agrupamiento otorga validez al cluster, ya
que la mayoria de los algoritmos de
agrupamiento imponen una estructura de
agrupamiento al conjunto de datos incluso si
estos no poseen una estructura. Por lo tanto,
la estructura de agrupamiento es valida si no
pudo haber ocurrido por casualidad ni como
un artificio del algoritmo de agrupamiento
(Frades & Matthiesen, 2010).

La evaluacion de los efectos de agrupamiento
se puede dividir generalmente en la
evaluacion de los efectos de agrupamiento
externos y la evaluacion de los efectos de
agrupamiento internos (Wang & Xu, 2019).
Una evaluacién externa de validez compara la
estructura recuperada con una estructura a
priori, mientras que un examen interno de
validez determina si la estructura de
agrupamiento es intrinsecamente apropiada
para los datos (Halkidi & Vazirgiannis, 2001).

Diversos indices permiten evaluar
cuantitativamente el numero Optimo de
clusters. Entre los mas utilizados se
encuentran el indice de Silhouette (S), GAP
(G), Calinski-Harabasz (CH), Davies-Bouldin
(DB) y el método del codo (C). El indice S
constituye una medida interna de validez que
determina el numero Optimo de clusters
mediante la diferencia entre la distancia
promedio intra-cluster (cohesién) y la
distancia minima inter-cluster (separacion).
Por su parte, el indice CH evalula la calidad del
agrupamiento interno a través de la relacion
entre la dispersion dentro de los clusters y la
dispersion entre ellos. El indice DB también
corresponde a una evaluacion interna, y
estima la calidad del agrupamiento mediante
la razén entre la suma de las distancias
promedio intra-cluster y la distancia entre los
centroides (Wang & Xu, 2019).

En contraste, el indice GAP representa una
evaluacion externa de validez, ya que
compara la dispersion observada dentro de
los clusters con la esperada bajo una
distribucion nula de referencia generada
aleatoriamente (Tibshirani et al., 2001). El
indice C se basa en el analisis de la inercia,
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definida como la suma de las distancias
cuadradas entre cada punto de datos y el
centroide de su cluster; en su representacion
grafica, se identifica el punto en el que la tasa
de disminucién de la inercia se desacelera,
formando la caracteristica inflexiéon conocida
como “codo”. El criterio de decisién para los
indices S, CH y GAP es la maximizacion,
mientras que para el indice DB es la
minimizacion (Liu et al., 2010).

A pesar de la diversidad de indices
disponibles para la evaluacién del numero
optimo de clusters, el proceso aun presenta
desafios metodologicos, ya que dependiendo
del indice utilizado se pueden obtener
resultados distintos para un mismo conjunto
de datos. Dado que el andlisis exige definir
previamente el nUmero de clusters, se suelen
explorar valores entre 2 y un numero arbitrario
(k). Los indices que toman decisiones
maximizando su valor como el indice S, CH y
GAP tienden a favorecer valores elevados de
k, y debido a que el numero de clusters
perfecto es igual al nimero de elementos
evaluados, los incrementos indiscriminados
de k pueden comprometer la validez del
agrupamiento, generando soluciones
suboptimas. Esto evidencia la necesidad de
una metodologia que integre y pondere las
decisiones de cada indice de evaluacion, y
proponga un limite a k basado en el nivel de
confianza estadistica minima (95%).

Materiales y Métodos

Se establecié el ICN como la sumatoria de las
puntuaciones normalizadas de cinco indices
clasicos que evaltan el numero optimo de
clusters (Ec. 2)

ICN1=SL+G1+CHL+DL+CL
Ec. 2.

Donde i es el numero de clusters evaluados
con valores desde 2 hasta k definido por el
numero de grupos  estadisticamente
diferentes en la prueba de Tukey (@ = 0.05),
S; es el valor normalizado del indice S cuando
se evalua el cluster i, G; es el valor
normalizado del indice G cuando se evalla el
cluster i, CH; es el valor normalizado del indice
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de CH cuando se evalua el cluster i, D; es el
valor normalizado invertido del indice de DB
cuando se evalua el cluster i y C; es el valor
normalizado invertido del indice C cuando se
evalua el cluster i. EI nimero 6ptimo de
clusters (k*) es aquel valor de i para el cual
ICN es maximo (Ec. 3).

k* = argmax;(ICN;)
Ec. 3.

Se empleo la prueba de Tukey HSD (Honest
Significant Difference) como procedimiento
post-hoc, debido a que garantiza un control
riguroso del error tipo | a nivel global en las
comparaciones multiples de medias. Esta
eleccion asegura mayor robustez
metodolégica y  confiabilidad en la
interpretacion de los resultados, en contraste
con métodos menos conservadores como
Fisher LSD (Least Significant Difference), que
incrementan el riesgo de reportar falsos
positivos (Mendenhall, 2014).

Para validar el ICN se utilizaron valores de
estabilidad y robustez obtenidos mediante el
control automatico de 200 biorreactores
simulados como sistemas de primer orden con
tiempo muerto (FOPTD, por sus siglas en
inglés) con doce reglas de sintonizacion de
controladores Pl obtenidas mediante una
revision exhaustiva de literatura especializada
(Tabla 1).

La generacién de los sistemas FOPTD se
realizé a partir de la variacion numérica de los
tres parametros que definen este tipo de
modelo (Ec. 4). La ganancia que representa la
magnitud de la respuesta del sistema, se
mantuvo constante (K = 1). Los valores de la
constante del tiempo (T) que reflejan la
velocidad de respuesta del proceso, se
asignaron a partir del conjunto {1, 2,3, ...,10}.
Mientras que el tiempo muerto (L),
correspondiente al desfase entre la aplicacion
de la entrada y la aparicion de la salida en el
proceso, se definié del conjunto de valores
{0.1,0.2,0.3, ..., 2.0}.

Esta parametrizacion permiti6 obtener una
representacién amplia y diversa del
comportamiento de biorreactores empiricos.
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Tabla 1. Reglas de sintonizacién de controladores PI para sistemas FOPTD.

Método? Regla® k,° k;ot?
. L
ZN g t; = 03
' 2
3.33L L
CcC 1 (0 083 0'9T) t: =T L?A(T_)
g\ t= L
H 1+222(7)
1N T ,
SK (E)Z t; = min{T,4(L + L)}
1 T T? 13LT?
AMIGO —[0154+035————= .= e —
K [ L @+ T)Zl L= 03t i
1 T
CS I t;=T
KT+1L ;
T T\* T T\*
AM 0.3 +0.38 (Z) +0.007 (Z) t; =1L [0.5 +0.5 (Z) +0.01 (Z) ]
A 2T+ 1L , L
Sz 3KL t; =mm{T+E,8L}
VN® [1: +79(2 — 19) LT [T +19(2 — TO)]
(T + 19)? ) T+1,
T . . T
SNf (Z) asin(@,, + a) — cos(p,, + a) "= asin(@,, +a) + (Z) a’cos(@,, + a)
K L KL
at? + ctd .
o SS9 = t; = (at®* + bt + )T
[ T
VP-IETSE" 711/31 t; = Ay
2 2
VP-ITETSE! ach 2 b=t
K b ot Byt

2H: heuristicos, A: analiticos y O: de optimizacion.

YZN: (Ziegler & Nichols, 1942), CC: (Cohen & Coon, 1953), SK:(Skogestad & Grimholt, 2012), AMIGO:
(Hagglund, 2019), CS: (Chen & Seborg, 2002), AM: (Awouda & Mamat, 2010), SZ: (Shamsuzzoha, 2013),
VN: (Vilanova ef al., 2018), SN: (Sun et al., 2016), SS: (Sanchez et al., 2017), VP-IETSE y VP-ITETSE:
(Verma & Padhy, 2018).

¢Para VN, SS, VP-IETSE y VP-ITETSE, 7 =

L
T

4 Para todas las reglas, excepto SN, k; = %

t; :
°7y = 0.55¢%277 4+ (—0.53e72727)
fr, = ﬁ .Parat; < 0.05, ¢, =0.73ya =0.47.Para 0.05 < 7, < 0.1, ¢, = 0.8 ya = 0.48. Para 0.1 <

7, <03,9, =094 ya=0.5.Parat; > 0.3, ¢,, = 1.05ya = 0.52.
¢Para k,, a = 0.233, b = 0.4582,¢c = 0.7349y d = —0.9348. Parat;,a = —0.01197,b = 0.5683 y ¢ =

0.4343.

hPara 0.1 <7 < 1, ;= 0.98, B, = —0.892, o¢,= 0.69y B, = —0.155. Para 1.1 < 7 < 2, ;= 1.072, B, =

—0.56, <, = 0.648 y B, = —0.114.

iPara 0.1 < 7 < 1, 3= 1.279, B; = —0.945, o, = 0.535 y B, = —0.586. Para 1.1 < 7 < 2, ;= 1.346,

Bs = —0.675, oc,= 0.552 y B, = —0.438.

Los parametros K, T y L son especificos del
sistema, ya que dependen de sus
propiedades fisicas y quimicas, de sus
dimensiones, de las caracteristicas operativas
del proceso y la salida que se desea controlar
(Smith & Corripio, 2007).
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K —
G(S) = Ts+1e ke

Ec. 4.

Para evaluar la estabilidad se utilizé el criterio
de los valores propios de la matriz
caracteristica (Ec. 5) donde eig(T(s))
representa los polos de la funcion de
transferencia de lazo cerrado. Valores
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negativos de a generan sistemas con una
mayor capacidad para volver a su estado de
equilibrio después de ser perturbado. Para
evaluar la robustez se utilizé el calculo del
valor maximo de la norma sigma de la funcion
de sensibilidad, S(jw) (Ec. 6). Valores de
[ISGo)|IT** - 1, representan una mayor
capacidad del sistema para rechazar
perturbaciones y tolerar variaciones en el
modelo (Emami-Naeini etal., 2019; Igbal,
2020; Vilanova & Visioli, 2012).

o = max (Re (etg(7(5)))
Ec. 5.

ISGw)lI5***
Ec. 6.

El analisis de clusters se realizd6 con el
algoritmo k-means (Ec. 7) y buscé determinar
qué reglas de sintonizacion producen valores
de robustez y estabilidad promedio similares.

f=Xk, Zyﬂ,jeai”xj - CoiHZ
Ec.7.

Donde f es la funcidon objetivo del error
cuadratico, i es el nUmero de cluster, k es el
numero de grupos  estadisticamente

Estabilidad

A B C D E
VP-IETSE -0.15 Menos
VN -0.18 estable
VP-ITETSE -0.23 -0.23
Ccs -0.26 -0.26 -0.26
SZ -0.33 -0.33 -0.33
SK -0.39 -0.39
AMIGO -0.39 -0.39
Ss -0.42
AM -0.43
ZN 061 Mas
ce _0.66 estable
SN -0.71

diferentes (determinado por la prueba de
Tukey con a =0.05), N es el numero de
observaciones, x; es la coordinada de la
observacion j, Co; es la coordinada del cluster
iy G; es el grupo de observaciones que
pertenecen al cluster i. Todos los ensayos se
realizaron en Matlab®.

Resultados

Se obtuvieron 200 modelos de biorreactores
diferentes como sistemas FOPTD por
simulacion numérica de sus parametros (Ec.
4) en Matlab®. Para cada uno de los modelos
se calcul6 la estabilidad (Ec. 5) y robustez (Ec.
6) generadas por doce reglas de sintonizacion
en controladores Pl (Tabla 1).

Las pruebas de Tukey sugirieron cinco grupos
de reglas estadisticamente diferentes para el
conjunto de valores a y el conjunto de valores
de [|ISGw)||?** con a = 0.05 (Fig. 1). Las
reglas se ordenaron por grupos, de forma
ascendente desde las reglas que producen
sistemas menos estables y robustos, hasta las
que producen los mejores niveles de
estabilidad y robustez de acuerdo con las
métricas utilizadas.

Robustez
A B ] D E

cC 2.28 Menos
ZN 1.80 robusto
SS 1.49
sz 1.22
VP-IETSE 1.20
AM 1.18
SN 117
AMIGO 1.04
SK 1.04
VP-ITETSE 103 Mas
VN 1.00 robusto
CS 1.00

Fig. 1. Grupos de reglas de sintonizacion Pl significativamente diferentes obtenidos con la prueba de Tukey (@ = 0.05).

De acuerdo con las pruebas de Tukey, las
reglas de SN, CC y ZN generaron los sistemas
mas estables y las reglas de CS, VN, VP-
ITETSE, SK'y AMIGO generaron los sistemas
mas robustos. Se observé también que, las
reglas de CC y ZN generaron los sistemas
menos robustos y las reglas de VP-IETSE,
VN, VP-ITETSE y CS generan los sistemas
menos estables. Lo anterior sugiere una
relacién inversamente proporcional entre la
estabilidad y la robustez en las reglas
mencionadas.
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Las pruebas de Tukey permitieron definir k =
5 para los analisis de clusters en ambos
conjuntos de datos (a y ||ISGw)||7*%¥). Asi, se
calcularon i =1{2,3,4,5} clusters con el
algoritmo k-means (Ec. 7) y se evalud k* con
los indices S, G, CH, DB, C e ICN. Los valores
normalizados de los seis indices se graficaron
para facilitar su comparacion (Fig. 2). En todos
los indices el criterio de elegibilidad fue la
maximizacion de su valor, excepto en el indice
C donde el criterio fue el punto de inflexién de
la curva.
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Fig. 2. Evaluacion del nimero 6ptimo de clusters con seis indices para dos conjuntos de datos de biorreactores con

controladores PI.

Todos los indices coincidieron que k* =3
para la estabilidad. En los datos de robustez,
todos los indices sugirieron k* = 5, excepto el
indice C; que sugirié un k* = 3, en este caso
la decision final fue tomada con el ICN y se
concluyé k* = 5 para la robustez.

La asignacion de los elementos a cada cluster
Optimo de acuerdo con sus valores de a vy
[ISGw)||7*** fue determinada con el algoritmo
k-means (Fig 3). Los resultados del andlisis de
clusters y la prueba de Tukey coincidieron
para el conjunto de datos de ||S(jw)||7*?*. Las
reglas de CS, VN, VP-ITETSE, SK y AMIGO
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generaron los sistemas con mejor robustez y
conformaron un mismo conglomerado o
grupo. Por otro lado, los resultados del
andlisis de clusters y la prueba de Tukey
discreparon para el conjunto de datos de a.
Mientras la prueba de Tukey generd 5 grupos
de reglas estadisticamente diferentes, el
analisis de clusters generdé 3 conglomerados
de reglas. Las reglas de sintonizacién
pertenecientes a los grupos B, C y D de la Fig.
1 para a fueron agrupados en el cluster 2 de
la Fig. 3. No obstante, las conclusiones
respeto a las reglas que generaron los
sistemas mas estables (SN, CC y ZN) fueron
consistentes en ambas técnicas.
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Fig. 3. Agrupamiento de doce reglas de sintonizacion Pl de acuerdo con sus niveles de estabilidad y robustez promedio en
200 biorreactores.
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Conclusiones

Se establecié un nuevo indice para determinar
el numero 6ptimo de clusters construido a
partir de la ponderacién de los valores
normalizados de cinco indices clasicos y
complementado con la prueba de Tukey (nivel
de confianza 95%) como referencia para
establecer el nimero maximo de clusters
posibles en un conjunto de datos. El indice
propuesto se validé en el contexto del control
automatico de biorreactores demostrando su
aplicabilidad en sistemas complejos vy
problemas reales de control.
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Resumen

Neurospora crassa es un hongo filamentoso con gran potencial para aplicaciones biotecnolégicas
debido a su rapido crecimiento y facil cultivo. En este estudio, se evalud la capacidad de produccién
de la enzima invertasa a partir de este microorganismo, mediante fermentacién en medio sdlido
(FMS) y agrolita como soporte inerte. Se evaluaron factores de crecimiento y produccion enzimatica
relevantes como el contenido de sustrato, niveles de humedad, temperaturas de incubacién y nivel
de inéculo. La produccion de invertasa se incrementé al incrementar la concentraciéon de sustrato,
alcanzando una actividad maxima de 10.69 + 0.01 U/mL, empleando 90 g/L de sacarosa. De igual
manera, la actividad enzimatica se vio favorecida al emplear 65 % de humedad inicial en la FMS
(44.56 £ 1.76 U/mL), una temperatura de 35 °C (46 + 1.63 U/mL) y un nivel de inéculo de 1x108
esporas/mL (41.38 £ 1.00 U/mL). Ademas, se observé que la concentraciéon de proteina varié en
funcién de estas condiciones, con un maximo de 0.08 + 0.01 mg/mL a 65 % de humedad inicial.
Estos resultados muestran que N. crassa es un buen modelo de estudio para el disefio de estrategias
que permitan la eleccién de las condiciones de cultivo en FMS, para mejorar la produccion de
enzimas industrialmente importantes, como es el caso de la invertasa.

Palabras Claves: Neurospora crassa, Fermentacion en medio sélido, invertasa, agrolita.

Abstract

Neurospora crassa is a filamentous fungus with great potential for biotechnological applications due
to its rapid growth and easy cultivation. In this study, the production capacity of the invertase enzyme
from this microorganism was evaluated by solid media fermentation (SMF) with agrolite as an inert
support. Relevant growth and enzyme production factors such as substrate content, humidity levels,
incubation temperatures, and inoculum level were assessed. Invertase production increased with
increasing substrate concentration, reaching a maximum activity of 10.69 + 0.01 U/mL, using 90 g/L
of sucrose. Similarly, enzymatic activity was enhanced by using 65 % initial humidity in the SMF
(44.56 + 1.76 U/mL), a temperature of 35 °C (46 + 1.63 U/mL), and an inoculum level of 1x108
spores/mL (41.38 £ 1.00 U/mL). Furthermore, it was observed that protein concentration varied
depending on these conditions, with a maximum of 0.08 + 0.01 mg/mL at 65 % initial humidity. These
results show that N. crassa is a good study model for the design of strategies that allow the choice of
culture conditions in SMF to improve the production of industrially important enzymes, such as
invertase.

Key Words: Neurospora crassa, Solid media fermentation, invertase, agrolita
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Introduccion

Los hongos filamentosos se han utilizado para
la produccion industrial de muchas enzimas,
entre ellas, amilasas, proteasas, lipasas,
celulasas, celobiosa e invertasa (Machida
2002; Ray & Behera, 2017; Ohara et al.,
2015). Las enzimas se emplean en una
variedad de sectores industriales, desde la
alimentacion, cosméticos y biocombustibles,
entre otros (Wikandari et al., 2023). Esta
produccién puede derivar de procesos como
la fermentacién en estado soélido (FMS) y la
fermentacion sumergida (FS). La FMS se
define como cualquier proceso de
fermentacion microbiana llevado a cabo sobre
materiales insolubles, en la casi ausencia de
liguido que fluya libremente. Dichos
materiales sirven como fuente de nutrientes y
soporte fisico (Rodriguez & Sanroman, 2006).
Se considera mas apropiado cuando se
utilizan hongos, porque los sustratos solidos
se asemejan a su habitat natural, lo que
mejora su crecimiento y secreciéon de una
amplia gama de enzimas extracelulares
(Castro et al., 2014). Aunque la FS es mas
comun en los bioprocesos, la FMS esta
emergiendo como una alternativa atractiva
debido a beneficios como una mayor
productividad y rendimientos,
aprovechamiento de numerosos residuos
agroindustriales, menor costo de produccién y
riesgo de contaminacion, menor
requerimiento de energia y menores costos de
energia para la esterilizacién, entre otros
(Oviedo et al., 2014; Chilakamarry et al., 2022;
de Castro et al., 2018).

Neurospora crassa es un hongo filamentoso
comunmente llamado moho del pan, que
crece en el entorno natural y en materia
vegetal muerta (Saraswathy & Ramalingam,
2011). Se encuentra comunmente en
alimentos ricos en carbohidratos y residuos
del procesamiento de la cafia de azucar (Kuo
et al., 2014). Neurospora crassa tiene un
rapido crecimiento a 32 °C, con carbohidratos,
nutrientes simples y biotina y sus cultivos
vegetativos se reconocen por sus esporas de
color naranja (conidios) (Selker, 2017). Se
considera que todas estas caracteristicas le
confieren un potencial biotecnolégico (Havlik
et al., 2017). Diversos estudios han
demostrado la produccion de distintas
enzimas mediante fermentacion en medio
sélido, utilizando  N. crassa. Este
microorganismo fue capaz de generar altos
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rendimientos de celulasa y B-glucosidasa a
partir de sustratos sdlidos (Macris et al.,
1989). En harina de canola extraida con
hexano (HECM), exhibi6 una actividad
significativa de [-glucosidasa en FMS
(Alhomodi et al., 2022). Asi mismo, logré una
actividad enzimatica de celulasa de 4.72 U/mL
cuando se mejoraron los parametros del
proceso de fermentacion de N. crassa en
salvado de trigo (Verma & Kumar, 2020). En
el caso de la proteasa, se utilizaron
condiciones especificas con okara como
sustrato, logrando una actividad significativa
tras 72 h de fermentacién (Zheng et al., 2020).
De igual manera, se reporté la produccion de
a-amilasa empleando residuos de café y de
lipasa con harina de mostaza como sustrato
(con una actividad enzimatica de 3.88 U/mL)
(Murthy et al., 2009; Arooj et al., 2025).

Otra enzima importante es la invertasa (EC
3.2.1.26), la cual ha atraido la atencion de
diferentes sectores industriales debido a su
potencial biotecnoldgico (Giraldo et al., 2012).
Esta enzima cataliza la hidrdlisis del enlace -
fructdsido en la sacarosa (Toledo et al., 2019)
y otros oligosacaridos como la kestosa,
rafinosa y la estaquiosa (Andjelkovic & Lah,
2011). Varios estudios han demostrado la
produccion de invertasa por diferentes
microorganismos, especialmente por
Saccharomyces cerevisiae (Nobre et al.,
2016). En el caso de Aspergillus niger en
FMS, se reporté una productividad de 0.09
U/mL-h utilizando espuma de poliuretano
(PUF) como soporte inerte (Romero-Gomez et
al., 2000). Por otro lado, con Aspergillus niger
y melaza de soja como soporte, se reportd una
actividad de 0.355 U/mL (Kabir et al., 2025).
En contraste, Emericella nidulans mostr6 una
mayor actividad invertasa (28.6 U/mL) (Alves
et al., 2013).

Diversos parametros influyen en la produccion
de enzimas, incluyendo el tipo de
microorganismo, la fuente de carbono, el pH
inicial, el contenido de humedad, Ila
temperatura de incubacién y el tiempo de
fermentacién. Debido a su importancia, estas
variables han sido evaluadas para mejorar la
produccidon enzimatica a partir del hongo
Neurospora Crassa en FMS, empleando
agrolita como soporte inerte (Nobre et al.,
2016; Boondaeng et al., 2024).
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Materiales y Métodos

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se empleé el hongo Neurospora crassa
FGSC#9717 (Amus-51::bar+; mat A his-3), el
cual fue inoculado en matraces Erlenmeyer
(250 mL) que contenian medio Vogels (10X)
con sacarosa (1.5 %) como fuente de carbono
e inductor para la produccion de invertasa y
1.5 % de agar. Los matraces se incubaron a
30 °C por 4 dias. Los conidios se recuperaron
con 30 mL de Tween 80 estéril al 0.01 % (v/v)
y se emplearon 500 mL de la suspension de
conidios para inocular matraces Erlenmeyer
de 250 mL con 50 mL de medio Vogels (1.5 %
de sacarosa y 1.5 % de agar). Después de 4
dias a 30 °C, se recolectaron los conidios
(inéculo) para las FMS.

Fermentacion en Medio Sdlido (FMS)

Se utilizé agrolita previamente tamizada
(tamafio de particula de 1.19 — 2.38 mm) y
lavada con agua del grifo, seguida de un
enjuague con agua destilada. Luego, se seco
a 60 °C y se emple6 como soporte sélido para
la FMS. La composicion del medio base fue
(g/L): sacarosa, 15; NasCeHs07-5H20, 30;
KH2POs4 (anhidro), 50; NH4NO3 (anhidro), 20;
MgS04-7H20, 2; CaCl2:2H20, 1. Se adiciond
1 mL de solucién de oligoelementos, 0.5 mL
de solucion de biotina y 1 mL de cloroformo.
La agrolita y el medio de -cultivo se
esterilizaron por separado por 15 min a 121
°C. Se evaluaron concentraciones iniciales de
sacarosa de 30-120 g/L.

Se pesaron 10 gramos de agrolita por matraz
ErlenMeyer (250 mL) y se humedecieron con
15 +1 mL de medio de cultivo inoculado (1x10’
esporas/mL) para tener una humedad inicial
del 60 %. Se hicieron FMS a 30 °C empleando
diferentes concentraciones de sacarosa (30,
45, 60, 90 y 120 g/L). Después, se hizo un
estudio en FMS a 30 °C vy diferentes
contenidos de humedad inicial (55 y 65 %),
con 15 g/L de sacarosa. Posteriormente, se
evalud el efecto de la temperatura sobre la
produccién enzimatica a partir de FMS (15 g/L
de sacarosa y 60 % humedad inicial) a 25y 35
°C. Finalmente, se hicieron FMS a 30 °C (30
g/L de sacarosa, 60 % de humedad inicial) con
tres tamanos de indculo (1x108, 1x107 y 1x108
esporas/mL).

Recuperacion de la proteina extracelular

La proteina extracelular se recuperd
incorporando 100 mL de agua destilada por
matraz, los cuales se agitaron en vértex por 5
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min y después su contenido se filtré al vacio
(Whatman 41). La concentracion de proteina
en los extractos crudos se determind de
acuerdo con lo reportado por Mora-Pérez et
al. (2024). Los extractos obtenidos se
almacenaron a -20 °C para su posterior
analisis. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado.

Anaélisis de actividad enzimatica

Las pruebas enzimaticas se realizaron a partir
de los extractos proteicos crudos, midiendo la
concentracion de azucares reductores (AR),
liberados debido a la actividad enzimatica. La
mezcla de reaccion se preparé con 0.180 mL
de sacarosa 0.1 M como sustrato para la
reaccion, después se adicionaron 0.02 mL de
extracto de proteina, se incubé a 50 °C
(Guerrero-Urrutia et al., 2021) y la reaccion se
detuvo adicionando 0.3 mL de &cido 3,5-
dinitrosalisilico (DNS). Los AR liberados se
cuantificaron por el método de Miller (Miller et
al., 1960). Una unidad de actividad invertasa
(U) se defini6 como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 umol de AR por
minuto, bajo estas condiciones de ensayo.
Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Determinacién de azucares totales, pH y
humedad

La concentracion de azUcares totales se
determiné por el método de fenol-sulfurico
(Bradford, 1976). Los valores de pH se
midieron mediante potenciometria (PHS-
3BW, BANTE Instruments) y el contenido de
humedad se cuantific6 con termobalanza
(MB45, OHAUS). Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado.

Resultados y discusién

Efecto de la concentracién de sustrato sobre
la produccién de invertasa en FMS

La produccion de invertasa mediante FMS se
evalué utilizando concentraciones iniciales de
sacarosa de 30 a 120 g/L, con tiempos de
incubacion de 72y 120 h a 30 °C. Se observo
un incremento en la produccién de proteina
(fig. 1) y de invertasa (fig. 2) hasta 3.09 veces
al aumentar la concentracion de sacarosa de
30 a 90 g/L, alcanzando una actividad maxima
de 10.69 £ 0.01 U/mL a 120 h de cultivo. En
esta condicién, el consumo de sacarosa fue
del 96 %, la concentracién de proteina fue de
0.0264 + 0.002 mg/mL y la actividad
especifica de 405.00 + 6.15 U/mg. Este
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comportamiento coincide con lo reportado por
Mora-Pérez etal. (2024), para el mismo
microorganismo en FMS. La produccion de
invertasa a la concentracion mas baja de
sustrato fue 2.66 y 6.66 veces mas alta (con

PUF y aserrin, respectivamente), en
comparacién con este estudio. Sin embargo,
las actividades especificas fueron en
promedio 13.5 veces mas bajas, en

comparacion con este estudio. De igual
manera, la actividad enzimatica obtenida en
este estudio fue superior a la reportada por Li
et al. (2018), para Aspergillus foetidus (5.5
0.1 U/mL) a las 96 h de fermentacién. Por otro
lado, Nadeem et al. (2015) reportaron una
actividad invertasa de 0.350 U/mL en cultivos
con Streptomyces sp y 30 g/L de sacarosa
inicial. La actividad enzimatica obtenida en
este estudio fue 3.55 veces mas baja en
comparacién con lo reportado por Guerrero-
Urrutia et al. (2021) para A. brasiliensis en
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FMS, utilizando agrolita como soporte y 120
g/L de sacarosa inicial. Bajo estas condiciones
de cultivo, no se presenté represion catabdlica
por sustrato, evidenciando que es posible
emplear concentraciones de sustrato altas,
pero sobre todo bajas, para obtener enzimas
de interés como la invertasa, y abatir costos
de produccion. Esta produccién esta
directamente relacionada con varios factores
como el microorganismo, las condiciones vy el
tipo de cultivo, asi como la fuente de carbono
y los soportes empleados. Estos ultimos
juegan un papel importante en la produccién y
rendimiento de estas enzimas, lo cual se vio
reflejado en la comparacién de los titulos de
actividad enzimatica, en donde sobresale el
PUF, el cual presenta ventajas sobre la
agrolita al tener una capacidad de retencion
de agua alta, lo que puede mejorar la
productividad enzimatica, sin diluir el producto
durante la recuperacién del mismo.

T

60 90 120

Sacarosa (g/L)

Figura 1. Efecto de la concentracion de sacarosa inicial a 72 'y 120 h de FMS de N. crassa, sobre la produccion de proteina
extracelular.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de sacarosa inicial a 72 'y 120 h de FMS de N. crassa, sobre la actividad invertasa.
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Efecto de los diferentes porcentajes de
humedad sobre la produccion de invertasa en
FMS

La humedad es un factor importante a
considerar durante los procesos de FMS, para
garantizar un buen crecimiento y produccion
de metabolitos de interés, como las enzimas.
De acuerdo con Montiel-Gonzélez et al.
(2004), niveles muy bajos o muy altos podrian
obstaculizar esta produccién. Se sabe que
una mayor disponibilidad de agua en el
sustrato favorece la actividad enzimatica,
debido a una mejor difusion de nutrientes
(Cebrian & Ibarruri, 2023). Por tal motivo, se
establecieron dos condiciones de humedad:
55 % y 65 %, con 15 g/L de sacarosa, pH 6.5,
tamarfio de inoculo de 1 x 107 esporas/mL, a
30 °C, condiciones similares a lo reportado por
Carrillo-Sancén et al. (2016). Al final de las
fermentaciones, la humedad disminuyé en
promedio 13.87 %, mientras que el consumo
de sustrato fue de 83 y 93 %,
respectivamente. La actividad invertasa, asi
como la concentracién de proteina (44.56 *

176 UmL y 008 + 001 mg/mL,
50

—@— 55% humedad

40 - -® - 65% humedad

30

20

10

Actividad enzimatica (U/mL)

o

El contenido de humedad en los procesos de
FMS varia entre 20 y 80 %. Particularmente,
para hongos filamentosos, la humedad podria
alcanzar entre el 20 y 70 % (Guerrero-Urrutia
et al.,, 2021). Si la humedad es demasiado
baja, el crecimiento de hongos disminuye
debido a la poca solubilidad de nutrientes y si
es muy alta se tienen problemas de
transferencia de oxigeno (Cebrian & Ibarruri,
2023). Bajo estas condiciones de humedad
inicial, N. crassa no presenté estos problemas
y fue capaz de mejorar la produccion de
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respectivamente) fue 1.3 veces mayor cuando
la humedad inicial de la FMS fue del 65 %
(fig.3). Mientras que a un menor contenido de
humedad inicial, la actividad especifica fue 2
veces mas alta (1140.72 £ 20.05 U/mg).
Guerrero-Urrutia et al (2021) reportaron que el
contenido de humedad inicial en la FMS no
afectd significativamente el crecimiento y la
produccion de invertasa a partir de Aspergillus
brasiliensis. Cuando  trabajaron con
condiciones similares a 20 g/L de sacarosa y
un contenido de humedad inicial del 60 %, la
actividad enzimatica fue Ila misma
(aproxidamente 8 U/mL), mientras que la
actividad especifica que encontraron fue
21.16 veces mas bajas, en comparacién con
este estudio. Asi mismo, Mora et al. (2024)
reportaron una actividad enzimatica y
actividad especifica 3.1 y 7.23 veces mas
baja, a partir de la FMS de Neurospora crassa
con PUF como soporte, con respecto a este
estudio. Mientras que con aserrin la actividad
enzimatica fue 1.55 veces mas alta y la
actividad especifica fue 17.36 veces mas baja,
en comparacion con este estudio.

72 96

120

Tiempo (h)

Figura 3. Efecto del porcentaje de humedad inicial (65 y 65%) d la FMS de N. crassa, sobre la actividad invertasa.

invertasa. Es importante considerar estudios
adicionales y variables como el crecimiento,
para tener un mejor entendimiento del efecto
del contenido de humedad sobre este, con la
finalidad de mejorar los tiempos de cultivo y
maximizar la productividad y el rendimiento de
esta enzima en FMS a partir de N. crassa.

Efecto de la temperatura sobre la produccion
de invertasa

La temperatura de un proceso enzimatico es
un compromiso entre la actividad y la
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estabilidad enzimatica, porque las altas
temperaturas maximizan la  actividad,
mientras, la estabilidad se puede ver
desfavorecida por la inactivacién térmica
(lanes, 2008). Es un parametro critico que
debe controlarse, varia segun el organismo y
determina el éxito del sistema de optimizacion
(Shankar & Mulimani, 2007). En este estudio
se evalud el efecto de la temperatura de
cultivo sobre la produccion de invertasa de
Neurospora crassa en FMS a 25y 35 °C (con
15 g/L de sacarosa inicial). En ambas
condiciones, la producciéon de invertasa
aumento hasta un maximo de 20.75 + 6.67
U/mLy 46 £ 1.63 U/mL, respectivamente (fig.
4). La actividad especifica fue 28.87 veces
mas alta (770.11 £ 26.67 U/mg) con una
temperatura de cultivo de 35 °C. Este
comportamiento coincidi6 con Shankar y
Mulimani (2007), quienes reportaron una
mayor actividad invertasa a 35 °C, a partir de
Aspergillus niger y Lactobacillus reuteri. La
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actividad enzimatica en este estudio fue 8.15
veces mas alta en comparaciéon con lo
reportado por Kabir y Ju (2023), con una
temperatura de incubacion de 40 °C (3.47 +
0.32 U/mL), utilizando A. niger y residuos de
cascara de soja como sustrato, a las 72 h de
cultivo. Asi mismo, Mora et al. (2024)
reportaron una actividad enzimatica vy
actividad especifica 5.66 y 14.43 veces mas
baja con respecto a este estudio, a partir de la
FMS de N. crassa y 65 h de cultivo, con PUF
como soporte. Es importante mencionar que
la temperatura mas alta provocd una
disminucién de la concentracion de proteina,
a las 96 h de cultivo. Esto pudo deberse a un
proceso de protedlisis 0 a la desnaturalizacion
de las proteinas por la temperatura y el tiempo
de cultivo. Por ello, es necesario realizar mas
estudios que confirmen esto, de tal manera
que la produccidn, la actividad y la estabilidad
enzimatica no se vean afectadas por cambios
debidos a la temperatura del cultivo.

72 96 120

Tiempo (h)

Figura 4. Efecto de la temperatura de la FMS de N. crassa, sobre la actividad invertasa.

Efecto del nivel de indculo sobre la
produccién de invertasa

El tamafo de inéculo es un factor importante
en los procesos microbianos. Niveles
inadecuados de este pueden afectar
significativamente tanto al crecimiento como a
la produccion de metabolitos de interés. Por
ello, se evaluaron tres tamafios de indculo:
1x108, 1107 y 1x108 esporas/mL. El nivel de
in6culo mas grande permiti6 mantener una
actividad promedio de 28.92 U/mL por 72 h'y
una mayor actividad enzimatica al final del
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cultivo de 41.38 + 1.00 U/mL (fig. 5). De igual
manera, la actividad especifica (1334.80 +
23.88 U/mg) fue 1.74 y 1.26 veces mas alta,
en comparacion con los niveles de in6éculo de
1x107 y 1x108 esporas/mL, respectivamente
(768.18 + 14.62 y 1060.53 + 20.82 U/mg,
respectivamente). La concentracion de
proteina fue 1.2 veces mas alta (0.07 + 0.004
mg/mL), pero a las 48 h de cultivo. Estos
resultados mostraron un comportamiento
similar al reportado para Aspergillus niger
ATCC20611 en la produccién y actividad
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inulinasa e invertasa (Dinarvand et al., 2017).
De igual manera, se aumentd 5.78 veces la
actividad invertasa, en comparaciéon con lo
reportado por Mora et al. (2024), empleando

50

- @ - 1x10"6 esp/mL

N. crassa en FMS con espuma de poliuretano
y 5.95 veces menos de lo reportado
empleando A. niger LBA 02 a 72 h de cultivo
(Ohara et al., 2015).

—@&— 1x10"7 esp/mL

—o— 1x10"8 esp/mL

40

Act. enzimatica (U/mL)

24
Figura 5. Efecto del nivel de in6culo (1x108, 1x

Conclusiones

Neurospora crassa fue capaz de crecer y
producir la enzima invertasa bajo condiciones
de FMS, empleando agrolita como soporte
natural. La humedad y la temperatura
influyeron de manera positiva en la actividad
invertasa, mientras que el nivel de inéculo
determind la rapidez y eficiencia del proceso.
Ademas, la disponibilidad del sustrato impacté
directamente el rendimiento, mostrando que
concentraciones moderadas de @ éste
favorecen la produccion y la actividad
enzimatica, sin generar efectos inhibitorios.
Este estudio confirma el potencial de la FMS y
de N. crassa como un microorganismo
prometedor en la biotecnologia industrial,
abriendo la puerta a futuras investigaciones
para optimizar y escalar el proceso, asi como
evaluar su aplicacién en distintos sustratos
agroindustriales. Es  crucial  continuar
desarrollando estrategias mas eficientes para
la produccion de enzimas, con el objetivo de
fortalecer su uso en la industria biotecnoldgica
y mejorar los procesos productivos.
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Resumen

Este trabajo presenta la implementacion de un dispositivo disefiado a partir de una tarjeta ESP32
programada en Arduino para controlar un sistema de iluminacién LED aplicado en el cultivo de la
microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, en un fotobiorreactor air-lift de 5 L. El dispositivo
permitié simular ciclos sinusoidales de luz-oscuridad (L-O), en el orden de horas hasta segundos, en
condiciones de laboratorio, reproduciendo dinamicas similares a las que se exponen de manera
natural en sistemas a la intemperie. Se evaluo el efecto de un ciclo sinusoidal de L-O (12:12 h) sobre
la produccién de oxigeno y la productividad de biomasa, considerando una intensidad maxima de
365 pmol m? s, asi como el efecto de cambios en escaldn de la intensidad de luz sobre la tasa
aparente de produccion de oxigeno. Esta estrategia permitié determinar en el orden de minutos las
tasas de produccion de oxigeno de un cultivo microalgal aclimatado a un ciclo sinusoidal de L-O,
obteniendo un valor maximo de 52 mgo, go™' h™" a 365 umol m? s™'y a una concentracion de biomasa
de 0.5 g L™, en comparacién con el obtenido en iluminacion continua (93.8 mgo, go™' h™"), se muestra
la importancia de considerar el efecto de aclimataciéon respecto a las condiciones de iluminacion.
Debido a la complejidad de evaluar la actividad fotosintética de la microalga en ciclos externos, este
estudio constituye una alternativa importante para generar informacion que facilite el desarrollo de
modelos matematicos orientados al disefio y escalamiento de fotobiorreactores que operan a la
intemperie.

Palabras Claves: Fotobiorreactor, sinusoidal, luz-oscuridad, Scenedesmus

Abstract

This work presents the implementation of a device based on an ESP32 board programmed with
Arduino to control an LED lighting system applied to the cultivation of the microalga Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM, in a 5 L air-lift photobioreactor. The device enabled the simulation of
sinusoidal light-dark (L-D) cycles, ranging from hours to seconds, like those naturally occurring in
outdoor photobioreactor systems. The effect of a sinusoidal L-D cycle (12:12 h) on oxygen production
and biomass productivity was evaluated, considering a maximum light intensity of 365 pmol m=2s™,
as well as the effect of step changes in light intensity on the apparent oxygen production rate. This
strategy allowed the determination, within minutes, of oxygen production rates in a microalgal culture
acclimated to a sinusoidal L-D cycle, reaching a maximum value of 52 mgo, go™' h™ at 365 uymol m™
s™' and a biomass concentration of 0.5 g L™". In comparison with continuous illumination (93.8 mgo,
go ' h™"), the results highlight the importance of considering acclimation effects under different lighting
conditions. Due to the complexity of evaluating the photosynthetic activity of microalgae under
external cycles, this study offers an important alternative for generating data that supports the
development of mathematical models aimed at designing and scaling up outdoor-operating
photobioreactors.

Key Words: Photobioreactor, sinusoidal, light-dark, Scenedesmus
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Introduccion

En la actualidad, las microalgas han adquirido
relevancia por su capacidad de aprovechar la
energia solar mediante fotosintesis para
producir biomasa, utilizada como materia
prima en la obtencion de lipidos, pigmentos y
diversos productos de valor agregado
(Saccardo et al., 2025). Ademas, las
microalgas poseen la capacidad de fijar CO2
durante su crecimiento, lo que contribuye a la
reduccién de gases de efecto invernadero, asi
como la eliminacion de contaminantes de
aguas residuales (Saccardo et al., 2025).

A lo largo del tiempo, se han desarrollado dos
principales sistemas para el cultivo de
microalgas: los sistemas abiertos, como los
estanques tipo circuito y los sistemas cerrados
o fotobiorreactores, los cuales permiten un
mayor control sobre las condiciones de cultivo
(Terry, 1986). Estos ultimos representan una
opcion viable para la produccion a gran
escala, al contrarrestar los principales
problemas asociados al control de variables
en los sistemas abiertos. Sin embargo, la
eleccion del tipo de sistema depende de la
aplicacion y el producto que se desea obtener.
Los fotobiorreactores (FBR) estan disefiados
para favorecer el crecimiento microalgal bajo
condiciones controladas de luz, temperatura,
pH y mezclado (Kwon et al., 2012). Existe una
amplia variedad de disefos y configuraciones,
entre los que destacan los sistemas tubulares,
de placa plana y las columnas de burbujeo,
debido a su alta productividad de biomasa y
actividad fotosintética. No obstante, es
importante considerar que los sistemas
cerrados implican un elevado costo de
inversion y mantenimiento.

Optimizar el rendimiento en fotobiorreactores,
requiere comprender y evaluar el efecto de
variables como la temperatura, el pH, la
intensidad de luz, los ciclos luz-oscuridad (L-
0O) y las condiciones de mezclado. En cultivos
a condiciones externas uno de los factores
mas importante es la exposicion de la
microalga a ciclos naturales de L-O, que
influyen en su eficiencia fotosintética (Kwon et
al.,, 2012). No obstante, resulta complejo
evaluar la actividad fotosintética en estos
ciclos, aunque este tipo de estudios es
esencial para generar informacién que
favorezca el disefio y escalamiento de
fotobiorreactores.

Los estudios realizados por Fernandez et al.
(2018) presentan un sistema de iluminacion
que simula las condiciones de ciclo L-O
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mediante un sistema de LED y fuente de luz
controlado por un trazador de curvas
programable (TG4001), para evaluar el efecto
de Iluz intermitente sobre la respuesta
fotosintética. En el cultivo de Scenedemus
obliquus realizado por Bertucco et al. (2014)
se trabajé con un fotobiorreactor a escala
laboratorio simulando los ciclos L-O bajo
irradiacion estacional mediante una lampara
LED sintonizable, mostrando los efectos sobre
el crecimiento y productividad de biomasa en
las diferentes estaciones del afo. Para el
estudio de cinéticas de crecimiento, Jacobi et
al. (2012) desarrollaron un sistema de
iluminacién de LED avanzado, instalado con
dos carcasas alrededor de un biorreactor de
tanque agitado. Estos estudios indican que
simular los ciclos L-O en condiciones
controladas de laboratorio es una estrategia
clave para obtener informacién que permita un
mejor  disefio y escalamiento de
fotobiorreactores que operan a la intemperie.
Es importante senalar que, para evaluar los
cambios en la intensidad de luz, se requieren
experimentaciones de corta duracién que
eviten efectos asociados al crecimiento de
biomasa. En este sentido, experimentos
dinamicos de cambios en escalén, pulso y
oscilaciones han adquirido relevancia por su
amplia aplicabilidad, ya que permiten obtener
informacion del cultivo de manera mas rapida
en comparacion con los  métodos
tradicionales, los cuales requieren varios dias
de evaluacion (Spadiut et al., 2013).

El objetivo de este trabajo fue evaluar
experimentos dinamicos para estimar la tasa
aparente de produccién de oxigeno de la
microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM aclimatada a una exposicion sinusoidal
de iluminacion mediante un sistema
generador de funciones que simula ciclos
L-O 12-12 h.

Materiales y Métodos

In6culo

Se realizé el mantenimiento de la microalga
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM
(Sanchez, 2013) en un reactor de vidrio de 1
L con agitacibn magnética, sistema de
aireacion mediante un difusor de aire e
iluminacion continua a 60 ymol m? s (Figura
1). Posteriormente, el cultivo se propago en un
fotobiorreactor tipo columna de burbujeo (air-
lift) con una concentracion inicial de biomasa
de 0.01 g L' empleando medio mineral BG-11
(Tabla 1)
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Figura 1. Sistema para la propagacion de la microalga;
reactor de vidrio de 1 L con difusor de aire, parrilla de
mezclado y bomba de aire.

Tabla 1. Composicién del medio BG11

Medio de cultivo BG-11

Compuesto Concentr1aci6n (gL
NaNOs3 1 )5
K2HPO4 ¢ 2H20 0.04
MgSOg4 « 7TH20 0.075
EDTA disédico de 0.01
magnesio
CaCl, « 2H20 0.036
CeHsO7 0.006
Citrato de amonio 0.006
férrico
Na2COs3 0.02
Metales traza 1mL
A5+Co
Metales traza A5+Co
Compuesto Masa (g)
HsBOs 2.86
MnClz ¢ 4H20 1.81
ZnS0O4° 7H20 0.222
NaMoOg4 « 2 H20 0.39
CuSOq4 ¢ 5H20 0.079
Co(NOs3)2 « 6H20 0.0494
Agua destilada 1.0L
H3BO3 2.86
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Fotobiorreactor air-lift instrumentado

Se oper6 en modo lote un fotobiorreactor air-
lift instrumentado construido en material de
acrilico con dimensiones de 104 cm de altura,
0.3 cm de espesor, 8 cm de diametro externo
y volumen de 5 L (Figura 2). Se encuentra
dividido principalmente en tres secciones:
anular para la captacion de fotones,
concéntrica con separacion de 1.2 cm de la
anular y la zona de desgasificacion que
permite la liberacién de oxigeno. En la parte
inferior se suministré6 de forma continua aire
mezclado con CO: para generar una
distribucion homogénea de la fase gaseosa
para el crecimiento de la microalga. El pH se
midié con un sensor electroquimico (Cole
Palmer) y la concentracion de oxigeno
disuelto mediante un sensor polarografico
(Vernier Go Direct). Las sefiales de cada uno
de los sensores se obtuvieron mediante una
tarjeta de adquisicion de datos (National
Instrument) conectada a una computadora
mediante el software NI LabVIEW (2009) para
el registro de datos. Ademas, se disefid y
construyd un dispositivo para exponer la
superficie  del fotobiorreactor a un
comportamiento sinusoidal de iluminacién de
L-O, que simula de manera periédica un ciclo
natural 12-12 h. Para ello, se emple6é una
tarjeta ESP32 programada en Arduino
mediante una funcién de tipo seno, generando
variaciones hasta una intensidad maxima de
365 pmol m2 s para controlar un sistema de
iluminacién de LED (Figura 2.A). Sin embargo,
es importante mencionar que el dispositivo se
encuentra disefiado con la capacidad de
generar ciclos L-O en el orden de horas hasta
segundos, como se representa en la Figura
2.B.

Determinacion de biomasa y nitratos

Se utiliz6 el método de peso seco para
conocer la concentracion de biomasa cada 24
h. Se filtr6 una alicuota de 10 ml con una
membrana de nylon de 0.4 ym. El filtrado
reservado se utilizé para la determinacién de
nitratos, utilizando una membrana de
acetocelulosa de 0.2 ym y medicién por
espectrofotometria siguiendo el método
descrito en Sanchez (2013).
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Figura 2. Fotobiorreactor air-lift instrumentado para el cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM. A) Tarjeta ESP32
B) Ciclos L-O generadores mediante la funcion sinusoidal: 12-12 h, 30-30 min, 30-30 s.

Condiciones de operacién y experimentos
dinamicos

El fotobiorreactor air-lift se operd en modo lote
con 4.25 L de medio mineral BG-11, 0.75 L de
inéculo de S. obtusiusculus y una iluminacién
sinusoidal con intensidad maxima de 365
umol m2 s, La concentracion de CO2 fue 1 %
y se suministré con aire a un flujo de 2 L min-
. Durante el crecimiento de la microalga se
realizaron experimentos dinamicos para
determinar la evoluciéon de O: a diferentes
intensidades de luz y en dos concentraciones
de biomasa (0.5y 1.0 g L™). Los experimentos
dinamicos se iniciaron, después de un periodo
de 12 horas de oscuridad, con una intensidad
de 103, 157, 225, 300 y 365 umol m? s™' para
periodos de 35 minutos cada uno. En estas
condiciones sinusoidales, las variables
respuesta (pH, temperatura y concentracion
de oxigeno disuelto) alcanzaron estados
pseudo-estacionarios y se determiné la tasa
de producciéon de Oz por unidad de biomasa
para cada intensidad de luz (Cabello et al.,
2014).

Tasas de produccion de oxigeno

A partir de un balance macroscopico de
oxigeno en la fase liquida se pueden
determinar las tasas de produccidon de
oxigeno para cada cambio escalén mediante
la siguiente expresién, como se reporta en
Cabello et al. (2014).

dCo,

Po
at = —kLa (COZ - Tz) + Roz (1)
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Donde Co, representa la concentracion de
oxigeno disuelto en la fase liquida (promedio
de los ultimos 5 minutos, en cada estado
pseudo-estacionario), R, la tasa aparente de
produccion de oxigeno para cada intensidad
de luz, Py, la presion parcial de oxigeno en la
fase gaseosa, y H el coeficiente de Henry. El
coeficiente volumétrico de transferencia de
masa (k;a) se estimd previamente dando un
valor de 27 h™, utilizando la correlacion
propuesta por Akita et al. (1974) para
columnas de burbujeo.

Resultados y discusién

La Figura 3 muestra el crecimiento de
biomasa y el consumo de nitratos bajo un
comportamiento de ciclo L-O, mostrando las
fases de crecimiento y adaptacion: lag,
exponencial y estacionaria. Asimismo, se
comparan estos resultados con los obtenidos
bajo iluminacion continua en las mismas
condiciones de operacion y el mismo sistema,
mostrando que en iluminacién continua el
crecimiento para una concentracion de
biomasa de 0.1 a 2.0 g L' es en 12 dias en
comparacion con el ciclo L-O de 17 dias,
debido a los periodos de oscuridad (12 h) y el
comportamiento sinusoidal generado por la
fuente de iluminacién. Después de alcanzar
una concentracion de biomasa de 1 g L™, en
ambos casos, la causa que limita el
crecimiento de microalgas es la atenuacion
de luz debido al traslape entre las células,
evitando una distribucion homogénea de luz
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dentro del fotobiorreactor (Cabello et al.,
2014). De esta manera, el crecimiento de la
microalga (después de 10 dias) expuesta a
una iluminacion sinusoidal de L-O fue mas
lento y casi dos veces menor, en comparacion

con iluminaciéon continua, debido a los
tiempos de exposicion de luz de forma
sinusoidal, los cuales, en este trabajo, buscan
simular y proporcionar informacién mas real
del crecimiento de biomasa a la intemperie.
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Figura 3. Curvas de crecimiento S. obtusiusculus AT-UAM. (. ) nitratos y crecimiento de biomasa: (. ) ciclo L-O, (.) luz

En la Figura 3, el efecto de la iluminacion
sinusoidal de ciclos L-O sobre la actividad
fotosintética no se distingue debido a las
distintas escalas de tiempo en que ocurren los
mecanismos, quimicos (reacciones
fotoquimicas), biolégicos  (fotosistemas,
fijacion de CO:2 y crecimiento) y fisicos
(captacién de luz, transporte de gases y de
nutrientes) que van del orden de segundos,
minutos a horas. Por ello, en la Figura 4 (A,
B, C) se presenta la evolucién temporal del
pH, temperatura, y oxigeno disuelto (DO)
durante 24 (Figura 4. A, B) y 48 h (Figura4.C),
correspondientes a las tres fases de
crecimiento de la microalga (Figura 3), bajo
condiciones de iluminacién sinusoidal. En la
figura 4.A se observan ligeros cambios
(temperatura, oxigeno disuelto, pH) que
corresponden a un periodo de adaptacion de
la microalga al sistema experimental. En la
Figura 4.B se observan valores con minimos
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continua

y maximos de la concentracion de oxigeno
disuelto, temperatura y pH, que corresponden
a la actividad de fotosintesis inducida por el
sistema de iluminacion sinusoidal para un
ciclo de 12:12 h. También se observa (Figura
4.B, circulo punteado) un periodo de tiempo
donde se realizaron los experimentos de
escalon para distintas intensidades de luz,
con el objetivo de evaluar en tiempos cortos
la tasa de produccién de oxigeno para
distintas intensidades de luz, como se
presenta en Cabello et al., 2014. En la Figura
4.C, el incremento en la temperatura hasta 28
°C se asocio principalmente al calor generado
por las variaciones en la intensidad de luz. En
cuanto al oxigeno disuelto, se observé una
disminucion hasta 6.0 mg L' durante el
periodo de oscuridad debido a la respiracion
celular, mientras que n iluminacion se
presenté un aumento hasta 8.0 mg L' debido
al proceso de fotosintesis.
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La Figura 5 muestra el comportamiento
dinamico del oxigeno disuelto (DO) a dos (0.5
y 1.0 g L1) concentraciones de biomasa y
para cada cambio en escalén de la intensidad
de luz, de acuerdo con la metodologia
experimental presentada en este trabajo. Se
observa que en ambas concentraciones de
biomasa se alcanzan estados pseudo-
estacionarios de produccion de oxigeno,
como resultado de su adaptacién a corto
plazo en cada intensidad de luz. Con esta
informacion, en la Figura 6 se presentan las
tasas de produccién de oxigeno en estado
pseudo-estacionario, calculadas con la
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Ecuacion 1, para una concentracion de
biomasa de 0.5 g L', ademas, se realiza una
comparaciéon con los resultados obtenidos
bajo luz continua y misma concentracién de
biomasa en el estudio de Cabello et al.
(2014). Los valores ajustaron a una funcién
de tipo exponencial simple, ampliamente
utilizada para microorganismos fotosintéticos
que se encuentran expuestos a ciclos L-O
(Chalker, 1981). Se determiné una constante
de saturacion (I) de 357 + 1.21E-4 ymol m?
s y una tasa de produccion maxima de
oxigeno (Pm) de 84.24 + 2.75 mgo, go~ ' h™".
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Con base en los resultados, se aprecia lo
relevante de considerar el efecto del ciclo L-O
sobre la actividad fotosintética de la microalga
para la determinacion de parametros
cinéticos y globales de crecimiento. En la
Tabla 1 se presentan los valores obtenidos de
productividad de biomasa y tasas de
produccién de oxigeno que consideran el
efecto de un ciclo L-O 12-12 h, a su vez, se
realiza una comparacion con lo reportado en
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la literatura para diferentes microalgas que
fueron cultivadas en condiciones de
iluminacién continua. Se observa que la
productividad de biomasa en condiciones de
cicloL-O es de 0.11 g L""dia™ en comparacion
con las obtenidas en iluminacion continua de
0.44, 0.76 y 0.80 g L' dia ' reportadas por
Chowdary et al. (2022), Cabello et al. (2014)
y Fernandez et al. (2006), respectivamente,
debido a la saturacion intermitente de los
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fotosistemas, disminucion del pH durante la
oscuridad y una atenuaciéon de luz mas
pronunciada que considera 12 horas de
oscuridad y durante el periodo de iluminacion.
En cuanto a las tasas de produccion de
oxigeno, experimentos dinamicos realizados
con esta microalga por Cabello et al. (2014)
reportan una tasa de produccién de oxigeno
de 96.2 mgo2 gv' h™' a una concentracion de
biomasa de 0.5 g L'y 336 pmol m2 s en
comparacién con los obtenidos en este
trabajo de 52.3 mgo2 gv'h'a 0.5 g L'y 365
umol m? s, Estos resultados evidencian que
bajo un comportamiento sinusoidal de ciclo L-
O, la iluminacién intermitente afecta Ila
actividad fotosintética, en consecuencia, la
producciéon de oxigeno se limita a la fase
luminosa, reduciendo el valor promedio de la
tasa en comparacién con luz continua.

Conclusiones

El dispositivo empleado para la iluminacién
del cultivo logré reproducir de manera
adecuada el ciclo externo de L-O, lo que
permitio evaluar la actividad fotosintética de la
microalga en condiciones internas de
laboratorio. Los resultados evidenciaron que
la aclimatacién de la microalga a un ciclo L-O
influye de manera significativa en su
crecimiento y productividad de biomasa, en
comparacién con lo observado bajo
iluminacién continua. La estrategia dindmica
de cambios en escaldn en la intensidad de luz
permiti6 determinar en tiempos cortos, las
tasas de produccion de oxigeno que
consideraron el efecto de una aclimatacion a
un ciclo sinusoidal de L-O. Debido a la
complejidad de evaluar la actividad
fotosintética de la microalga en ciclos
externos, este estudio constituye una
alternativa  importante  para  generar
informacion que facilite el desarrollo de
modelos matematicos orientados al disefio y
escalamiento de fotobiorreactores que operan
a la intemperie.
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Resumen

La fermentacién en estado sélido (FES) se ha consolidado como una estrategia biotecnolédgica
sostenible y econdmicamente viable para la produccion de enzimas de alto valor agregado. En este
estudio se evalué la produccion de invertasa por Neurospora crassa, utilizando aserrin de pino como
soporte natural en condiciones de FES. Se analizaron parametros fisicoquimicos como la
concentracion de sacarosa como sustrato, el contenido de humedad, la temperatura de incubacién,
el tamafio de in6culo y la ausencia de sacarosa, sobre la produccién de invertasa. N. crassa fue
capaz de asimilar concentraciones altas de sacarosa (30-120 g/L), con una mayor produccién de
invertasa (29.59 + 0.04 U/mL) a 30 g/L. La humedad inicial del cultivo a 65 % y la temperatura de
incubacion de 35 °C, afectaron de manera positiva la produccion de la enzima invertasa (64.03 +
5.70 U/mL y 168.23 + 1.05 U/mL, respectivamente). Ademas, una concentracion de inéculo de 1x107
conidios/mL permitié tener titulos enzimaticos de 146.14 + 11.45 U/mL. Por ultimo, N. crassa fue
capaz de utilizar el aserrin como soporte natural y sustrato para la FES, con una produccién
enzimatica de 142.37 + 0.11 U/mL, lo que sugiere que la composicion quimica del aserrin
proporciona una fuente alternativa de carbono suficiente para sustentar el metabolismo flungico.
Estos hallazgos destacan el potencial de la FES como una plataforma biotecnolégica ecoldgica y
econdémicamente ventajosa para la biosintesis de enzimas, contribuyendo a la valorizaciéon de
residuos agroindustriales lignocelulésicos, y a la optimizacién de los costos de produccion en la
industria enzimatica.

Palabras Claves: Fermentacion en estado sdlido, Neurospora crassa, invertasa, aserrin de pino,
sacarosa.

Abstract

Solid state fermentation (SSF) has been consolidated as a sustainable and economically viable
biotechnological strategy for the production of high value-added enzymes. In this study, the
production of invertase by Neurospora crassa was evaluated, using pine sawdust as a natural support
under SSF conditions. Physicochemical parameters such as sucrose concentration as substrate,
moisture content, incubation temperature, inoculum size and absence of sucrose were analyzed on
the production of invertase. N. crassa was able to assimilate high sucrose concentrations (30-120
g/L), whit higher invertase production (29.59 + 0.04 U/mL), at 30 g/L. Initial culture humidity at 65 %
and incubation temperature of 35 °C positively affected invertase enzyme production (64.03 + 5.70
and 168.23 £+ 1.05 U/mL, respectively). Furthermore, an inoculum concentration of 1x107 conidios/mL
resulted in enzyme titers of 146.14 £ 11.45 U/mL. Finally, N. crassa was able to utilize sawdust as a
natural support and substrate for SSF, whit an enzyme production of 142.37 + 0.11 U/mL, suggesting
that the chemical composition of sawdust provides an alternative carbon source sufficient to sustain
fungal metabolism. These findings highlight the potential of SSF as an environmentally friendly and
economically advantageous biotechnological platform for enzyme biosynthesis, contributing to the
valorization of lignocellulosic agroindustrial residues and optimizing production costs in the enzyme
industry.

Key Words: Solid state fermentation, Neurospora crassa, invertase, pine sawdust, saccharose
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Introduccion

La fermentacion en estado sdélido (FES) se
define como el crecimiento de
microorganismos en ausencia de una fase
acuosa libre. Este proceso representa una
alternativa eficiente a la fermentacion en
estado liquido (FEL) para la sintesis de
productos de alto valor agregado, ya que
ofrece algunas ventajas sobre la FEL. Estas
ventajas incluyen una menor represion
catabdlica e inhibicion por sustrato (Aguilar et
al., 2001, Salgado-Bautista et al., 2020), la
cantidad de agua disponible en el sistema,
menor protedlisis, mayores rendimientos
enzimaticos y productividades volumétricas
asi como productos mas estables y bajos
costos de produccion (Viniegra-Gonzalez et
al.,, 2003; Volke-Sepulveda et al., 2016;
Dobrev et al., 2018). Tanto bacterias como
hongos pueden desarrollarse en sustratos
so6lidos, aunque los hongos filamentosos son
los microorganismos mejor adaptados a este
tipo de cultivo. Estos microorganismos son
usados para producir algunas proteinas y
enzimas industriales como  celulasas,
pectinasas, proteasas, lipasas, inulinasa e
invertasa, entre otras (Aguilar et al., 2002;
Alves et al., 2013; Guerrero-Urrutia et al.,
2021; Singh et al., 2021; Kumar et al., 2023;
Zheng et al.,, 2020), asi como metabolitos
secundarios incluidos la penicilina y la
cefalosporina (Fierro et al.,, 2022). En
particular, Neurospora crassa es un hongo
filamentoso de rapido crecimiento, cuyo
micelio puede expandirse a una velocidad de
4 mm/h a temperaturas de 30 a 32 °C, y ha
cobrado interés por su capacidad para crecer
tanto en FEL como en FES. Se ha reportado
la relacién de enzimas y genes de N. crassa
(Beadle & Tatum, 1941), asi como su
capacidad de producir diversas enzimas
hidroliticas en FES como; amilasas a partir de
residuos de café (Murthy et al, 2009),
celulasas y hemicelulasas a partir de paja y
salvado de trigo (Dogaris et al., 2009),
proteasas a partir de pulpa de soja (Volke-
Sepulveda et al., 2016) y lipasas a partir de
harina de mostaza (Arooj et al., 2023).
Alhomodi et al. (2022), demostraron que la
produccion de B-glucosidasa y celulasa con N.
crassa cultivado en FES con semilla de canola
fue mayor que la obtenida en FEL.

Entre las enzimas producidas por Neurospora

crassa se encuentra la invertasa (EC
3.2.1.26), la cual cataliza la hidrdlisis de la
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sacarosa en glucosa y fructosa (Nadeem et
al., 2015). Su uso es ampliamente reconocido
en las industrias farmacéutica y alimentaria,
especialmente en la produccion de confiteria,
incluyendo chocolates, bombones, miel
sintética, mermeladas y otros productos
similares  (Ashokkumar et al.,, 2001).
Asimismo, la invertasa es utilizada en la
fabricacién de edulcorantes artificiales y en la
industria cervecera (Manoochehri et al,
2020). Algunas invertasas con actividad
fructosiltransferasa pueden aplicarse en la
producciéon de fructooligosacaridos (FOS),
azucares con propiedades prebidticas. La
invertasa también se utiliza en la produccion
de miel artificial, agentes plastificantes
utilizados en cosméticos, medicamentos vy la
industria papelera. Recientemente, la enzima
también ha encontrado aplicacion en la
construccion de electrodos para la deteccién
de niveles de sacarosa (Lazar et al., 2011) y
en la conversién de celulosa a acido itacénico
(Zhao et al., 2018). En general, las invertasas
fungicas han atraido la atencion de diferentes
sectores industriales debido a su potencial
biotecnoldgico (Alhomodi et al., 2022; Roche
et al., 2014).

La fermentacién en estado sdlido ha cobrado
gran relevancia en la produccién de enzimas
debido a sus ventajas propias, tales como un
menor costo y un mayor rendimiento en
comparacién con los métodos convencionales
(Ohara et al., 2015). En particular, el uso de
residuos agroindustriales como sustrato ha
despertado un gran interés debido a su
disponibilidad y bajo costo. En este contexto,
el presente estudio tuvo como objetivo evaluar
la produccién de invertasa por Neurospora
crassa bajo diferentes condiciones de cultivo
s6lido, utilizando aserrin como soporte
natural.

Materiales y Métodos

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se empledé el microorganismo Neurospora
crassa FGSC#9717 (Amus-51::bart; mat A
his-3), el cual se inoculdé en matraces
Erlenmeyer (250 mL) que contenian medio
Vogels (10X) con sacarosa (1.5 %) como
fuente de carbono e inductor para la
produccion de invertasa y 1.5 % de agar. Los
cultivos se incubaron a 30 °C por 4 dias. Los
conidios se recuperaron con 30 mL de Tween
80 estéril al 0.01 % (v/v). Posteriormente, se
utilizaron 500 mL de la suspensién de conidios
para inocular matraces Erlenmeyer de 250 mL
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que contenian 50 mL de medio Vogels con 1.5
% de sacarosa y 1.5 % de agar. Después de
4 dias a 30 °C, se recolectaron los conidios
que fueron utilizados como inéculo para los
cultivos en la fermentacién en estado sélido
(FES).

Fermentacion en Estado Sélido (FES)

Se utilizé aserrin de pino (tamafio de particula
de 2.38-1.19 mm) el cual se lavo dos veces
con agua caliente de grifo, seguido de dos
enjuagues con agua destilada.
Posteriormente, se seco a 60 °C y se empled
como soporte soélido para la FES. La
composicion del medio base fue (g/L):
sacarosa, 15; NasCeHs07-:5H20, 30; KH2PO4
(anhidro), 50; NHsNOs (anhidro), 20;
MgSO4-7H20, 2; CaClz2-2H20, 1. Ademas, se
anadié 1 mL de solucion de elementos traza,
0.5 mL de soluciéon de biotina y 1 mL de
cloroformo. Tanto el soporte como el medio de
cultivo se esterilizaron durante 15 min a 121
°C. Los matraces Erlenmeyer (250 mL) con 10

Recuperacion de la proteina extracelular

La proteina extracelular se recupero
adicionando 100 mL de agua destilada a cada
matraz, enseguida se agité en vortex por 5 min
y después el contenido de cada matraz se
filtré al vacio (Whatman 41). La concentracion
de proteina en los extractos crudos se
determindé de acuerdo con lo reportado por
Mora-Pérez et al. (2024). Los extractos
proteicos se almacenaron a -20 °C para su
posterior analisis. Todas las determinaciones
se realizaron por triplicado.

Andlisis de actividad enzimatica

Las pruebas enzimaticas se realizaron sobre
los extractos proteicos crudos. La mezcla de
reaccion contenia 0.02 mL de extracto de
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g de aserrin seco se humedecieron con 15 +
1 mL de medio de cultivo inoculado (1x107
conidios por mL), obteniendo un contenido de
humedad inicial del 60 %. Se hizo un estudio
para FES (Fig. 1) a 30 °C con sacarosa a 30,
45, 60, 90 y 120 g/L. Después, se hicieron
cultivos con 15 g/L de sacarosa y se evaluaron
condiciones de humedad inicial de 55 y 65 %,
con una temperatura de cultivo de 30 °C. Asi
mismo, cultivos con 30 g/L de sacarosa y un
contenido de humedad inicial de 60 % fueron
incubados a 25 y 35 °C, evaluando asi el
efecto de la temperatura sobre la produccion
enzimatica. Posteriormente, se hicieron FES
con 30 g/L de sacarosa y tres niveles de
inoculo (1x108, 1x107 y 1x10® conidios por
mL), con una humedad inicial del 60 % y una
temperatura de cultivo de 30 °C. Finalmente,
se llevé a cabo un estudio comparativo
empleando el medio de cultivo con (15 g/L) y
sin sacarosa, para evaluar su impacto sobre el
crecimiento y la produccioén de invertasa.

Figura 1. FES de Neurospora crassa.

proteina y 0.180 mL de sacarosa 0.1 M. La
mezcla de reaccién se incubé a 50 °C durante
15 min (Guerrero-Urrutia et al., 2021) y la
reaccion se detuvo afadiendo 0.3 mL de acido
3,5-dinitrosalisilico (DNS). Los azucares
reductores (AR) liberados se cuantificaron de
acuerdo con Miller et al. (1960). Una unidad
de actividad invertasa se defini6 como la
cantidad de enzima necesaria para liberar 1
pumol de AR por minuto, bajo estas
condiciones de estudio. Todas |las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Determinacién de azucares totales, pH y
humedad.

La concentracion de azlucares totales se
determind por el método de DuBois (1956).
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Los valores de pH se midieron mediante

potenciometria (PHS-3BW, BANTE
Instruments) y el contenido de humedad
(datos no mostrados) se cuantific6 con una
termobalanza (MB45, OHAUS). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Resultados y discusion

Efecto de la concentracion de sustrato en la
FES sobre la producciéon enzimatica

La produccioén de invertasa por fermentacion
en medio sodlido fue evaluada utilizando
Neurospora crassa en presencia de diferentes
concentraciones iniciales de sacarosa y un
tiempo de cultivo de 120 h. Bajo estas
condiciones de estudio, se presentd un
consumo de sustrato de entre 72 y 88 %. Los

30
25
20

15

Actividad invertasa (U/mL)

10

30 45 60 90

mejores titulos de actividad enzimatica se
obtuvieron a concentraciones extremas de
sacarosa de 30 y 120 g/L, con valores de
29.59 + 0.04 y 23.92 + 0.31 U/mL de extracto
enzimatico (Fig. 2) y una actividad especifica
de 739.67 + 0.02 y 598.06 + 0.16 U/mg,
respectivamente. Este comportamiento podria
sugerir que la produccion de invertasa en
Neurospora crassa bajo condiciones de
fermentacién en medio solido responde a la
disponibilidad de sustrato de manera dual: a
bajas concentraciones de sacarosa, el hongo
incrementa la sintesis de invertasa para
facilitar el acceso a la fuente de carbono;
mientras que, a concentraciones elevadas, la
elevada presencia del sustrato podria inducir
una produccién adicional de la enzima para
gestionar eficientemente su metabolismo.

120

Sacarosa inicial (g/L)

Figura 2. Produccién de invertasa de N. crassa cultivada en condiciones de FES a diferentes concentraciones iniciales de

estos resultados con los
obtenidos por Mora-Pérez etal. (2024),
empleando el mismo microorganismo,
sustrato y soporte en FES, se observd una
diferencia importante en la actividad
enzimatica en funcién de la concentracion de
sacarosa y del tiempo de cultivo. De acuerdo
con dicho estudio, al emplear una
concentracion de sacarosa del 3 % obtuvieron
una actividad enzimatica de 10 U/mL, la cual
se incrementd a 14 U/mL con 5 % de
sacarosa, pero en un menor tiempo de cultivo
(30-35 h). En contraste, en este estudio, al
aumentar la concentracion de sustrato a 4.5
%, la actividad disminuy6 a 12.74 + 0.05 U/mL,
lo que difiere del patrén observado en el
estudio de Mora-Pérez et al. (2024), pero no
asi en los titulos de actividad invertasa. Este
patron contrasta también con lo reportado

Al comparar
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sacarosa.

para otros hongos filamentosos, como por
ejemplo en un estudio empleando Aspergillus
brasiliensis (Guerrero-Urrutia et al., 2021) en
FES se observd que al aumentar la
concentracion de sacarosa de 20 a210 g/L en
el medio de cultivo, la actividad invertasa
también aumenté de manera proporcional
(41.69 £ 3.6 U/mL), lo cual concuerda con la
evidencia de que la FES reduce la represion
de catabolitos y la inhibicién de sustrato,
permitiendo una mayor produccion de
enzimas en comparacion con la FEL (Aguilar
et al., 2002). Esta diferencia podria atribuirse
a particularidades metabdlicas y regulatorias
propias de N. crassa, incluyendo mecanismos
especificos de deteccion y utilizacion de
carbohidratos, asi como su fisiologia asociada
al crecimiento en medios solidos. Estudios
adicionales enfocados en la regulacion génica
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y la cinética metabdlica de N. crassa en
sistemas de FES, permitirian esclarecer estos
mecanismos y optimizar las condiciones de
fermentacién para maximizar la produccion de
invertasa.

Efecto del contenido de humedad inicial sobre
la produccién enzimatica

El contenido de humedad del sustrato es
esencial para el crecimiento de
microorganismos durante el proceso de FES.
El nivel de humedad en los procesos
fermentativos  cumple  funciones  muy
importantes, como disolver homogéneamente
los nutrientes del medio y facilitar su acceso a
la célula, ademas de disolver los productos del
metabolismo cuando se excretan al medio
(Carrasco et al., 2003). Un menor contenido
de humedad reduce la solubilidad del sustrato
y los nutrientes, mientras que la aglomeracién
de particulas ocurre con un mayor contenido
de humedad, lo que reduce aun mas la
transferencia de oxigeno (Ohara et al., 2015).
Cuando el contenido de humedad es muy alto,
disminuye la porosidad del sustrato y el
volumen de gas entre las particulas, lo que
dificulta su efecto intercambiante y aumenta el
riesgo de contaminacién bacteriana (Carrasco
et al., 2003). Tipicamente, la humedad 6ptima
para el crecimiento de cepas de hongos en
FES esta en el intervalo de 50-70 % p/p
(Dobrev et al., 2018). Por tal motivo, se
establecieron dos condiciones de humedad:
55 % y 65 %, empleando sacarosa como
sustrato al 1.5 %, un inéculo de 1x107
esporas/mL de medio de cultivo, a un pH de 6
y una temperatura de incubacion de 30 °C.

Al final de las FES, el contenido de humedad
para ambas condiciones disminuyé en
promedio un 20 %, mientras que la actividad
enzimatica aumenté en ambos casos, como
se observa en la Figura 3. En esta condicion
(55 % humedad), tggs 96 h de fermentacion se

—e—55 %
—e—65 %
60

40

Actividad invertasa (U/mL)

20

o] 24 48

consumio el 78.36 + 1.14 % del sustrato inicial,
obteniendo 0.07 + 0.01 mg/mL de proteina
extracelular, una maxima actividad enzimatica
de 43.39 + 262 U/mL y una actividad
especifica de 619.87 + 1.32 U/mg. Mientras
que para un 65 % de humedad inicial en la
FES, el sustrato consumido fue del 93.1 £ 0.67
%, con una concentracibn de proteina
extracelular de 0.12 + 0.01 mg/mL, una
actividad enzimatica de 64.03 £ 5.70 U/mL y
con una actividad especifica de 533.61 + 2.86
U/mg. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Guerrero-Urrutia et al. (2021),
en donde observaron que los cambios
iniciales en el contenido de humedad no
afectaron de manera negativa el crecimiento
fungico ni la produccién de enzimas. En
contraste, cuando se presenta un aumento en
la humedad con respecto a la inicial, se
generan condiciones desfavorables, como es
el caso de un estudio con Trichoderma viride
(Carrasco et al., 2003), en donde la humedad
inicial (70 %) se elevdo debido a la
condensacion dentro del biorreactor. Como
resultado, la produccion de las enzimas endo
y exo 1,4-B-glucanasa a las 72 h de cultivo
disminuyé  (3.5077 'y 0.6067 U/mL,
respectivamente). Esto indica que cada
microorganismo tiene un intervalo 6ptimo de
humedad, y sobrepasarlo puede afectar
negativamente el crecimiento y la produccion
de enzimas. Es importante resaltar que en los
procesos de FES Ila concentracion de
producto basado en la masa del soporte inerte
puede ser un criterio de disefio y sélo ocurre
con soportes con una alta relacion de
capacidad de retencién de agua y contenido
de humedad critica (WHC/CMC) (Mora-Pérez
et al.,, 2024) y el aserrin, a diferencia de la
espuma de poliuretano (PUF) por ejemplo,
tiene una CMC baja.

72 96 120

Tiempo (h)

Figura 3. Cinética enzimatica de N. crassa cultivada en FES a diferentes porcentajes de humedad inicial.
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Efecto de la temperatura de la FES sobre la
produccion de invertasa

La temperatura es un factor importante que
rige el crecimiento microbiano. Cada
microorganismo crece en un intervalo de
temperatura particular, produciendo
metabolitos secundarios y enzimas (Perwez &
Asheh, 2024). En este sentido, se evaluo el
efecto de la temperatura de cultivo (25 y 35
°C) sobre la produccioén de invertasa en FES.
Independientemente de la temperatura, la
produccién de invertasa aumenté (Figura 4)
hasta alcanzar un valor maximo de 96.58 +
10.24 U/mL al cabo de 96 h, con una
concentracion de proteina extracelular de 0.07
1+ 0.03 mg/mL y una actividad especifica de
1379.75 + 5.14 U/mg, para la temperatura de
cultivo de 25 °C. Mientras que, cuando la
temperatura de cultivo fue de 35 °C se
presentd una produccion enzimatica de
168.23 + 1.05 U/mL a las 72 h, con una
concentracion de proteina extracelular de
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0.06+£0.009 y una actividad especifica de
18692.60 + 0.53 U/mg. Mora et al en 2024
llevd a cabo un estudio con Neurospora
crassa bajo las mismas condiciones a una
temperatura de cultivo de 30 °C y 25 h de
cultivo y reportaron una produccién de
invertasa de 1.89 y 2.79 veces mas baja que
lo encontrado en este estudio a 24 h de
cultivo. Este comportamiento coincide
también con lo observado por Rodriguez et al.
(2012), quienes encontraron que la
produccion de lipasas por Rhizopus
microsporus aumentd al aumentar la
temperatura de cultivo hasta 35 °C. En otro
estudio en condiciones similares empleando
Aspergillus brasiliensis ATCC 9642 y agrolita
como soporte (Guerrero-Urrutia et al., 2021),
se reportd una produccion de invertasa de
41.69 £ 3.60 U/mL. Esto evidencia que la
regulacion  térmica juega un papel
determinante en la actividad metabdlica de los
hongos.

72 96 120

Figura 4. Cinética enzimatica de N. crassa cultivada en FES a diferentes temperaturas de cultivo.

Efecto del tamario de indculo sobre la
produccién de invertasa

Otro factor determinante en los procesos de
fermentaciéon en estado sélido es el tipo y
tamafio de indculo, asi como la estrategia de
inoculacién utilizada (Perwez & Asheh, 2024).
En este estudio, se evaluaron tres niveles de
inéculo (1x108, 1x107 y 1x10® conidios/mL).
Para el nivel mas bajo de inéculo, la maxima
actividad enzimatica fue de 77.72 + 3.23 U/mL
(Fig. 5) con una concentracidon de proteina
extracelular de 0.058 + 0.0015 mg/mL y una
actividad especifica de 1340.01 £ 1.62 U/mg.
Mientras que, con los dos niveles de in6culo
mas altos, la produccion enzimatica aumento
2 veces (146.14 + 11.45y 143.74 £ 5.91 U/mL,
respectivamente) asi como la concentracién

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

de proteina extracelular (0.079 + 0.0092 y
0.109 £ 0.0126 mg/mL, respectivamente) y la
actividad especifica (1849.84 + 5.73 y 1084.34
+ 296 U/mg, respectivamente). Estos
resultados coinciden con lo reportado en la
literatura, donde se ha observado que un
tamano de inéculo pequefio conduce a una
menor densidad celular inicial, lo que retrasa
el aprovechamiento eficiente del sustrato vy,
por lo tanto, la produccién del metabolito de
interés. Por el contrario, al aumentar el
tamafio del indculo, se favorece una
colonizacion mas rapida. Sin embargo,
cuando el in6culo excede cierto umbral,
pueden presentarse limitaciones en la
transferencia de masa y una reduccién en la
actividad metabdlica, lo cual explica por qué el
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mayor nivel de inéculo no generd un aumento
en la produccion enzimatica (Perwez & Asheh,
2024). Asi mismo, en este estudio se logré
aumentar 29.23 veces la produccién de
invertasa por Neurospora crassa, en
compararcion con un reporte con el mismo
microorganismo empleando PUF (5 U/mL)
(Mora-Pérez et al., 2024). En condiciones
similares, un estudio sobre la produccién de
invertasa con Aspergillus niger LBA 02 (Ohara
et al., 2015) reporté una actividad enzimatica
de 59.04 + 6.21 U/mL a las 72 h de cultivo, con
50 % de humedad inicial, 30 °C y un nivel de
inéculo de 1x107 esporas/gmsi (equivalente a

1.5x10” esporas/gmsi en este estudio). En

150
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—eo— 1x10"7
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0 24 48
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contraste, en el presente estudio, se obtuvo
una produccién de invertasa 2.14 veces
mayor a las 72 h de cultivo, lo que indica una
mejora en las condiciones de produccién. Sin
embargo, como se menciond anteriormente,
un aumento en el tamano del inéculo puede
reducir la actividad metabdlica, lo que sugiere
que 1x10” esporas/mL es un tamafo
adecuado para una mayor produccion de
invertasa, no solo para N. crassa, sino
también para A. niger. Estos resultados
resaltan la importancia de un adecuado ajuste
del in6culo para maximizar la produccion

enzimatica en distintos sistemas de
fermentacion.
//”
72 96 120

Figura 5. Cinética enzimatica de N. crassa cultivada en FES con diferentes concentraciones de in6culo.

Efecto del soporte natural en la FES sobre la
produccién de invertasa

Se evaluod el efecto del aserrin como soporte
natural en FES sobre la produccién de
invertasa, sin interferencias debidas a
inductores como la sacarosa. Para ello se
hicieron FES con y sin sacarosa en el medio
de cultivo. La produccion de invertasa (Fig. 6),
asi como la concentracién de proteina y la
actividad especifica (142.37 £ 0.11 U/mL, 3.31
+ 0.04 mg/mL y 4296 % 0.07 U/mg,
respectivamente) se vieron favorecidas por la
ausencia de sacarosa en el medio de cultivo.
Mientras que, en presencia de sacarosa, tanto
la actividad enzimatica como la actividad
espcifica disminuyeron 1.58 y 1.8 veces,
respectivamente. Sin embargo, la produccion
de invertasa a las 24 h de cultivo con sacarosa
fue 5.2 y 23.4 veces mas alta que lo reportado
por Mora-Pérez et al. (2024), usando aserrin
de pino y PUF, respectivamente. El aserrin de
pino puede ser un modelo de soporte natural
para la produccion de enzimas, ofreciendo
una solucién al problema de la disposicion

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

final de estos residuos para minimizar el
impacto negativo al medio ambiente. En la
literatura se destaca que los residuos
agroindustriales  poseen  caracteristicas
fisicoquimicas adecuadas para ser utilizados
como sustratos en  bioprocesos de
fermentacion en estado sdélido. Su
composicién quimica, caracterizada por la
presencia de polisacaridos, constituye una
fuente de carbono clave para el desarrollo
microbiano (Machado & Brieva, 2014). La
informacion disponible sobre este tema
resalta la necesidad de realizar mas estudios
para profundizar en el conocimiento de este
fenémeno. Hasta donde sabemos, no existen
reportes sobre la produccién de invertasa en
FES empleando aserrin de pino como soporte
natural, sin sacarosa como inductor. Por ello,
es recomendable continuar con
investigaciones adicionales que permitan
comprender mejor los mecanismos
involucrados y mejorar las condiciones para
su aplicacion en distintos contextos.
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150
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Figura 6. Cinética enzimatica de N. crassa cultivada en FES con aserrin de pino en presencia y ausencia de sacarosa.

Conclusiones

Neurospora crassa produce invertasa en FES
a diferentes concentraciones de sacarosa. El
aumento en el contenido de humedad inicial,
en la temperatura del cultivo asi como en el
tamafio de in6culo, promueve una mayor
producciéon de invertasa. La ausencia de
sacarosa exogena no afecta negativamente la
biosintesis enzimatica; por el contrario, se
proporciona evidencia de que la FES
constituye una estrategia altamente eficaz
para la produccion de invertasa por N. crassa,
aprovechando el aserrin de pino como soporte
natural. Esta investigacion resalta la
relevancia industrial de la FES como una
alternativa escalable y sostenible a la SmF. La
reutilizacion de residuos agroindustriales
como sustratos en la produccion enzimatica
no solo reduce los costos de fabricacion, sino
que también se alinea con los principios de la
bioeconomia circular y la valorizacién de
desechos. Es necesario enfocarse en el
estudio de los mecanismos moleculares y
regulatorios subyacentes a la biosintesis de
invertasa en N. crassa bajo condiciones de
FES, asi como en la mejora del proceso a
través de la ingenieria metabdlica y el disefio
de biorreactores. Estos avances podrian
potenciar aun mas la eficiencia y la
aplicabilidad de las enzimas producidas
mediante FES en la industria alimentaria,
farmacéutica y de biocombustibles.
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EVALUACION DEL EFECTO DE FITOESTIMULACION DE
BACTERIAS PGPB EN PLANTAS DE JAMAICA (Hibiscus
sabdariffa)
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Resumen

El cultivo de jamaica (Hibiscus sabdariffa) constituye una alternativa agricola de relevancia
economica en México; no obstante, su productividad puede ser limitada por factores edaficos y
fisiolégicos. En este sentido, las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (BPCV) representan
una estrategia biotecnoldgica sostenible para mejorar su rendimiento. En el presente estudio se
evalud el efecto de diferentes aislados bacterianos sobre la germinacion, desarrollo temprano y
crecimiento en invernadero de plantulas de jamaica. A las 24 h, las semillas mostraron un 100% de
germinaciéon con un indice de velocidad de germinacion (IVG) de 0.935, confirmando su alta
viabilidad. Las cepas, XM10 y OM1 promovieron un mayor crecimiento radicular (4.6 cm) y
abundantes raices laterales, mientras que TM5 estimul6 la elongacion del hipocétilo (5.4 cm). En
contraste, el aislado TM10 provocé pudricion radicular que limitd el desarrollo de plantulas. Bajo
condiciones controladas de invernadero, las cepas XM10, OM1 y AM5 mostraron el mejor
desempefio global, alcanzando una altura promedio de planta de 78 cm. En cuanto a la acumulacién
de biomasa fresca, el tratamiento TM5 presenté el mayor rendimiento, con 280 g en tejidos aéreos
y 21.85 g en raiz. De manera destacada, el tratamiento AM5 promovié la mayor induccién floral.
Estos resultados resaltan el potencial de cepas con caracteristicas de BPCV como inoculantes para
incrementar el crecimiento y productividad de jamaica, asi como, aportando bases para su aplicacion
en sistemas agricolas sustentables.

Palabras Claves: Hibiscus sabdariffa, bacterias promotoras de crecimiento vegetal, cultivo

Abstract

Hibiscus sabdariffa is an economically important crop in Mexico, yet its productivity is often
constrained by edaphic and physiological factors. Plant growth-promoting bacteria (PGPB) offer a
sustainable approach to enhance crop performance. This study assessed the effects of different
bacterial isolates on seed germination, early seedling development, and greenhouse growth of H.
sabdariffa. Seeds reached 100% germination within 24 h, with a germination velocity index (GVI) of
0.935, indicating high viability. Bacterial strain XM10 promoted the greatest root growth (4.6 cm) and
abundant lateral root formation, while strain TM5 enhanced hypocotyl elongation (5.4 cm).
Conversely, TM10 caused root rot, restricting seedling development. Under greenhouse conditions,
plants inoculated with strains XM10, OM1, and AMS5 reached a mean height of 78 cm, outperforming
the other treatments. In terms of fresh biomass, treatment TM5 recorded the highest values, with 280
g in aerial tissue and 21.85 g in roots. Additionally, AM5 resulted in the greatest number of flowers
among all treatments evaluated. These findings underscore the potential of specific PGPB strains as
bioinoculants to boost H. sabdariffa growth and productivity, supporting their integration into
sustainable agricultural systems.

Key Words: Hibiscus sabdariffa, plant growth promoting bacteria, cultivation
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asociaciones con micorrizas han mostrado

Introduccién

El cultivo de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
posee una importancia socioeconémica
relevante en varias regiones de México,
donde su produccién esta mayoritariamente a
cargo de pequeifos productores vy
asociaciones rurales (Ariza, 2020). A pesar
de las condiciones agroclimaticas favorables
para su cultivo y su creciente demanda por
usos alimentarios e industriales (bebidas,
mermeladas, ingredientes  funcionales)
(Galicia et al., 2008), los rendimientos
nacionales permanecen por debajo de su
potencial técnico, solamente en 2021 fueron
cosechados 8,617.29 t de flor en México e
importado el 52% del consumo total de paises
como China, Sudan, Nigeria y Senegal
(Servicio de Informaciéon Agroalimentaria y
Pesquera (SIAP), 2023; Esquivel et al., 2024).
Asi mismo las limitaciones estructurales
impactan de manera importante en su
produccién. Por otra parte, entre los factores
que limitan la productividad se reconocen
presiones bidticas —plagas y enfermedades
foliares y de fruto (Abdel-Moniem et al., 2006)
— y estreses abitdticos como baja fertilidad
edéfica, déficit hidrico y salinizacién puntual
del suelo, ademas de practicas de manejo
tradicionales con escaso acceso a tecnologia
y asesoria técnica. Estas restricciones
explican la heterogeneidad de rendimientos y
la alta dependencia de mano de obra y
mercados informales en sistemas de
pequefa escala.

Frente a este escenario, las estrategias
microbioldgicas basadas en Microorganismos
Promotores del Crecimiento Vegetal (MPCV)
se postulan como alternativas sostenibles
para mejorar productividad. Las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal (BPCV)
actlan mediante multiples mecanismos
complementarios: fijacion  biolégica de
nitrégeno,  solubilizaciéon de  fosfatos,
produccién de fitohormonas (por ejemplo
IAA), actividad de ACC-desaminasa que
reduce el etileno de estrés, produccion de
sideréforos y compuestos antagonistas frente
a fitopatégenos, ademas de contribuir a la
estabilizacion de la estructura del suelo y la
tolerancia frente a estrés salino e hidrico
(Kloepper and Beauchamp 1992; Kloepper et
al.,, 2004; Souza et al., 2015; Mitter et al.,
2021; Olaniyan et al., 2022). Esta
multifuncionalidad ha sido respaldada por
estudios en distintos cultivos, incluida la
jamaica, donde inoculaciones con MPCV y
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mejoras en biomasa, parametros
fotosintéticos y rendimiento bajo estrés
hidrico (Sanayei et al., 2021).

En México, ensayos agronémicos y trabajos
de seleccion de cultivares combinados con
practicas agroecoldgicas evidencian que la
incorporacion de biotecnologias microbianas
y protocolos de manejo adaptados a pequefia
escala pueden mejorar significativamente el
rendimiento de las plantas. Por ello, la
evaluacion experimental del efecto de
bacterias con caracteristicas de promocién de
crecimiento vegetal en plantas de jamaica
contribuye a la generacién de bioinoculantes
apropiados para sistemas locales y asi
reducir la dependencia de insumos quimicos
y aumentar la rentabilidad y sostenibilidad de
pequefios productores.

Materiales y Métodos

Germinacibn y crecimiento in vitro de semillas
de jamaica.

Se realizaron pruebas de germinacion de
semillas de jamaica (variedad costefia de
productores del Istmo en Oaxaca). Se
seleccionaron semillas completas y de
tamafo uniforme, colocadas en 5 lotes de 7
semillas, las cuales fueron desinfectadas por
tratamiento con etanol al 70% (30-60 s)
seguido de hipoclorito de sodio (1-3%, 1-5
min), y lavados posteriores con agua estéril.
La esterilidad se confirmé colocando las
semillas en placas de agar LB (Fiodor et al.,
2023).

Preparacion del inéculo bacteriano

Las cepas fueron crecidas en medio liquido
Luria-Bertani (10 g de triptona, 5 g de NaCl, 5
g de extracto de levadura y 1000 mL de agua
destilada), a una temperatura de 30 °C, hasta
alcanzar la fase logaritmica. Posteriormente
se ajusté la concentracion por densidad
optica de 1x108 UFC en solucion salina con
carboximetilcelulosa (0.5%).

Bioensayo en semillas de jamaica

Las semillas previamente desinfectadas, se
colocaron en matraces que contenian 50 mL
de wuna suspension bacteriana y se
mantuvieron por 60 min con agitacion a 120
rom, para posteriormente eliminar la
suspension de cada una de las muestras. Los
tratamientos se dejaron secar en un horno a
35 °C durante 24 h. Se depositaron 7 semillas
sobre papel de filtro estéril humedecido con 5
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mL de agua desionizada estéril dentro de una
placa de Petri; Posteriormente, las semillas
se colocaron cuidadosamente con el embrion
ubicado hacia abajo. Finalmente, las placas
de Petri se sellaron y se colocaron en una
incubadora de crecimiento con un fotoperiodo
de 12212 a 25 + 2 °C con una humedad
relativa del 60 %. La germinaciéon de las
semillas se cuantificé diariamente, analizando
los siguientes pardmetros de crecimiento:

porcentaje de germinacion (G) (férmula 1)
(Bewley, 2013).

indice de velocidad de germinaciéon (IVG)
(férmula 2) (Maguire, 1962)

La longitud de la plumula (PL) fue medido
desde la unién de la radicula con el hipocétilo
y longitud de la radicula (RL), se midié desde
la base del hipocotilo hasta el apice de la
radicula, también fue medido el peso fresco y
seco de los brotes.

NuUmero de semillas germinadas G

(%) =

* 100

Numero total de semillas germinadas
Férmula 1. Férmula para calcular el porcentaje de germinacion en semillas de jamaica.

0 =
IVG(A]) Z GIN

Formula 2. indice velocidad de germinacién donde: G = numero de semillas germinadas en el
conteo N = dias después de la siembra en que ocurrid

Pruebas en invernadero

El ensayo se establecié en un disefio de
bloques completamente al azar, con 2
bloques (réplicas) y 9 tratamientos, con un
total de 18 macetas.

Tabla 1. Matriz de tratamientos

bacteriano se preparé anteriormente y el
control de formulacién (T2) contenia el mismo
portador sin microorganismos.

Procedimiento de inoculacion

Tres semillas previamente tratadas vy
germinadas fueron sembradas en una
maceta a 1-2 cm de profundidad; después de
7 dias, las dos plantulas mas vigorosas fueron

Tratamiento ID ESPECIE BACTERIANA
T OoM3 Ochrobactrum sp
T2 IM1 Pseudomonas hibiscicola
T3 TM5 Pseudomonas geniculata
T4 XM10 Stenotrophomonas maltophilia
T5 OM1 Serratia marcescens
T5 AM5 Ochrobactrum sp
T6 T™M2 Ochrobactrum sp
T7 XM2 Klebsiella spp
T8 CTR dH,0 estéril

mantenidas y retirada la tercera. Control:
semillas sumergidas en agua estéril. A la
semana de ser trasplantada, se aplicaron 10
mL de suspension bacteriana (108 UFC/mL™")
(Santiago et al., 2020) en el cuello radicular
de cada planta. Las aplicaciones se repitieron
a los 14 y 28 dias. Los parametros que se
evaluaron fueron, altura de la planta (cm),
biomasa fresca parte aérea y de la raiz.

Cada bloque contiene dos réplicas de todos
los tratamientos (1 maceta por tratamiento
por blogue). Las posiciones de las macetas
fueron aleatorizadas dentro de cada bloque
antes de iniciar el ensayo.

Preparacion del material vegetal, sustrato e
inoculo

Se utilizaron semillas de jamaica previamente
tratadas como en el apartado 2.1, en tanto
que, el sustrato consisti6 en vermiculita
estéril; volumen por maceta: 5 L. Las
condiciones de temperatura y humedad
fueron registradas diariamente; fotoperiodo
natural, riego manual a volumen constante;
evitando encharcamientos y cada tercer dia
se adiciond solucion Hoagland. El inéculo
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Los datos se analizaron mediante analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de
comparaciones mdltiples de Tukey (p<0,05).
La normalidad de los datos porcentuales
(porcentaje de germinacion) se verificd
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov,
y los datos porcentuales se transformaron
mediante la transformacién de raiz cuadrada
de arcoseno antes de realizar el ANOVA.

Resultados y discusién

Crecimiento bacteriano

Nueve cepas bacterianas (OM3, IM1, TM5,
XM10, OM1, AM5, TM2, XM2 y TM10)
pertenecientes a los géneros
Stenotrophomonas, Pseudomonas,
Klebsiella, Ochrobactrum y Serratia aisladas
de cultivos impactados con plaguicidas,

73



Articulos

fueron previamente evaluadas y
seleccionadas a través de pruebas
bioquimicas en sus propiedades de

promocion del crecimiento vegetal. En la
figura 1, se muestran las curvas de
crecimiento de las nueve cepas. Los aislados
lograron crecer en medio LB, presentando
diferentes velocidades de crecimiento. OM1
(Serratia marcescens) y XM2 (Klebsiella spp.)
(u=0.13 y 0.127 h™ respectivamente),
presentaron una rapida velocidad de
crecimiento, alcanzando la fase exponencial
en tan solo 2 horas de incubacion, y la fase

estacionaria, después de 4 h. Por otra parte,
las cepas XM10 (Stenotrophomonas
maltophilia), IM1 (Pseudomonas hibiscicola) y
TM5 (Pseudomonas geniculata) iniciaron la
fase exponencial después de 6 h, alcanzando
la fase estacionaria después de 22 h. La
velocidad de crecimiento de cada cepa nos
permitié generar indculos estandarizados, asi
como discernir en la conformacion de
inéculos a ser aplicados en el tratamiento de
semillas.
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Figura 1. Curvas de crecimiento bacteriano de los géneros Stenotrophomonas (XM10), Klebsiella (XM2), Serratia (OM1),
Ochrobactrum (AM5, TM2),Pseudomonas (IM1, TM5) y Ochrobactrum (TM10, OM3). Crecimiento en medio LB, a 30°'C y
agitacion a 120 rpm

Germinacion, crecimiento y desarrollo inicial
de jamaica

En la figura 2, se muestra la germinacion de
semillas de Hibiscus sabdariffa, después de
24 h de incubacién, las semillas presentaron
el 100% de germinacion, con un indice de
velocidad de germinaciéon (IVG) de 0.935.
Con lo que se asegura la viabilidad de las
semillas. De acuerdo con estudios de
International Seed Testing Association (ISTA,
2020), porcentajes por debajo del 80% de
germinacién en semillas, indican mala
calidad. De los 5 lotes probados, todos
presentaron el 100 % de germinacion sin
presencia de contaminantes. Los resultados
obtenidos evidencian que las semillas de

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

jamaica utilizadas en este estudio poseen una
viabilidad optima y homogénea. Estudios
previos han resaltado la importancia de la
calidad fisiologica de la semilla en la
respuesta a tratamientos de biofertilizacion y
bioproteccion. Bewley et al. (2013) destacan
que semillas con alto vigor presentan un
desempefio mas consistente en ambientes
controlados y de campo, lo que repercute
directamente en el éxito de programas de
inoculacién microbiana. De manera similar,
Finch-Savage y Bassel (2016) enfatizan que
la sincronia en la germinacién es crucial para
estudios de biotecnologia vegetal, ya que
reduce la variabilidad experimental asociada
a diferencias fisiologicas en las plantulas.
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En relacién con los resultados obtenidos en
los ensayos de germinacién y desarrollo
temprano de plantulas, se evidencia que los
tratamientos con bacterias promotoras de
crecimiento vegetal (PGPB) ejercen efectos
diferenciados sobre la morfologia inicial de la
raiz y del hipocétilo. La cepa XM10
(Stenotrophomonas maltophilia) promovié un
desarrollo radicular significativamente mayor,
alcanzando en promedio 4.6 cm de longitud,
acompafado de una abundante formacion de
pelos radicales (tabla 2). Este efecto es
relevante, ya que el incremento en la
superficie de absorcidon radicular mejora la
adquisicién de nutrientes y agua, lo que se
traduce en un potencial mayor de

establecimiento y vigor de las plantulas en
etapas posteriores (Lugtenberg y Kamilova,
2009). El estimulo sobre el crecimiento
radicular puede estar relacionado con la
produccion de fitohormonas, especialmente
auxinas como el acido indol-3-acético (AlA),
cuya sintesis por bacterias rizosféricas ha
sido ampliamente documentada (Spaepen et
al., 2007). En particular, S. maltophilia ha
mostrado capacidad para secretar AlA y
compuestos secundarios que modulan la
arquitectura radicular (Ryan et al., 2009), lo
cual concuerda con la presencia de raices
mas largas y con mayor densidad de pelos
radicales observados en este estudio.

Tabla 2. Crecimiento de las plantulas de jamaica 24 h después del tratamiento con bacterias

Tratamiento  Raiz (cm)  Plamula nESE —— el
(cm) radiculares secundarias
XM10 4.6 No 4.9 o 5
XM2 3.8 Si 4.6 * 3
OoM1 4.4 Si 5.2 * 3
AM5 24 No 47 * 5
TM2 2.1 No 53 ** 3
OoM3 3.2 No 5.1 ** 3
TM10 1.1 No 1.7 no 0
M1 2.7 Si 4 o 3
TM5 2.9 Si 54 ** 3
CTR 24 No 5.4 * 3

Nota: * >10 PR, ** < 20 PR *** < 50 PR (Pelos Radiculares)

Por otro lado, el tratamiento con
Pseudomonas geniculata (TM5), se asocid
con un efecto diferencial sobre la elongacion
del hipocétilo, alcanzando 54 cm en
promedio, ademas de wuna abundante
produccién de pelos radiculares. El
alargamiento del hipocdtilo podria explicarse
por la produccion bacteriana de giberelinas y
citoquininas, hormonas conocidas por
promover la division y elongacion celular en
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tejidos aéreos en etapas tempranas del
desarrollo (Gutiérrez-Manero et al., 2001;
Khan et al., 2020). Estudios en Pseudomonas
spp. han demostrado la capacidad de estas
bacterias para producir metabolitos que
estimulan tanto la parte aérea como el sistema
radicular, dependiendo de la interaccién
planta-cepa (Kloepper et al., 2004).

La figura 3 muestra el efecto sobre la
germinacion de las cepas bacterianas. Se
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observo que las semillas tratadas con la cepa cual, provocd un proceso de pudricion de la
OM1 (Serratia marcescens) mostraron una plantula. Existen diversos reportes de
plumula y raiz principal mayor que el resto de especies de Ochrobactrum implicados en
los tratamientos, asi como abundantes raices enfermedades de plantas bajo ciertas
secundarias. Caso contrario, sucede con la condiciones (Ryan et al., 2020)

cepa TM10 (Ochrobactrum pituitosum), la

CRT ™10 OM1

4

L

Figura 3. Efecto de bacterias [Ochrobactrum pityitosum (TM10), Serratia marcescens (OM1), Ochrobactrum sp (OM3).
Klebsiella sp (XM2), Pseudomonas hibiscicola (IM1), Stenotrophomonas malthopila (XM10), Pseudomonas geniculata
(TM5)], sobre semillas de Hibiscus sabdariffa. Dia 5 después del tratamiento

En la figura 4 se presentan los resultados del nutrientes (fosfato, zinc) que mejora la
efecto de las bacterias sobre el crecimiento disponibilidad de minerales; (iii) produccion
radicular. Se observd una diferencia de siderdéforos y metabolitos antagonistas que
significativa de la cepa OM1 (Serratia reducen la presion de fitopatdégenos; y (iv)
marcescens), respecto al resto de los actividad de ACC desaminasa que mitiga la
tratamientos. Matteoli et al. (2018) reporta acumulacion de etileno en plantas sometidas
que S. marcescens promueve el crecimiento a estrés, faciltando asi la tolerancia a
vegetal por diversos mecanismos como: (i) salinidad y sequia. Asi mismo en estudios
biosintesis de compuestos auxinicos (IAA o funcionales y gendmicos respaldan la
compuestos inddlicos) que modulan la presencia de rutas y genes asociados a estos
arquitectura radicular; (ii) solubilizacion de rasgos en cepas candidatas a bioinoculantes.
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Figura 4. Efecto de las bacterias [Klebsiella sp (XM2), Ochrobactrum sp (TM2), Serratia marcescens (OM1), Pseudomonas
geniculata (TM5), Ochrobactrum sp (AM5), Pseudomonas hibiscicola (IM1), Stenotrophomonas malthopila (XM10),
Ochrobactrum sp (OM3)]. sobre el crecimiento radicular. Longitud de la radicula (RL) en semillas germinadas de Hibiscus
sabdariffa al dia 5 germinadas.
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Los resultados de fitotoxicidad demostraron
que ocho cepas no presentan efectos
adversos en la germinacion y mejoran el
desarrollo del hipocétilo y hojas primarias en
un periodo de 5 dias de crecimiento.

Evaluacioén en invernadero

Las pruebas de invernadero se realizaron en
los meses de julio y agosto del 2020, los
tratamientos fueron con las bacterias; OMS3,

T™5

OM3

XM10

OM1

IM1, TM5, XM10, OM1, AM5, TM2, XM2 y
como control agua (CTR). Como se observa
en la figura 5 el desarrollo de las plantas a los
70 dias en condiciones de invernadero fue
lento y con poco follaje, cabe mencionar que
la temperatura promedio oscilo entre los 20 y
37 °C con una humedad relativa menor al

50%, por lo que se vio afectado su
crecimiento.
AMS ™2 XM2 CTR

PARTE
AEREA

RALZ

Figura. 5. Evaluacion de la promocion de crecimiento vegetal en maceta. Plantas de jamaica de 2 meses de crecimiento
inoculadas con bacterias con propiedades de crecimiento vegetal. Ochrobactrum sp (OM3), Pseudomonas hibiscicola
(IM1), Pseudomonas geniculata (TM5), Stenotrophomonas malthopila (XM10), Serratia marcescens (OM1), Ochrobactrum
sp (AM5), Ochrobactrum sp (TM2), Klebsiella sp (XM2).

En la tabla 3, se muestran los datos
fenotipicos de los aislados bacterianos,
respecto al control, La longitud de la parte
aérea de la planta alcanz6 un maximo de 78
cm para los tratamientos XM10 y OM1 con la
generacion de un sistema radicular
abundante; en tanto que el mas bajo fue de
54 cm para la cepa AM5. En relacién a la
biomasa fresca de la parte aérea el

tratamiento TM5 presento el valor maximo de
280 g y el menor fue para IM1 (167 g), con
respecto a la biomasa fresca de parte de la
raiz TM5 (21.85 g) sobresalié. Finalmente, la
presencia de flores fue muy variado por
tratamientos, pese a que las plantas del
tratamiento AMS5 no crecieron mas alla de 54
cm fue la que inicio primeramente con flores,
contabilizando en total 22.

Tabla 3. Datos fenotipicos de Hibiscus sabdariffa a nivel invernadero.

Tratamiento Altura Biomasa NuUmero de
(cm) fresca (g) flores
aérea raices

OM3 58 195 7.3 11
IM1 57 167 11.8 16
TM5 73 280 21.85 14
XM10 78 201 145 18
oM1 78 239 9.5 20
AM5 54 220 8.69 22
TM2 75 249 13 8
XM2 56 278 17.4 12
CTR 58 270 14 14
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Conclusiones

Las semillas se Hibiscus sabdariffa variedad
costefia, presentd6 una alta taza de
germinacion (100 %) en un periodo de 48 h,
sin presencia de contaminantes.

Ocho cepas bacterianas no presentaron
efecto fitotoxico sobre la germinacion de
semillas de Hibiscus sabdariffa y favorecieron
la elongacion de las plantulas.

El desarrollo de la planta fue favorecido por la
cepa TM5 y en produccion de flores, la cepa
AMS5.

Perspectivas del trabajo

A fin de corroborar el efecto de las bacterias
promotoras de crecimiento vegetal se
propone el someter la interaccion de las
mejores cepas XM10, TM5 y OM1; asi como
consorcios microbianos junto con un producto
comercial para ser un referente de medicion.
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Resumen

Se evaluaron cinco variedades de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) cultivadas en el estado de
Oaxaca: Jamapa, Criollo San Juan, Blanco, Rojo Oscuro y Mixteco, con el objetivo de caracterizar
sus propiedades fisicas, quimicas, contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante
(DPPH- y ABTS™). La variedad Rojo Oscuro destaco por presentar el mayor tamafno de semilla, asi
como un elevado contenido de proteinas (13.46%), cenizas (4.92%), compuestos fendlicos (2.37 mg
EAG/g b.s.), flavonoides totales (7.09 mg EQ/g b.s.) y la mayor actividad antioxidante (18.78 DPPHe
y 37.96 ABTS™). Por su parte, el frijol Blanco mostré el mayor contenido proteico (14.48%) y de grasa
(2.57%). Las variedades de frijol negro (Jamapa y Criollo San Juan) también se destacaron por su
notable actividad antioxidante, en particular en el ensayo ABTS™.

En conjunto, estos resultados evidencian que las variedades de frijol con tonalidades oscuras
concentran mayores cantidades de compuestos bioactivos y exhiben una mayor actividad
antioxidante, lo que resalta su potencial como alimentos funcionales con beneficios para la salud,
especialmente en la prevencion de enfermedades crénicas no transmisibles.

Palabras Claves: Frijol comun, compuestos bioactivos, actividad antioxidante, alimento funcional.

Abstract

Five common bean (Phaseolus vulgaris L.) varieties cultivated in the state of Oaxaca Jamapa, Criollo
San Juan, Blanco, Rojo Oscuro, and Mixteco were evaluated characterizing their physical and
chemical properties, bioactive compound content, and antioxidant activity (DPPH+s and ABTS™*). The
Rojo Oscuro variety stood out for exhibiting the largest seed size, as well as a high content of proteins
(13.46%), ash (4.92%), phenolic compounds (2.37 mg GAE/g d.w.), total flavonoids (7.09 mg QE/g
d.w.), and the highest antioxidant activity (18.78 DPPH+ and 37.96 ABTS™). In turn, the Blanco bean
showed the highest protein (14.48%) and fat (2.57%) contents. The black bean varieties (Jamapa
and Criollo San Juan) also stood out for their remarkable antioxidant activity, particularly in the ABTS™*
assay.

Overall, these findings demonstrate that dark colored bean varieties concentrate higher amounts of
bioactive compounds and exhibit greater antioxidant activity, highlighting their potential as functional
foods with health benefits, especially in the prevention of non-communicable chronic diseases.

Key Words: Common bean, bioactive compounds, antioxidant activity, functional food.
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Introduccién

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es una
de las leguminosas de mayor relevancia a
nivel mundial, debido principalmente a su
elevado valor nutritivo. Constituye una fuente
relevante de proteinas  (20-25%) vy
carbohidratos complejos (50-60%), ademas
de aportar cantidades importantes de fibra
dietética, acidos grasos poliinsaturados y
diversos macro y micronutrientes esenciales
(Chen et al., 2015). Estas propiedades
nutricionales se encuentran estrechamente
vinculadas con la composicion estructural del
grano, el cual estd conformado por tres
componentes principales: la testa (9%), los
cotiledones (90%) y el eje embrionario (1%),
cada uno con perfiles especificos de
compuestos bioactivos (Figura 1).

Testa

» Antocianinas

+ Flavonoides

» Compuestos fendlicos
+Isoflavonas
+flavonoles

Cotiledones

+Proteinas

« Compuestos fendlicos
+ Fibra soluble

Radicula” Oligosacaridos

Hilo
+Saponinas
Micrépilo
Endospermo
+ Almidon

Hipocaotilo
* Aminoécidos

Figura 1. Anatomia de la semilla del frijol (Phaseolus
vulgaris L.)
(Reyes-Bautista et al., 2024).

Diversos estudios han demostrado que el
contenido de compuestos fendlicos se
encuentra estrechamente correlacionado con
la actividad antioxidante del frijol. En
particular, las variedades con testa
pigmentada (roja, negra, rosa, crema o
marrén) presentan niveles significativamente
superiores de actividad antioxidante en
comparacién con aquellas de testa blanca
(Rodriguez-Madrera et al., 2021). Estos
compuestos no solo acttan como
neutralizadores de radicales libres, sino que
también se han asociado con efectos
antiinflamatorios, anticancerigenos,
antidiabéticos, antiobesidad y
antimutagénicos (Ganesan & Xu, 2017). El
consumo regular de frijol se ha relacionado

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

con la reduccion del riesgo de enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2, cancer
gastrico y de préstata, asi como con la
prevencion de la obesidad. Dichas
propiedades funcionales se atribuyen
principalmente a la presencia de compuestos
bioactivos, tales como compuestos fendlicos,
flavonoides, acidos fendlicos, taninos y acidos
triterpénicos, entre otros.

En el estado de Oaxaca, el frijol constituye uno
de los cultivos agricolas de mayor relevancia.
A lo largo del tiempo, los productores locales
han realizado una seleccion empirica de
colectas, priorizando aquellas variedades
mejor adaptadas a las condiciones
agroclimaticas de cada region, lo cual influye
de manera determinante en los niveles de
productividad. En diferentes zonas del estado
se han identificado numerosas colectas
locales; no obstante, pese a los esfuerzos
realizados a nivel nacional para caracterizar la
diversidad genética del frijol, el conocimiento
sobre la totalidad del germoplasma disponible
sigue siendo limitado. De igual forma, son
escasos los estudios que aborden de manera
integral aspectos taxonomicos, anatémicos,
fisiolégicos y etnobotanicos de estas
variedades (Pliego-Marin et al., 2013).

En este contexto, el presente estudio tiene
como objetivo evaluar la composicion
nutricional, el contenido de compuestos
fendlicos y flavonoides, asi como la actividad
antioxidante de distintas variedades de frijol,
con el propésito de identificar aquellas con
mayor potencial funcional y nutracéutico.

Materiales y Métodos

Materia prima

Se evaluaron cinco variedades de frijol
(Phaseolus vulgaris L.) procedentes del
estado de Oaxaca (Tabla 1). Los granos
fueron proporcionados por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) y procesados
en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas
Medicinales del Centro de Investigaciones
Cientificas de la Universidad del Papaloapan
(UNPA), campus Tuxtepec. Posteriormente,
los granos fueron sometidos a un proceso de
limpieza, envasados en bolsas de plastico
selladas al vacio y almacenados a una
temperatura de 8-10 °C hasta su uso.
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Tabla 1. Variedades y origen del frijol comun.

Variedad de frijol Origen Foto

. Zimatlan de Alvarez, Valles centrales de Oaxaca,
Rojo Oscuro México

Zimatlan de Alvarez, Valles centrales de Oaxaca,
Elanee México

. Santa Ana Tlapacoya, Valles Centrales de Oaxaca,
Mixteco Méxi
éxico

Criollo San Juan San Juan Sayultepec, region Mixteca, Oaxaca,
México

San Juan Bautista Tuxtepec, regién de la Cuenca del

Jamapa Papaloapan, Oaxaca, México
Caracterizacion fisica de los granos de hilo, peso, Figura 2), a 100 granos de cada
frijol . o variedad con un vernier digital (RexQualis),
Los granos de frijol fueron limpiados y los granos también fueron pesados usando
seleccionados, posteriormente se midieron las una balanza analitica (ADAM) (Ledn-Murillo
caracteristicas fisicas (largo, ancho, grosor e 2016). ’

Largo -
Hilo

EAnchod Grosor

Figura 2. Representacion de las tres dimensiones del frijol comun

Se calculé del diametro geométrico (Dg), el esfericidad (®) para de los granos de frijol de
diametro aritmético (Da), el volumen (mm?3), el acuerdo con las ecuaciones de la Tabla 2
coeficiente de aplanamiento y el criterio de la (Mohsenin, 2020 y Ganesan & Xu, 2017).
Tabla 2. Propiedades fisicas de los granos de frijol.
Propiedad fisica Ecuacién
LxAX
Diametro aritmético (Da) Da = TG
Diametro geométrico (Dg) D, = (G*AxL)3
D
Esfericidad (®) ®= Ta
Coeficiente de aplanamiento Coef.de apl = %
LA
Volumen aproximado (V): Vol = 3“32 G

Donde: L= longitud (mm), A= ancho (mm), G= grosor (mm), D,= diametro medio aritmético (mm),
D,=didmetro medio geométrico (mm), ®= esfericidad (adimensional), V= volumen (mm?).
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Obtencién de harinas

Los granos fueron molidos en un equipo
Nutribullet (licuadora de alta velocidad), y se
tamizaron con una malla No. 80 (0.177 mm).
Las harinas crudas (HC) obtenidas se
almacenaron en bolsas de polipropileno
selladas al vacio y se conservaron a
temperatura ambiente hasta su uso (Manuel-
Pérez et al., 2023).

Analisis quimico proximal

La caracterizacion quimica proximal se realizé
siguiendo la metodologia propuesta por
AOAC (2019), utilizando 1 g de HC de cada
variedad de frijol. El contenido de humedad se
determind a 105°C hasta alcanzar peso
constante (Método 925.09). El contenido de
cenizas se obtuvo por calcinaciéon a 550 °C
durante 4 h (Método 923.03). La grasa cruda
se cuantific6 como lipidos libres, mediante
extraccion con hexano (Método 920.39). La
proteina cruda se determiné por el método
Kjeldahl, aplicando un factor de conversion
6.25 para estimar el contenido proteico
(Método 954.01). La fibra total se cuantifico
por digestiéon acido-alcalina utilizando 1 g de
harina (Método 978.10). Finalmente, el
extracto libre de nitrégeno (ELN) se calculd
por diferencia.

Extraccion de compuestos bioactivos

La extraccion de compuestos bioactivos se
realizé utilizando una relacion 1:10 (p/v) de
harina con una mezcla de acetona, agua y
acido acético (70:29.5:0.5 v/v/v) (Singh et al.,
1991; Xu & Chang, 2007). La suspensioén se
mantuvo en agitacion (Prendo, modelo AGO
60-40) durante 16 h a 160 rpm.
Posteriormente, los extractos se centrifugaron
(Thermo Fisher, modelo Heraeus Megafuge
16R) a 3490 x g por 15 min, el precipitado se
lavé con el mismo solvente. Los
sobrenadantes obtenidos se concentraron en
un rotavapor a 45 °C, se liofilizaron y
finalmente almacenados bajo refrigeracion a -
4 °C hasta su analisis.

Determinaciéon de compuestos fenodlicos y
flavonoides totales

La extracciéon de compuestos fendlicos y
flavonoides se realizd6 a partir de 10 mg de
harina suspendidos en 10 mL de metanol. El
contenido de compuestos fendlicos se
determind mediante el método de Folin-
Ciocalteu (Singleton et al., 1999), mientras
que, el contenido de flavonoides totales se

BioTecnologia, Ao 2026, Vol. 30 No.1

evalu6 mediante un ensayo colorimétrico
adaptado al formato de microplacas (Xu &
Chang, 2007). Para la elaboracién de las
curvas estandar se utilizaron acido galico y
catequina como patrones de referencia. Los
resultados de compuestos fendlicos totales
(CFT) se expresaron como mg equivalentes
de &cido galico por g de base seca (mg EAG/g
b.s.) y los flavonoides totales (FT) como mg
equivalentes de quercetina por g base seca
(mg EQ/g b.s.).

Evaluacion de la actividad antioxidante
(ABTS™* y DPPH?¢)

La actividad antioxidante de los extractos
metandlicos (10 mg/mL) se evalué mediante
los métodos ABTS™ (2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (Re et al.,
1999) y DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
(Brand-Williams et al., 1995), ambos
adaptados al formato de microplacas. Para la
cuantificacion se construyé una curva de
calibracion elaborada con Trolox (1 mg/mL en
metanol) en un intervalo de 0 a 1000 ug/mL.
Los resultados se expresaron como pmol
equivalente de Trolox/g de muestra en bases
seca (ecuacion 1).

Ecuacion (1) %AA= [12—m x 100
R

Donde: %AA: Actividad antirradical; Am:
Absorbancia de las  muestras; Ar:
Absorbancia de la referencia.

Andlisis estadistico

El andlisis de los resultados se realiz
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de
una via, y una prueba de Fisher para la
comparacion de medias. Este estadistico se
realizd con un nivel de significancia a= 0.05,
utilizando el paquete estadistico Minitab®
2020 (version 20.3).

Resultados

Las caracteristicas fisicas de los granos de las
cinco variedades de Phaseolus vulgaris L., se
presentan en la Tabla 3. Las variedades
mostraron diferencias significativas entre si,
reflejando la diversidad morfoldgica existente.
La variedad Rojo Oscuro destaco por ser la de
mayor tamafo con valores de longitud
(10.36 mm), ancho (6.45mm), grosor
(5.50 mm), hilo (2.23mm), peso (0.279) y
volumen (0.11 mm?3). Asimismo, presento los
mayores diametros aritmético (Da = 7.44 mm)
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y geométrico (Dg = 4.72 mm), confirmando su
condicién de una semilla grande y de forma
ovalada. Estos valores difieren ligeramente de
lo reportado por Garcia-Diaz (2016), quien
caracteriz6 esta misma variedad con
dimensiones mayores (longitud: 11.8 mm,
ancho, 7.1 mm, grosor: 5.4 mm y peso: 0.261
g), y concluyd que el frijol rojo es uno de los
granos mas grandes del género P. vulgaris.

Las variedades Jamapa, Criollo San Juan y
Mixteco mostraron dimensiones
intermedias. La variedad Jamapa mostro

valores similares en longitud (8.66 mm),
volumen (0.07mm3) vy coeficiente de
esfericidad (0.74), lo que sugiere una semilla
con una forma ovalada a ligeramente
redondeada. El Criollo San Juan presento
una esfericidad de 0.69y un coeficiente de
aplanamiento de 0.47, indicando una semilla
mas alargada y aplanada. Por su parte, la
variedad Mixteco, presentdé la menor
esfericidad (0.66) y el coeficiente de
aplanamiento mas bajo del grupo (0.40), lo
que confirma su forma alargada y aplanada.

Tabla 3. Caracteristicas fisicas y morfolégicas de los granos de frijol comun.

Propiedades _ Variedades de frijol

fisicas Jamapa C"gll:gns an Blanco Rojo Oscuro Mixteco
Longitud (mm) 8.66 £ 0.044 9.27 £ 0.05°¢ 9.17 £ 0.05¢ | 10.36 £ 0.067 | 9.64 £ 0.05°
Ancho (mm) 5.98 £ 0.400 5.41 £ 0.03¢ 5.37 £ 0.03¢ 6.45+0.08 | 561003
Grosor (mm) 4,64 £ 0.030 4.37 £0.03¢ 3.93+0.034 550 +£0.04® | 3.87 £0.04¢
Hilo (mm) 1.90 £ 0.05¢ 1.80 £ 0.03¢ 1.74 £ 0.034 223+£0.04% | 211 £0.03°
Peso (g) 0.18 £ 0.03° 0.17 £0.03°¢ 0.14 £ 0.02¢ 0.27 £0.04® | 0.16 £0.02¢
D, (mm) 6.43 £ 0.36° 6.35 £ 0.300 6.16 £ 0.30°¢ 7.44 £ 0.049 6.38 £0.03F
D, (mm) 439012 | 4.36x0.10° 4.30+£0.01c | 472x0.012 | 4.37 £0.01°
(0] 0.74 £ 0.022 0.69 £ 0.02¢ 0.67 £ 0.01¢ 0.72£0.02° | 6.66 £0.02¢
Volumen (mm?) | 0.07 £ 0.01° 0.06 £0.01¢ 0.06 £ 0.01d 0.11£0.022 | 0.06 £0.01¢
ap%?‘l%frlnlije?!to 0.54 £0.039 0.47 £ 0.030 0.43 £0.03° 0.53+£0.04% | 0.40 +£0.04¢

Los valores son el promedio de 100 repeticiones + error estandar. *Letras diferentes en la misma fila indican diferencia

significativa de (p < 0.05).

Finalmente, la variedad Blanca fue la de
menor tamafo, con los valores mas bajos en
las caracteristicas en grosor (3.93 mm), hilo
(1.74 mm), peso (0.14 g), volumen (0.06 mm?3),

coeficiente de aplanamiento (0.43) vy
esfericidad (@ = 0.67). Estos resultados
coinciden con lo reportado por Solano-
Cervantes et al. (2009), quienes

caracterizaron esta misma variedad (longitud:
8.50 mm, ancho: 5.95 mm y grosor: 5.0 mm) y
concluyeron que se encuentra entre las
semillas mas pequenas del género P. vulgaris
L.

Las diferencias observadas en las
caracteristicas  fisicas (tamafio, peso,
diametro, volumen, esfericidad y coeficiente
de aplanamiento) pueden atribuirse tanto a la
variedad y al manejo agronémico del cultivo,
como a las condiciones climaticas y al origen
del grano (Maqueira-Lopez et al., 2021).
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Asimismo, se reconoce la influencia de
factores genéticos (Garcia-Diaz, 2016). Cabe
destacar que, respecto al volumen y al
coeficiente de aplanamiento, no hay estudios
previos que describan estas caracteristicas en
frijoles u otras leguminosas; por lo tanto, los
resultados obtenidos constituyen un aporte
relevante para futuras investigaciones
orientadas a relacionar estas propiedades
fisicas con la calidad del grano, el disefio de
cribadoras para la seleccion de semillas por
tamafio y el comportamiento en procesos
biolégicos como la germinacion.

El analisis quimico proximal de las harinas
crudas de frijol se presenta en la Tabla 4. El
contenido de humedad oscil6 entre 9.07%
(Mixteco) a 11.44% (Jamapa), estos valores
se encuentran dentro de lo establecido por la
NOM-147-SSA1-1996 (£15% de humedad en
harinas), lo cual garantiza su calidad y vida de
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anaquel, ademas de confirmar que las
muestras cumplen con los requisitos para su
comercializacion y procesamiento industrial.

En cuanto al contenido de proteina, las
variedades Blanco (14.48%) y Rojo Oscuro
(13.46%) destacaron por presentar valores
mas altos, ubicandose dentro del intervalo de
14.2-19% reportado para frijoles rojos vy
negros por Campos-Vega et al. (2010). Por el
contrario, las variedades Jamapa (11.22%),
Criollo San Juan (11.01%) y Mixteco (12.77%)
mostraron valores inferiores a lo descrito en la
literatura. El elevado contenido proteico en las
HC de las variedades Blanco y Rojo Oscuro
puede atribuirse a una eficiente acumulacion
de reservas en los cotiledones (Singh & Singh
Riar, 2022). Cabe sefialar que Ia
concentracién de proteina en el frijol depende
no solo de los genes implicados en su sintesis
y acumulacion, sino también de procesos
fisiolégicos relacionados con la absorcion de
nutrientes, la maduracion, el tamafio de la
semillay la sintesis y acumulacién de almidoén.
Ademas, factores ambientales como la
ubicacion geografica y la época de cosecha
influyen de manera significativa en este
parametro (Cid-Gallegos et al., 2023).

Respecto al contenido de grasa, las
variedades evaluadas se encontraron en un
intervalo de 1.64% (Jamapa) a 2.57%
(Blanco) (Tabla 4), valores que coinciden con
lo reportado por Kan et al., (2017), para
diversas variedades de P. vulgaris L. (0.8-
2.83%). Las diferencias observadas pueden
atribuirse a la variabilidad genética, asi como
a las condiciones de cultivo y ambientales
durante el desarrollo del grano (Galvan-
Mondragon., 2023).

En el caso de las cenizas, las variedades
Blanca (5.10%) y Mixteco (5.26%) mostraron
los valores mas altos (Tabla 4), superando en
aproximadamente un 45% lo reportado por
Galvan-Mondragon. (2023) para frijol comun
(3.51%). Por otro lado, las variedades Jamapa
(3.84%) y Criollo San Juan (3.58%)
presentaron los contenidos mas bajos,
aunque ligeramente superiores, cerca del 2%,
a los mencionados por dicho autor. Esta
variabilidad refleja la diversidad genética y
funcional de variedades de frijol, lo que
subraya su potencial nutracéutico (Onwuka et
al., 2024).

Tabla 4. Composicion quimica proximal de las harinas crudas del frijol (P. vulgaris L).

Nombre 7
dc;:;r;li'}gl Humedad Proteinas Grasa Cenizas Fibra total ELN
e | 3| GRS | | S | bar |
C:S" ‘Ca | 01® | oos | oow | oom |7084x008
Blanco | 9.94 + 0.29¢ 13_';3;! %%765 50'_10%;—“ 161)713 66.14 + 0.44¢
owmo | 018 | ‘ose | Gom | oom | oaon |0659%0855
Mixteco | 9.07£0.14c | 1277% Py o20 200r | e873x0460

Los valores son el promedio de 3 repeticiones + error estandar. #ILetras diferentes en la misma columna indican diferencia
significativa de (p<0.05).

Las variedades de Criollo San Juan, Mixteco y
Rojo Oscuro presentaron los mayores
contenidos de fibra 2.26%, 2.13% y 2.39%,
respectivamente (Tabla 4). Estos valores
fueron inferiores a los reportados por Guevara
et al. (2020), quienes encontraron valores de
3.52% a 6.73% en variedades de frijol negro y
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rojo. En contraste, las variedades Blanco y
Jamapa mostraron los valores mas bajos
1.86% y 1.52% respectivamente. El bajo
contenido de fibra total observado en las
variedades evaluadas podria atribuirse a la
mayor proporcion de otros componentes
(proteinas y carbohidratos), asi como a
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factores genéticos y ambientales que afectan
la acumulacién de polisacaridos estructurales
(Cid-Gallegos et al., 2023).

Las harinas de frijol Rojo Oscuro y Criollo San
Juan presentaron el mayor contenido de
extracto libre de nitrogeno (ELN) 77.44% vy
70.91%, respectivamente (Tabla 4), valores
superiores al intervalo de 50-60% para frijol
comun reportado por Cid-Gallegos et al.
(2023). En contraste, la variedad Jamapa
presentd el valor mas bajo (62.21%),
ligeramente superior al reportado por el
mismo autor. El intervalo de ELN observado
(52-76%) indica la presencia de compuestos
nitrogenados disponibles como reserva
energética en el grano, con un alto porcentaje
de almidén, azucares solubles y fibra dietética
(Singh & Singh Riar, 2022). Cabe destacar
que el almidén de las leguminosas contribuye
a la liberacion lenta de glucosa, favoreciendo
un bajo indice glucémico y generando
beneficios a la salud (Berrios et al., 2010).

El contenido de compuestos fendlicos totales
(CFT) y flavonoides totales (FT) se presenta
en la Figura 3. El CFT (Figura 3A) variaron
entre 0.89 mg EAG/g b.s. (Blanco) y 2.37 mg
EAG/g b.s. (Rojo Oscuro). Esta ultima
variedad mostro el valor mas alto, consistente
con lo reportado por Rodriguez-Madrera et al.
(2021), quienes encontraron concentraciones
de 2.24-2.62 mg EAG/g b.s. en frijoles de
tonos marrones y rojizos. Las variedades
Jamapa y Mixteco presentaron contenidos
intermedios 1.59 y 1.34 mg EAG/g b.s.,
respectivamente. El frijol Blanco presento el
menor contenido (0.89 mg EAG/g b.s), dentro
del intervalo reportado por Agostini-Costa et
al. (2015) para esta variedad (0.1-2.1 mg
EAG/g b.s). De acuerdo con la clasificacién de
Marathe et al. (2011), los frijoles con CFT <1.0
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o 20
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15 ] d
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Jamapa Criollo Blanco Rojo  Mixteco
San Juan Oscuro

Variedades de frijol

mg EAG/

B)

mg EQ/g b.s

mg EAG/g b.s. se consideran bajos; entre 1-2
mg EAG/g b.s, moderados; y >2 mg EAG/g
b.s, altos. Asi, las variedades Rojo Oscuro y
Criollo San Juan se clasifican como de alto
contenido, Jamapa y Mixteco como
moderado, y Blanco como de bajo contenido
fendlico.

En cuanto al contenido de FT (Figura 3B), la
variedad Rojo Oscuro presentd el valor mas
alto (7.09 mg EQ/g b.s), el cual fue dos veces
mayor al reportado por Pérez-Pérez et al.
(2019) para frijoles rojos (3.39 mg EQ/g b.s.).
Los frijoles Criollo San Juan, Mixteco y
Jamapa mostraron valores intermedios (4.51,
4.73 y 3.89 mg EQ/g b.s., respectivamente),
que fueron entre 0.66 y 0.80 veces menores a
lo sefialado por Singh & Singh Riar (2022) en
frijoles negros (5.9 mg EQ/g b.s.). El frijol
Blanco mostré el menor contenido (1.72 mg
EQ/g b.s.), ligeramente superior al reportado
por Campos-Vega et al. (2018) (1.37 mg EQ/g
b.s.).

En conjunto, los resultados indican que el frijol
Rojo Oscuro constituye una fuente
particularmente rica de compuestos bioactivos
(fendlicos y flavonoides), con potencial
beneficio para la salud humana debido a su
elevada capacidad antioxidante. Estudios
previos han sefialado que las caracteristicas
genéticas influyen de manera significativa en
el contenido total de flavonoides en la testa de
la semilla (Campos-Vega et al. 2018).
Asimismo, se ha reportado que Ila
concentracion de CFT y FT varia segun la
época del afo, las condiciones de cultivo y el
origen de la semilla, lo que refleja la amplia
diversidad de P. wvulgaris como fuente de
compuestos fendlicos con interés funcional y
nutracéutico (Gan et al., 2017; Marathe et al.,
2011).
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Figura 3. A) Compuestos fendlicos. B) Flavonoides totales. #¢Letras diferentes en la misma grafica indican diferencia
significativa de (p<0.05).
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La actividad antioxidante de las cinco
variedades de frijol se evalué mediante los
métodos DPPHe« y ABTS™ (Figura 4). En el
analisis por DPPHs-, la variedad Rojo Oscuro
presenté el valor mas alto (18.78 ymol ET/g
b.s.) (Figura 4A), coincidiendo con lo
reportado por Rodriguez-Madrera et al.
(2021), quienes informaron un valor de 18.7
pmol ET/g b.s en frijoles con tonos rojos. Las
variedades de frijol negro mostraron valores
intermedios: Jamapa (9.56 pmol ET/g b.s.),
Mixteco (12.60 yumol ET/g b.s.) y Criollo San
Juan (15.05 pmol ET/g b.s). Estos valores
fueron 0.87 veces menores, 1.14y 1.37 veces
mayores, respectivamente al valor de 11 ymol
ET/g b.s. reportado por Lerma-Subias (2023)
en frijoles negros. En contraste, la variedad
Blanca presenté la menor actividad
antioxidante (5.48 upmol ET/g b.s.); sin
embargo, este valor fue superior al reportado
por Lerma-Subias (2023) (3.93 pmol ET/g
b.s.) para frijoles de la misma variedad. Los
resultados sugieren que la actividad
antioxidante esta influenciada por el color de
la semilla. Las variedades de testa oscura,
particularmente Rojos y Negras, exhibieron
mayor actividad, lo que se relaciona con su
elevado contenido de compuestos fendlicos,
como antocianinas y taninos condensados.
Estos metabolitos poseen propiedades
antioxidantes que contribuyen a la neutralizacion
de radicales libres y a la prevencion del dafio
celular (Manuel-Pérez et al., 2023). En el ensayo
A)
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[s=]
o
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ABTS-+

ABTS"*, la variedad Rojo Oscuro también presentd
la mayor actividad antioxidante (37.96 umol ET/g
b.s.) (Figura 4B), superando en un 16.50% lo
reportado por Carbas et al. (2020) para frijoles
rojos (32.58 umol ET/g b.s.). Las variedades
negras mostraron valores entre 21.36 pmol ET/g
b.s. (Jamapa) y 36.76 umol ET/g b.s. (Criollo San
Juan), correspondientes a 1.23 y 2.11 veces
superiores, respectivamente, al valor de 17.4 pmol
ET/g b.s. descrito por Soriano et al., (2015). Por su
parte, el frijol Blanco registr6 la actividad mas baja
(9.06 umol ET/g b.s.) aunque este valor fue 21.6%
mayor al reportado para la misma variedad (.45
umol ET/g b.s.) por Carbas et al. (2020).

La elevada capacidad de eliminacion de
radicales libres en la variedad Rojo Oscuro se
debe principalmente a su alto contenido de
compuestos fendlicos y flavonoides, los
cuales actuan como donadores de electrones
capaces de neutralizar especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Xu & Chang, 2008). Estas
moléculas, gracias a sus estructuras
aromaticas con grupos hidroxilo, facilitan la
estabilizacién de radicales libres, lo que
explica la mayor actividad antioxidante
observada tanto en DPPHe como en ABTS™*
(Villar-ldoate, 2024). Este comportamiento
coincide con lo sehalado por Zhao et al.
(2014), quienes reportan una correlacion
directa entre el contenido fendlico total y la
capacidad antioxidante.
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Figura 4. Actividad antioxidante determinada mediante los métodos A) DPPH-+; B) ABTS™. #¢Letras diferentes en la misma
grafica indican diferencia significativa de (p<0.05).

Conclusiones

La variedad Rojo Oscuro destacé por su
mayor tamafo, peso, contenido proteico,
concentracion de compuestos fendlicos y
flavonoides, asi como por la mayor actividad
antioxidante, tanto en DPPHe como en
ABTS*. En contraste, la variedad Blanca
presenté los valores mas bajos en
compuestos bioactivos y actividad
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antioxidante. Estos hallazgos confirman que el
color de la testa estd directamente
relacionado con la concentracién de
compuestos fendlicos y flavonoides, asi como
con la capacidad antioxidante, lo que
posiciona al frijol Rojo Oscuro como alimento
funcional con beneficios potenciales para la
salud.
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AISLADOS PROTEICOS DE HARINAS DE GERMINADOS DE
FRIJOL Y LENTEJA

Maria Soledad Cérdova Aguilar, Tania Vianey Cruz Sandoval, Isadora Martinez Arellano
Laboratorio de Ingenieria de Proceso, ICAT-UNAM, Ciudad Universitaria, 04510, CDMX
marisol.cordova@icat.unam.mx

Resumen

En este proyecto se llevé a cabo la germinacion de frijol y lenteja, seguida de la obtencidn de aislados
proteicos de alta calidad y funcionalidad. Se establecieron condiciones controladas de temperatura
y humedad para la germinacion de las legumbres, asegurando mas del 80% de semilla germinada
en un estadio de radicula visible. Posteriormente, se obtuvieron harinas de ambos germinados y se
realizé un barrido de pH para identificar el punto isoeléctrico, definiendo asi las condiciones de
extraccion de los aislados proteicos mediante un proceso de hidrdlisis alcalina a pH 10 y precipitacién
acida a pH 1y 3, respectivamente, en un reactor con control de pH y temperatura.

Las harinas de los aislados se secaron por aspersion y se caracterizaron fisicoquimica y
funcionalmente. Esta caracterizacion incluyé parametros como capacidad espumante, retencion de
agua y aceite, estabilidad de emulsion, color, actividad de agua, humedad, polifenoles, inhibidores
de tripsina y grado de hidrdlisis, ademas de realizar un analisis quimico proximal y cuantificar la
proteina digestible.

Con esta propuesta, se contribuye a la reduccién de componentes indeseables, se mejora la
digestibilidad de las proteinas, se aumenta la biodisponibilidad mineral y se generan aislados
proteicos con propiedades tecnolégicas beneficiosas. Estos aislados representan una alternativa
valiosa y versatil para la industria alimentaria, siendo competentes para la elaboracién de
suplementos alimenticios de alta calidad nutricional y como ingredientes funcionales en la
elaboracién de productos como una harina para elaborar hot cakes.

Palabras clave: aislados proteicos, germinados, , legquminosas

Abstract

Black beans and lentils were germinated under controlled temperature and humidity conditions
ensuring more than 80% of the seed germinated at a visible radicle stage. Flours from the germinated
legumes underwent a pH sweep to identify the enabling optimized extraction of functional protein
isolates via alkaline hydrolysis (pH 10) and acid precipitation (pH 4 or 1) in a temperature-controlled
reactor.

The isolated flours were spray-dried and characterized for physicochemical and functional properties,
such as foaming capacity, water/oil retention, emulsion stability, color, water activity, moisture,
polyphenols, trypsin inhibitors, and degree of hydrolysis. Also, a proximate analysis and digestible
protein determination were conducted. The approach proposed reduces antinutritional factors,
enhances protein digestibility and mineral bioavailability, as well as yields isolates with greater
technological attributes, offering a versatile, high-value alternative for being useful as ingredients for
nutritional supplements and functional products like pancake mixes.

Key Words: sprouts, protein isolates, legumes.

Introduccién

Las legumbres son el segundo grupo
alimentario mas producido mundialmente,
solo por detras de los cereales (Dave et al.,
2024). Su versatilidad como fuente de
proteinas para humanos y animales, junto con
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su capacidad para fijar nitrdgeno atmosférico
—mejorando la fertiidad del suelo vy
reduciendo fertilizantes sintéticos—, las
posiciona como pilares de la sostenibilidad
agricola (Magrini, 2022). En las ultimas
décadas, han evolucionado como fuentes
competitivas de  proteinas  vegetales
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adaptables a diversos climas, ricas en
carbohidratos complejos (de digestion lenta),
fibra dietética, minerales, vitaminas del grupo
B y bioactivos como compuestos fendlicos,
vitamina C y tocoferoles (Maphosa & Jideani,
2017). El mercado latinoamericano de
legumbres alcanzo 8.11 millones de toneladas
en 2025 (Choudhury, 2025). El consumo de
legumbres esta fuertemente impulsado por su
bajo costo y el aporte nutricional esencial que
proporcionan a la dieta moderna (Guimond
Ramos, J. C. 2020). Su alto contenido de fibra
dietética contribuye a modular la glucosa
postprandial y al metabolismo lipidico, lo que
se traduce en una reduccion de los niveles de
colesterol, glucosa y triglicéridos (Ramdath, D.
D., et al. 2016). Asimismo, este segmento se
ha visto favorecido por la diversificaciéon de los
patrones alimentarios actuales, como el
veganismo, el flexitarianismo y las dietas
basadas principalmente en plantas (Dagevos,
H. 2021; Alcorta et al., 2021), junto con una
creciente conciencia por la salud del
consumidor y el incremento del uso de harinas
y aislados de legumbres en productos
procesados (panaderia, pastas, snacks),
especialmente en la categoria de alimentos
funcionales (Urtasun, 2021). A pesar de su
riqueza nutricional, las legumbres presentan
limitaciones en su digestibilidad vy
biodisponibilidad debido a compuestos anti-
nutricionales, que dificultan la absorcién de
algunos nutrientes y causan molestias
digestivas (Popova & Mihaylova, 2019).

La germinaciéon constituye un proceso
fisiolégico que inicia el desarrollo embrionario
de las legumbres, mediado por factores
ambientales como la disponibilidad hidrica, la
humedad, la luz, la temperatura, y la salinidad
(Matilla, 2008; Joshi & Varma, 2016). Este
tratamiento activa enzimas hidroliticas que
degradan antinutrientes (fitatos, taninos,
oxalatos, inhibidores de proteasas), elevando
la biodisponibilidad de minerales (Ca, Fe, Zn,
Mg, Mn, Cu) y vitaminas (C, B-carotenos).
Incrementa de manera relevante el contenido
proteico hasta 25.4-37.2%, acompanado de
hidrdlisis proteica a péptidos y aminoacidos
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libres, lo que eleva la digestibilidad y habilita
la obtencion de aislados proteicos de alta
pureza (Xu et al., 2019; Guajardo et al., 2017),
asi como de fibra dietética: a 4.6-9.2%, con
beneficios en la salud gastrointestinal y en la
regulacion glicémica (Setia, 2019), con
reduccién en tiempos de coccién (Gunenc et
al., 2017; Guajardo et al.,, 2017). Las
legumbres germinadas presentan mejoras
cualitativas en propiedades termofuncionales
como una menor entalpia de gelatinizacion del
almidén, favoreciendo la digestibilidad,
procesamiento  térmico y aplicaciones
industriales en harinas panificables, pastas y
suplementos proteicos de origen vegetal
(Gutiérrez, 2019).

Ante la creciente demanda en la industria
alimentaria por productos sostenibles y
nutritivos, los aislados proteicos derivados de
leguminosas son una buena alternativa. Estas
proteinas vegetales ofrecen un perfil de
aminoacidos completo, alto contenido de fibra
y micronutrientes bioactivos, contribuyendo a
dietas funcionales contra enfermedades
cronicas como diabetes y obesidad (Ed-
Saadony et al.,2025 ). La forma mas efectiva
de maximizar su funcionalidad consiste en
producir aislados (>80-90% de proteina en
base seca), concentrados (50-90%) o harinas
(<65%) a partir de leguminosas como
chicharo, frijol, garbanzo o lenteja (Smiriti et
al,, 2023). EI método mas comun es el
fraccionamiento en humedo, que involucra
extraccion alcalina a pH 8-9 (rendimientos del
70-90%), precipitacién isoeléctrica a pH < 4.5
(tipica de las globulinas de leguminosas) y la
deshidratacién por secado o liofilizacion.
Estos pasos eliminan eficientemente
antinutrientes (ej. inhibidores de ftripsina,
taninos), grasas y carbohidratos solubles, lo
que genera alto rendimiento y pureza, junto
con propiedades funcionales como
emulsificacion, formacién de espuma,
retencion de agua/aceite y solubilidad. Estas
caracteristicas  permiten  superar las
limitaciones sensoriales y funcionales de las
leguminosas crudas, estableciendo a los
aislados como ingredientes esenciales en
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productos  innovadores. Asi, resultan
adecuados para aplicaciones en analogos de
carne (texturizaciéon por extrusion), bebidas
(estabilidad coloidal) y panaderia (mejora del
volumen en panes sin gluten), entre otras
aplicaciones pese a su menor capacidad
gelificante (Yeasmen & Orsat, 2024).

Por tanto, este trabajo tuvo como objetivo
obtener, caracterizar y aplicar aislados
proteicos derivados de harinas obtenidas por
germinacién de frijol negro (Phaseolus
vulgaris L.) y lenteja (Lens culinaris Medik.),
mediante hidrolisis alcalina seguida de
precipitacion acida.

Materiales y Métodos

Germinado de legumbres

Para el proceso de germinacion, se utilizaron
frijol negro y lenteja pardina secos, a los
cuales previamente se les realiz6 una limpieza
con la finalidad de eliminar impurezas y
semillas dafiadas. Posteriormente, se
colocaron en charolas dentro de un
germinador a las condiciones establecidas en
la Tabla 1.

Tabla 1: Condiciones de germinacién para legumbres

Legumbre Condiciones de germinacion

Temperatura de 21°C
76% de Humedad

Lenteja Aspersion cada 2 h
De 4 a 5 dias para germinar
Temperatura de 24°C
.. 80% de Humedad
Frijol

Aspersion cada 4 h
De 7 a 10 dias para germinar

Obtencion de harinas de legumbres
germinadas

Una vez finalizado el proceso de germinacion,
las semillas germinadas se secaron en un
deshidratador de charolas (Avantco®) a una
temperatura de 60°C durante 12 h. Con un
robot industrial (Thermomix®), se molieron las
semillas germinadas y secas para obtener una
harina fina.
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Determinacion del punto méaximo de
solubilidad

Se dispersd 1.0 g de harina de germinado en
10 mL de agua. La mezcla fue centrifugada
durante 30 min a 4000 rpm y se utiliz6 el
sobrenadante para realizar un barrido de pH
en el intervalo de 7 a 13, para identificar el
punto de maxima solubilidad de las proteinas.
La cantidad de proteina soluble se determiné
mediante el reactivo de Bradford a una
absorbancia de 595 nm (espectrofotometro
Shanghai Yoke Instrument 721 ®).

Hidrdlisis alcalina

Se adicionaron 200 g de harinay 1 L de agua
destilada a un reactor de vidrio con agitacion
y chaqueta, conectado a un bafio térmico que
permitid mantener la temperatura constante a
50 °C. Bajo agitacion continua durante 1 h, se
anadié hidroxido de sodio 1 N hasta alcanzar
un pH de 10 para ambas harinas. La mezcla
fue centrifugada durante 10 min a 5000 rpm, y
el sobrenadante obtenido se almacend en
refrigeracion.

Determinacién del punto isoeléctrico

A 1 mL del sobrenadante obtenido tras la
hidrdlisis alcalina aforado a 10 mL con agua
destilada, se le realiz6 un barrido de pH en el
intervalo de 1 a 6, con el objetivo de identificar
el punto de minima solubilidad de las
proteinas (punto isoeléctrico). La
concentracion de proteina soluble se
determind mediante el método de Bradford,
midiendo la absorbancia a 595 nm en un
espectrofotometro (Shanghai Yoke Instrument
721 ®).

Precipitacion acida

Al sobrenadante obtenido de la hidrdlisis
alcalina se le anadié acido clorhidrico 1 N bajo
agitacion constante, hasta alcanzar un pH de
1 en el caso de la harina de frijol y pH de 3
para la harina de lenteja. La mezcla fue
centrifugada durante 10 min a 5000 rpm. EI
precipitado obtenido se solubiliz6 en la
minima cantidad de agua, se neutralizé con
hidroxido de sodio 1 N y se almacend6 en
refrigeracion.
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Secado por aspersion

Para la obtencion de los aislados en polvo, se
realizé el secado del precipitado neutro en un
secador por aspersion (Bichi Mini Spray
Dryer B-290 ®), ajustando la temperatura de
entrada a 140°C y temperatura de salida de
60°C, con un flujo de bomba de 15%,
aspirador de 100% y un flujo de volumen de
gas pulverizado de 37°C.

Caracterizaciéon de las propiedades de las
harinas crudas y los aislados

Humedad (%)

Se pesaron 0.15 g de cada muestra (harinas y
aislados) y se colocaron en una termobalanza
(Sartorius  ®). ElI equipo determin6 el
porcentaje de humedad de cada muestra por
diferencia de masa, mediante la aplicacion
controlada de calor hasta alcanzar un peso
constante.

pH

Se disperso6 1.0 g de cada muestra en 10 mL
de agua destilada en tubos falcon. Se
homogeneiz6 durante 20 segundos en un
vortex (Vortexer ®) a 3000 rpm. El pH se midio
en un potencidmetro (Science Med SM-38W
®).

Actividad de agua (a,,)

Se pesaron 0.5 g de cada muestra y se
analizaron en un medidor de actividad de
agua por punto de rocio (Aqualab 4TE, Meter
Group ®), operado a una temperatura de
25°C.

Capacidad de retencion de agua (CRA):

La CRA se determind mediante Ila
metodologia  gravimétrica descrita  por
Aguilera (2010). Se pesaron 0.05 g de cada
muestra y se dispersaron en 1.5 mL de agua
destilada en tubos Falcon. La mezcla se
homogeneizé durante 20 segundos a 3000
rom. Posteriormente, se dej6 en reposo a
temperatura ambiente durante 30 minutos,
enseguida se centrifugd a 4000 rpm durante
30 minutos. Se decant6 el sobrenadante y se
peso el tubo con el sedimento para calcular la
capacidad de retencién de agua.

Capacidad de retencién de aceite (CRE):
La capacidad de retencién de aceite se evalud
siguiendo el mismo procedimiento descrito por
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Aguilera (2010), con la diferencia de que el
medio de dispersidon es aceite de soya. Tras
decantar el sobrenadante, se determiné la
masa del tubo con el sedimento para estimar
la CRE.

Ambas propiedades (CRA y CRE) se
determinan calculando la relaciéon entre el
liquido retenido y el peso seco de la muestra
(Ecuacion 1) (Smiriti, et al., 2023).

CRA o CRE = Masa del sedimento — Masa de la muestra seca

Masa de la muestra seca )

Capacidad de espumado (CE):

La capacidad de espumado se determind
siguiendo la metodologia descrita por Antonic,
et al, (2020). Se pesaron 0.2 g de cada
muestra, que se dispersaron en 20 mL de
buffer de fosfatos 0.2 M a pH 7. La mezcla se
homogeneizé durante 90 segundos a 2200
rom (Yeipower ®). El volumen de espuma
generado se midié en una probeta graduada
registrandose las variaciones cada 5 minutos
durante un periodo total de 30 minutos. Esta
propiedad se cuantifica utilizando la ecuacion
2:

%CE:(

Volumen total — Volumen inicial
— % 100
Volumen inicial

2)
Capacidad de gelificacion (CG):
Se evalu6 la capacidad de gelificacion de
cada muestra utilizando 0.5, 1.0, 1.5y 2.0 g
disueltas en 5 mL de agua destilada en tubos
Falcon. Las mezclas se homogeneizaron
durante 20 segundos a 3000 rpm y se
colocaron en un bafio de agua a 100°C
durante una hora. Inmediatamente se
refrigeraron durante una hora. La formacion
de gel se evalud cualitativamente mediante
observacion visual, segun el criterio descrito
por Chau y Cheung (1998).
indice de actividad emulsionante (IAE): El
IAE se determiné mediante la metodologia
espectrofotométrica descrita por Kim, et al,,
(2021). Se pesaron 0.1 g de cada muestra, las
cuales se dispersaron en 20 mL de buffer de
fosfatos 0.2 M a pH 7. Se afiadieron 20 mL de
aceite de canola, y la mezcla se homogeniz6
durante 90 segundos a 2200 rpm (Yeipower

94



Articulos

®). De la emulsion resultante se tomaron 50
ML, se anadieron 10 mL de una solucion de
dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.3% m/v. La
absorbancia se midi6 a 500 nm
(espectrofotometro Shanghai Yoke Instrument
721 ®), para calcular el indice de actividad
emulsionante. El indice de Actividad
Emulsionante (IAE) se calculd utilizando la
ecuacion 3:

2
g (™ =2><2.303><A(,><FD
g 1000 x L x 8 x C

(3)
Donde:

o Ajp es la absorbancia a tiempo cero,

o FDes el factor de dilucion de la muestra,

o Lesellargo de la celda (1 ¢m),

s 6 eslaproporcion de aceite (0.5), y

o ( es la concentracion de la fase acuosa (g/cm?), es decir, la concentracién de prote

Grado de hidrélisis (GH):

Se determin6 mediante el método volumétrico
descrito por Taylor (1957). Para ello, se
pesaron 0.750g de cada harina y aislado
proteico, los cuales se suspendieron en 25 mL
de agua destilada. El pH de la mezcla se
ajust6 a 7.0 utilizando NaOH 0.1N, se
anadieron 5 mL de formaldehido al 38 % (v/v)
y la solucion se dejé reposar durante 5
minutos a temperatura ambiente. La mezcla
se titulé con NaOH 0.1 N hasta alcanzar un pH
de 8.5.

Se calcula el grado de hidrdlisis mediante la
siguiente ecuacién 5:

% grupos amino libres
%GH = x 100 @)

% nitrégeno total

% grupos amino libres =

(mL NaOH gastados)(concentracién NaOH)(14.007) "
(g muestra)(1000)

100 (5)

Donde el porcentaje de grupos amino libres es
calculado a partir del volumen de base
gastada en la titulacién, la concentracion de la
base, la cantidad de muestra utilizada y la
masa molar del nitrégeno, y el nitrégeno total
se determina mediante el método de Kjeldahl

(ecuacion 6).
%proteina cruda (6)

%nitrégeno total = %
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Polifenoles totales:

El contenido de polifenoles totales se
determind mediante el método de Folin-
Ciocalteu, conforme a lo descrito por Pérez et
al., (2023). Se realiz6 la extraccion de los
compuestos fendlicos con la metodologia de
Hernandez et al., (2019). Para ello, se
pesaron 1.0g de muestra, a los que se
anadieron 10 mL de agua destiladay 10 mL de
etanol. El pH se ajusté a 3.3 con HCl al 1 %.
La mezcla fue sometida a agitacién durante 3
minutos, seguida de 15 min de sonicacion, 30
min mas de agitacion y nuevamente 15 min de
sonicacion; posteriormente se centrifugé a
4000rpm durante 10 minutos (centrifuga
VELAB VE-4000®). El sobrenadante obtenido
se aford a 25 mL con agua destilada.

A partir del extracto, se tomaron alicuotas de
40 uL, a las que se anadieron 200 uL del
reactivo de Folin-Ciocalteu y 3.2 mL de agua
destilada. Tras un reposo de 8 minutos, se
incorporaron 600 uL de una solucién de buffer
Na,CO; al 20 % y la mezcla se incubd a 20 °C
durante 2 horas. Finalmente, la absorbancia
se midi6 a 765nm (espectrofotometro
Shanghai Yoke Instrument 721 ®). La
concentracion de polifenoles totales se
expres6 como miligramos de equivalentes de
acido galico por mililitro (mg EAG/mL,
calculando los polifenoles totales (ec. 7):

Polifenoles totales (mg EAG/g) = Chd
m

(7)
Donde C es la concentracion obtenida de la
curva (mg/mL), V es el volumen total del
extracto (mL), y m es la masa de la muestra
seca utilizada (g).

Analisis Quimico Proximal (AQP):

Se realizd el analisis quimico proximal de las
harinas de germinados y de los aislados
proteicos de acuerdo con los métodos
oficiales descritos por la AOAC. Las
determinaciones incluyeron: el contenido de
proteina total, el extracto etéreo, el contenido
de cenizas, la fibra cruda y el extracto libre de
nitrégeno.
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Proteina cruda y proteina digestible:

La determinacion del contenido de proteina
cruda se realiz6 mediante el método de
Kjeldahl, conforme a lo descrito en la norma
AOAC 2001.11. Por su parte, la proteina
digestible se cuantifico a través de la prueba
de digestibilidad con pepsina, siguiendo el
procedimiento establecido en la norma AOAC
2015.971.09.

Unidades de Tripsina Inhibida (UTI):

La cuantificacion de unidades de tripsina
inhibida se realiz6é siguiendo la metodologia
descrita por Kakade et al., (1974). A partir del
extracto se realizaron diluciones seriadas.
Para la preparacién de los blancos de
muestra, se afiadieron a cada tubo 250 pL de
solucién de tripsina y 125 uL de acido acético
al 30 %. A las muestras, se agregaron 250 uL
de tripsina a cada tubo, se dejé reposar 5
minutos a temperatura ambiente vy
posteriormente se afadieron 625uL de la
solucion de BAPNA Las muestras se
incubaron 10 minutos a 37 °C. Se detuvo la
reaccion mediante la adicion de 125 uL de
acido acético al 30 %. Adicionalmente, se
prepar6 un tubo para la lectura de la
absorbancia maxima, en el cual se colocaron
250 uL de agua destilada y 250 uL de tripsina;
tras 5 minutos de reposo, se afiadieron 625 pL
de BAPNA, se incub6 durante 10 minutos a
37 °C, y finalmente se agregaron 125 L de
acido aceético al 30 %.

De cada tubo se tomaron 250puL y se
transfirieron a una microplaca para la lectura
de la absorbancia a 410 nm, utilizando un
espectrofotometro (BioTek EIx808®).

Formulacién y elaboracion de hot cakes

Se desarrollaron tres formulaciones distintas
(Tabla 2).
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Tabla 2: Formulaciones de hot cakes elaboradas a partir
de 100 g de harinas.

INGREDIENTES FORMULACIONES

(%) Control F1 F2
Avena 25.56 25.56 25.56
Amaranto 4.66 4.66 4.66
Lenteja 4.66 0.00 4.66
Frijol 1.64 1.64 0.00
Aislado de frijol | 0.00 0.00 1.64
germinado

Aislado de lenteja | 0.00 4.66 0.00
germinada

Polvo para hornear | 3.17 3.17 3.17
Jarabe de agave 1.98 1.98 1.98
Huevo 16.67 16.67 16.67
Aceite 1.98 1.98 1.98
Leche 39.68 39.68 39.68

Analisis de perfil de textura (TPA)

A las muestras de hot cakes se les realizo el
analisis de perfil de textura utilizando un
analizador de textura (Brookfield CT3®). Las
propiedades evaluadas incluyeron dureza,
cohesividad y masticabilidad.

Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado. El analisis de los datos se realizé
con el software estadistico XLSTAT®, version
2024.3.0. Las diferencias en las propiedades
tecno-funcionales entre las harinas
germinadas y los aislados se evaluaron
mediante un analisis de varianza (ANOVA),
seguido de una prueba post hoc LSD (Least
Significant Difference) para la comparacion de
medias. Se  consideraron diferencias
estadisticamente significativas aquellas con
un valor de p < 0.05.

Resultados

Germinado de legumbres

Los germinados de lenteja observados en la
Figura 1 se encuentran en una fase avanzada
de germinacion, la cual corresponde al estado
en el que, tras la imbibicidon y la emergencia
de la radicula, se presenta un crecimiento
evidente del hipocdtilo y el epicétilo,
generando tallos delgados y alargados. Sin
embargo, la ausencia de luz durante el
proceso ha provocado etiolacién, evidenciada
por tallos amarillentos y débiles, lo que indica
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que todavia no han desarrollado hojas verdes
capaces de realizar fotosintesis (Xu, et al.,
2019).

ox

3 y N
Figura 1. Germinado de lenteja

Estudios realizados por Fouad & Ali (2015)

han sefialado que, entre los 3 y 6 dias de

germinacion, tanto en lenteja como en frijol se

producen incrementos significativos en
aminoacidos libres, compuestos fendlicos,
minerales, proteinas y solubilidad proteica,
junto  con reducciones en factores
antinutricionales como fitatos y taninos.

Por su parte, las semillas de frijol (Figura 2) se
encuentran en una etapa temprana de
plantula, caracteristica de la germinacion
epigea. Tras la ruptura de la testa, la radicula
se convierte en raiz primaria y el hipocétilo se
alarga formando un gancho que eleva los
cotiledones hacia la superficie. En esta fase,
las estructuras foliares aun no aparecen, por
lo que la plantula depende de las reservas
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nutritivas almacenadas en los cotiledones. No
obstante, el embrién ya ha pasado de un
estado latente a un organismo activo en
crecimiento, consolidando el establecimiento
inicial de la plantula.

Los rendimientos obtenidos para ambas
harinas de germinados de frijol y lenteja
alcanzaron hasta 80 % en ambos casos. Este
valor es considerablemente alto en
comparacion con lo reportado en la literatura
(Sotelo, et al., 2022). Durante la germinacion,
las legumbres absorben agua, lo que activa
enzimas endogenas (principalmente
amilasas, proteasas y lipasas) y desencadena
diversas reacciones bioquimicas, entre ellas
la descomposicion de macronutrientes como
almidones y proteinas. Una vez concluido el
proceso germinativo, es necesario someter
las semillas a un proceso de secado para
detener la actividad bioldgica.
2 &
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Figura 3. Valores de AQP de la harina de frijol crudo, harina de frijol germinado y del aislado obtenido del frijol germinado
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El analisis quimico proximal de las harinas y
aislados obtenidos a partir de germinados de
frijol y lenteja (Figuras 3 y 4) permite evaluar
los efectos del proceso de germinacién sobre
la calidad nutricional y funcional de los
aislados.

Se ha demostrado que la germinacion puede
promover un incremento en el contenido de
proteina cruda, como resultado de la
activacion de rutas biosintéticas durante el
desarrollo embrionario (Xu et al., 2019). En
condiciones controladas de germinacion
(temperatura de 20 - 25°C) y humedad
suficiente para mantener la imbibicion vy
adecuada oxigenacién, se desencadena la
degradacion de proteinas de reserva y la
posterior sintesis de nuevas proteinas a partir
de los aminoacidos liberados, lo que
generalmente se refleja en un aumento del
contenido proteico. El contenido de proteina
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Harina lentejg germinada

cruda se incremento significativamente en el
aislado en comparacién con la harina, como
resultado del proceso de extraccion y
concentracion proteica, lo cual concuerda con
el objetivo del aislamiento. Este aumento
sustancial no solo confirma la efectividad del
fraccionamiento alcalino e isoeléctrico para
concentrar proteinas, sino que también refleja
un grado de purificacion respecto a otros
componentes, particularmente carbohidratos
y fibra, que son eliminados o reducidos
durante el proceso (Barac et al., 2015). En
este contexto, el elevado contenido proteico
del aislado de frijol germinado no solo
representa una mejora nutricional, sino que
también abre posibilidades para su uso como
ingrediente  funcional en formulaciones
alimenticias con requerimientos de alto valor
proteico, como alimentos fortificados,
productos veganos o suplementos.

&0 50
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Figura 4. Valores de AQP de la harina lenteja cruda, harina de lenteja germinada y del aislado obtenido de la lenteja
germinada

Aislados proteicos

Ambas harinas tuvieron un maximo de
solubilizacion proteica a pH 10. En el caso de
la harina de lenteja, ademas, se identificd un
segundo punto de solubilidad a pH 13. Este
comportamiento se atribuye a la mayor
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heterogeneidad de las proteinas de lenteja,
compuestas por diferentes fracciones como
globulinas (legumina y vicilina) y albuminas,
las cuales presentan distinta estabilidad y
respuesta frente a condiciones alcalinas. El
primer maximo, alrededor de pH 10,
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corresponde a una solubilizacion funcional de
la mayoria de las proteinas, mientras que el
segundo maximo observado a pH 13 se
relaciona con una solubilizacién forzada
debida a la desnaturalizacién extrema de
fracciones proteicas mas resistentes. En estas
condiciones, se rompen interacciones internas
y se exponen regiones hidrofébicas, lo que
incrementa la solubilidad aparente, pero
reduce la estabilidad térmica y afecta
negativamente propiedades funcionales como
la emulsificacion y la gelificacion. Ademas, el
uso de pH extremos favorece fenémenos de
agregacion y precipitacién  posteriores,
comprometiendo la funcionalidad tecnolégica
del aislado. Por estas razones, aunque la
lenteja presente dos puntos de solubilidad, el
pH 10 se consideré para la hidrdlisis y
extraccion proteica, al ofrecer un mejor
equilibrio entre alta solubilidad y conservacion
de la estructura proteica.

Es notable observar que el pH de Ia
solubilidad maxima de las proteinas de las
harinas de las legumbres germinadas fue mas
elevado que el de las harinas de legumbres
crudas: pH 8 y 9 (Jarpa, 2017; Lima, et al,,
2025). Durante la germinacion se llevan a
cabo diversos cambios bioquimicos, entre
ellos la activacion de enzimas proteoliticas
que modifican la estructura y carga de las
proteinas. Este proceso, junto con la
reduccion de algunos compuestos
antinutricionales como los fitatos, favorecen el
aumento de la solubilidad proteica y el
desplazamiento del pH de solubilidad maxima
de las proteinas hacia valores mas alcalinos
(Ohanenye, et al., 2020). Por otro lado, la
determinacion del punto de solubilidad
minima; es decir, el pH en el que se produce
la mayor precipitacion proteica, para la harina
de germinado de frijol se alcanz6é a pH 1,
mientras que para la harina de germinado de
lenteja, fue de pH 3.

El rendimiento del proceso en funcién de la
cantidad de harina cruda utilizada y la masa
total de aislado seco recuperado fue de 8.31%
para el frijol y 7.63% para la lenteja. El bajo
rendimiento de los aislados proteicos en
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comparaciéon con la harina de la legumbre
cruda se debe principalmente a las pérdidas
inherentes durante el proceso de extraccion.
Mientras que la harina de legumbre cruda
contiene no solo proteinas, sino también
almidones, fibra, lipidos y otros componentes,
el aislado proteico es fundamentalmente un
concentrado de la fraccién proteica, lo que
reduce de forma natural el rendimiento final en
términos de masa (Stone, et al., 2015).

La caracterizacion fisicoquimica y tecno-
funcional de las harinas y los aislados
obtenidos a partir de los germinados de frijol y
lenteja se presenta en las figuras 5y 6.

Los valores de % H, aw y pH constituyen
indicadores  esenciales de estabilidad
microbiolégica y funcional durante el
almacenamiento y son valores que aseguran
una vida util prolongada.

La capacidad de espumado (CE) en los
aislados es alta, lo cual se debe
principalmente a la alta pureza y solubilidad.
La elevada concentracion de proteinas en los
aislados incrementa su disponibilidad para
migrar y estabilizar la interfase aire-agua,
facilitando la formacion de espumas estables.
La capacidad de retencion de agua (CRA) en
aislados proteicos se incrementa debido a que
la germinacion causa cambios estructurales y
se puede alterar la conformacion proteica
mediante la activacion de enzimas
endogenas, principalmente proteasas, lo que
en algunos casos mejora la exposicion de
grupos hidrofilicos y, por ende, la CRA (Chai,
et al., 2018).

En la lenteja, se ha observado un aumento de
la CRA en el aislado mientras que, en el
aislado de frijol germinado, es menor el CRA.
Esta diferencia se atribuye a que en el frijol se
dio una hidrdlisis proteica excesiva que
genera péptidos de bajo peso molecular con
menor capacidad de retencion hidrica, asi
como a posibles reordenamientos
estructurales que limitan la exposicion de
grupos polares funcionales. No se observaron
diferencias significativas en la CRE entre la
harina de legumbre y su aislado proteico.
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Figura 5. Caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de las harinas y aislados obtenidos a partir de germinados de frijol.

Estos resultados coinciden con lo reportado
por Sotelo et al., (2022), quienes indican que
la germinacion no induce cambios relevantes
en esta propiedad. Por su parte, el indice de
actividad emulsificante (IAE) se incrementa
debido a que la germinaciéon contribuye
positivamente al IAE, al inducir una hidrdlisis
parcial de las proteinas y mejorar su
solubilidad y a que en el aislado, se da la
remocion de compuestos no proteicos (como
almidones, fibras y compuestos fendlicos),
que permite una mayor concentracion de
fracciones proteicas activas con mayor
afinidad superficial. Ademas, la extraccion
alcalina y la precipitaciéon isoeléctrica,
utilizadas comunmente en la obtencion de
aislados, pueden inducir cambios
estructurales que favorecen la exposiciéon de
dominios hidrofébicos, facilitando la adsorcion
en la interfase aceite-agua (Sotelo et al.,
2022).

Se observé un aumento significativo en el
contenido de polifenoles en los aislados
proteicos, lo cual puede atribuirse a la
retencion selectiva de metabolitos fendlicos
durante el proceso de extraccion alcalina e
isoeléctrica. A pesar de que el objetivo
principal de la extraccion es obtener
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fracciones ricas en proteina, se ha
documentado que ciertos  polifenoles
hidrosolubles, especialmente flavonoides vy
acidos fendlicos, precipitan o permanecen
adsorbidos a las proteinas durante el
fraccionamiento, particularmente cuando
existen interacciones no covalentes como
puentes de hidrégeno o interacciones
hidrofébicas (Nguyen, et al, 2019). Este
efecto es mas notable cuando la germinacion
ha inducido previamente la sintesis y
activacion de enzimas fenilpropanoides, como
la fenilalanina amoniaco liasa (PAL), que
incrementan la biosintesis de compuestos
fendlicos como respuesta a estrés oxidativo
(Guajardo et al., 2017). Asi, la germinacion y
el aislamiento proteico actian de forma
sinérgica, potenciando la acumulacion relativa
de polifenoles en el producto final.

Hay un comportamiento diferenciado entre
frijol y lenteja en cuanto al grado de hidrolisis
(GH). En el aislado de frijol germinado
disminuyd significativamente, mientras que
aumenté en el de lenteja germinada. Estas
diferencias podrian explicarse por factores
intrinsecos de cada leguminosa, como su
composicién proteica y la susceptibilidad a la
hidrdlisis enzimatica durante la germinacién y
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el aislamiento. En el frijol, proteinas como la
faseolina podrian haber resistido la hidrdlisis o
precipitado intactas durante la extraccion,
reduciendo el GH final (Carrillo et al., 2021).
En contraste, en lenteja germinada se ha
reportado un incremento en la actividad de
enzimas enddégenas como proteasas Yy
peptidasas, lo cual facilita una hidrélisis mas
extensa, generando fragmentos peptidicos
mas pequefios que permanecen solubles
durante el aislamiento (Linsberger, et al,
2022).

Existe una disminucion significativa en el
contenido de los inhibidores de tripsina
(UTl/mg) en los aislados proteicos. Esta
reduccién se debe tanto al efecto de la
germinacién como al procesamiento de

w Harina lenteja cruda

il

UTI/ mg
L]

B0
GH (%)
L R

LI}
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aislamiento. Durante la germinacion, se
activan enzimas que degradan parcialmente
estos inhibidores como parte del metabolismo
de reservas (El-Mergawi et al., 2019).
Posteriormente, en la extraccion alcalina y
precipitacion isoeléctrica, los inhibidores
tienden a permanecer en la fase soluble,
mientras que las proteinas precipitan,
favoreciendo asi su separacion (Rehman et
al., 2022). Ademas, las condiciones alcalinas
extremas pueden desnaturalizar e inactivar
estructuralmente estos compuestos (Rani, et
al., 2020). Como resultado, los aislados no
solo presentan mayor concentracién proteica,
sino también menor presencia de
antinutrientes.
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Figura 6. Caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de las harinas y aislados obtenidos a partir de germinados de lenteja.

En cuanto al contenido de proteina cruda y
digestible, se observé un incremento
significativo en ambos parametros de los
aislados proteicos en frijol y lenteja
germinados. En el caso del aislado de frijol, la
proteina cruda es de 44.01 %, mientras que la
proteina digestible es de 43.79 %. De manera
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similar, en la lenteja, el contenido de proteina
cruda es 52.81 %, y la proteina digestible es
de 50.67 % (figura 7). Estos resultados
evidencian la eficiencia del proceso de
extraccion y aislamiento proteico en la
concentracion y mejora de la calidad de las
proteinas.
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Figura 7. Proteina cruda y proteina digestible de las harinas y aislados de frijol y lenteja germinados

El aumento en la digestibilidad observado en
los aislados puede deberse a la
desnaturalizacién parcial de las proteinas por
el tratamiento alcalino durante la digestion
(Gunenc et al., 2017), aunado a la reduccion
de inhibidores de proteasas durante la
germinacioén al mejorar la accesibilidad de las
proteinas a las enzimas digestivas (Kaur &
Singh, 2017).

Aplicacion

En la figura 8 se presenta el analisis de perfil
de textura de los hot cakes elaborados con
harinas cocidas y con los aislados obtenidos
de los germinados. En general, la
incorporacion de los aislados no afectd
negativamente las propiedades de estructura
interna ni la facilidad de masticacion. Se
observaron diferencias  estadisticamente
significativas (p>0.05) en la deformacion y la
adhesividad, siendo mas alta en los hotcakes
con lenteja, lo que podria mejorar la
percepcién de jugosidad en boca (Skrbi¢, et
al., 2022), aunque en exceso puede ser
desfavorable para productos de consumo
rapido. La dureza en ambos ciclos fue
ligeramente mayor en el tratamiento con
aislado de frijol, seguido por lenteja y el
control, lo cual sugiere una mayor firmeza en
la mordida inicial (Ares et al., 2016). La
fracturabilidad presenté la misma tendencia,
indicando que la incorporacion de aislados no
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debilité la estructura del producto. La
deformacion fue significativamente mayor
(p<0.05) en los hotcakes con lenteja
germinada (50.03 %), lo que implica una
mayor capacidad de elasticidad antes de
romperse, confiriendo una textura mas suave
y flexible, favorable para la percepcion
sensorial (Rosell et al., 2020).

El hotcake elaborado con aislado de lenteja
germinada mostrd6 mejor desempefio
sensorial y funcional, al presentar mayor
deformaciéon y adhesividad, propiedades
deseables para productos suaves y de buena
palatabilidad.

Las formulaciones experimentales mostraron
superioridad en el contenido proteico. El
hotcake de lenteja germinada contiene 19 g
de proteina, seguido por el aislado de frijol
germinado con 18 g, y el control (mezcla con
legumbres cocidas) con 17 g. En contraste, la
mezcla comercial presenta sélo 7.87 g de
proteina, lo que evidencia la funcionalidad de
los aislados proteicos de leguminosas
germinadas como ingredientes
enriquecedores del valor proteico.

Otro de los aspectos mas destacables de los
hot cakes experimentales es su contenido de
fibra dietética, que oscila entre 8 y 9 g, frente
a apenas 1.1 g en la harina comercial. Esto
representa una mejora importante en términos
de funcionalidad y beneficios para la salud
digestiva.
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Figura 8. Perfil de textura de los hot cakes elaborados con harinas cocidas y aislados proteicos de frijol y lenteja.

Conclusiones

La germinacién mejoré las propiedades
funcionales de los aislados de frijol y lenteja,
destacando una mayor solubilidad, capacidad
emulsificante y formacion de geles para el
caso del frijol germinado. En contraste, en el
caso de la lenteja germinada se observé una
reduccion significativa de inhibidores de
tripsina, un mayor contenido de polifenoles y
un grado de hidrdlisis elevado, lo que refleja
un mayor potencial nutricional y funcional
frente al frijol.

El proceso de extraccion alcalina seguido de
precipitacion isoeléctrica aplicado a harinas
de leguminosas germinadas result6 altamente
eficaz, ya que permitié obtener aislados con
un incremento significativo en el contenido de
proteina cruda y en la digestibilidad proteica

La incorporacion de aislados proteicos
obtenidos de leguminosas germinadas
representa una estrategia efectiva para
mejorar la calidad nutricional de los alimentos,
al tiempo que ofrece una alternativa viable
para el desarrollo de productos mas
saludables y con propiedades funcionales
superiores.
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Resumen

El cancer cervicouterino continua siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
en mujeres a nivel mundial, lo que impulsa la busqueda de alternativas terapéuticas mas eficaces y
menos invasivas. En este estudio se desarrollé un hidrogel termosensible para la liberacion
intravaginal de ibuprofeno, evaluando propiedades fisicoquimicas clave como el perfil de
hinchamiento, la viscosidad y la especificidad del método analitico. Mediante un disefio de mezclas
se optimizaron las concentraciones de Pluronic® F127, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) vy
Carbopol® 940. La formulacién seleccionada presentd una viscosidad superior a 2.5%x10° mPa-s a
37 °C en reposo, garantizando estabilidad bajo condiciones fisioldgicas, asi como un perfil de
hinchamiento con una relacién de absorcion (SR) maxima de 2.08 y una retencion de agua (WRR)
de 353 % en las primeras 3 h. El analisis espectrofotométrico confirmé la especificidad para la
deteccion de ibuprofeno a 222 nm sin interferencias. Los ensayos de citotoxicidad en células HelLa
mostraron que la combinacion secuencial de ibuprofeno y cisplatino redujo significativamente la
viabilidad celular en comparacion con los tratamientos individuales, sugiriendo un posible efecto
aditivo. En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial de este hidrogel termosensible como
plataforma innovadora para la liberacion controlada de farmacos.

Palabras Claves: hidrogel termosensible, liberacion de farmacos, citotoxicidad.

Abstract

Cervical cancer remains one of the leading causes of morbidity and mortality among women
worldwide, driving the search for more effective and less invasive therapeutic alternatives. In this
study, a thermosensitive hydrogel was developed for the intravaginal delivery of ibuprofen, and key
physicochemical properties—including swelling behavior, viscosity, and analytical specificity—were
evaluated. A mixture design was applied to optimize the concentrations of Pluronic® F127,
hydroxypropyl methylcellulose (HPMC), and Carbopol® 940. The selected formulation exhibited a
viscosity exceeding 2.5x10° mPa-s at 37 °C under static conditions, ensuring stability under
physiological conditions, and demonstrated a swelling ratio (SR) of 2.08 and a water retention ratio
(WRR) of 353 % within the first 3 h. UV-Vis spectrophotometric analysis confirmed specific detection
of ibuprofen at 222 nm without interference from excipients or medium components. Cytotoxicity
assays in Hela cells revealed that sequential treatment with ibuprofen followed by cisplatin
significantly reduced cell viability compared with individual treatments, suggesting a potential additive
effect. These findings support the potential of this thermosensitive hydrogel as an innovative platform
for controlled drug delivery.

Key Words: thermosensitive hydrogel, drug delivery, cytotoxicity
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Introduccion

El céncer cervicouterino es una de las
neoplasias malignas mas prevalentes en
mujeres a nivel mundial, ocupando el cuarto
lugar en incidencia y causando
aproximadamente 342 000 muertes anuales
(Saha et al., 2024; Jacob et al.,2021). Los
tratamientos actuales dependen en gran
medida del estadio clinico de la enfermedad e
incluyen cirugia, quimioterapia, radioterapia o
combinaciones de estas modalidades
(Kiseleva et al., 2023). A pesar de los avances
en diagnostico y tratamiento, la mortalidad
asociada a esta patologia continia siendo
alarmante, principalmente debido a las
limitaciones de las terapias convencionales. Si
bien estos enfoques pueden resultar efectivos
en determinados casos, suelen provocar
efectos secundarios severos, toxicidad en
organos vitales y un riesgo considerable de
infertilidad, lo que subraya la necesidad de
desarrollar alternativas terapéuticas mas
seguras y eficaces (Ciolacu et al., 2020;
AlAnsari et al., 2024).

En este contexto, la administracién local de
farmacos por via vaginal surge como una
estrategia prometedora para mejorar la
eficacia del ftratamiento del cancer
cervicouterino. La alta permeabilidad del
epitelio cervicovaginal facilita la absorcion de
medicamentos; sin  embargo, alcanzar
concentraciones terapéuticas optimas en el
sitio tumoral representa un desafio. Por ello,
resulta fundamental explorar sistemas de
liberacion controlada que minimicen la
toxicidad sistémica y optimicen la entrega de
agentes terapéuticos (Martins dos Santos et
al., 2020). Entre las alternativas emergentes,
los hidrogeles se destacan como
biomateriales versatiles para la administracion
de farmacos. Estos sistemas pueden
disefiarse para liberar principios activos de
manera controlada y sostenida, lo que permite
una distribucion localizada en el sitio tumoral.

En particular, el ibuprofeno representa un
candidato interesante para este tipo de
sistemas debido a su doble accion
antiinflamatoria y antitumoral. Este farmaco
ejerce su efecto principalmente a través de la
inhibicibn no selectiva y reversible de las
enzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-2, las
cuales catalizan la formacion de
prostaglandinas proinflamatorias como PGE,
y PGl, a partir del acido araquiddnico (Saha et
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al.,, 2024). Mas alla de su accion
antiinflamatoria, el ibuprofeno ha mostrado
efectos antitumorales en diversos modelos,
atribuidos a la supresion de prostaglandinas
que promueven la proliferacion celular, la
angiogénesis y la evasion de la apoptosis. La
administraciéon local de ibuprofeno ofrece
ventajas significativas frente a la via
sistémica, ya que permite alcanzar
concentraciones terapéuticas elevadas
directamente en el microambiente tumoral,
reduciendo la exposicion sistémica y, por
ende, los efectos adversos gastrointestinales,
renales y cardiovasculares asociados a la
administracion oral o parenteral. Esta
estrategia no solo optimiza la biodisponibilidad
local, sino que también podria potenciar la
actividad antineoplasica del farmaco al
mantener una inhibiciéon sostenida de las COX
en el sitio de accion (Ciolacu et al., 2020).

En conjunto, el desarrollo de hidrogeles
termosensibles para la liberacion intravaginal
de ibuprofeno representa una alternativa
innovadora para el tratamiento del cancer
cervicouterino, al combinar la eficacia
antiinflamatoria y antitumoral del farmaco con
las ventajas de una administracion localizada
y controlada. En este estudio se plantea el
desarrollo y la evaluacion in vitro de un
hidrogel termosensible que, ademéas de
cumplir con las propiedades mecanicas
requeridas, exhiba potencial para liberar
ibuprofeno de forma eficiente bajo
condiciones fisiolégicas, contribuyendo asi a
optimizar la eficacia del tratamiento del cancer
cervicouterino.

Materiales y Métodos

Materiales

Pluronic  F127  (Sigma-Aldrich,  USA),
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), Carbopol®
940, sal de ibuprofeno (a-Methyl-4-
(isobutyl)phenylacetic acid) (Sigma-Aldrich,
USA) y trietanolamina de grado analitico
fueron utilizados en las formulaciones.

Métodos

Disefio de mezclas

La optimizacién de las formulaciones de
hidrogeles se realiz6 mediante un disefio de
mezclas, considerando tres polimeros:
Pluronic F127 (PF127),
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y Carbopol
940 (CP 940) en el software R Studio. Este
tipo de disefio se caracteriza porque la suma
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de los componentes debe ser igual a 100%, lo
que impone una dependencia entre las
proporciones y restringe la manipulacion
independiente de cada componente (Eriksson
et al., 1998). En el presente estudio, los
rangos de concentraciéon establecidos segun
lo reportado fueron 15-20% para PF127 vy
0.1-0.5% para HPMC y Carbopol 940.

Dado que Ilos valores originales de
concentracion no sumaban 100%, se
implementoé un procedimiento de
normalizacion para adaptar los datos al disefio
de mezclas y permitir su correcta
representacion en un diagrama ternario.
Inicialmente, cada componente fue re-
escalado de forma individual, de manera que
su valor minimo se correspondiera con 0 y el
maximo con 1, transformando asi las
concentraciones  originales en valores
relativos comparables. Posteriormente, los
valores re-escalados de los tres polimeros se
ajustaron de manera que la suma total en
cada formulacion fuera igual a 100%,
preservando las proporciones relativas. Esta
estrategia permitié6 representar todas las
formulaciones dentro de un triangulo
experimental, en el que los vértices
corresponden a la concentracion maxima de
un polimero y los puntos internos reflejan
combinaciones intermedias. El enfoque
aplicado asegura que cada formulacion
cumpla con la restriccibn de suma total y
facilita la optimizacion de la mezcla para
alcanzar las propiedades reoldgicas deseadas
en los hidrogeles.

Formulacién de hidrogel

Las formulaciones de hidrogel se prepararon
mediante el método en frio (4 °C) segun lo
reportado por Bilensoy et al.,2006, siguiendo
las concentraciones definidas en el disefio de
mezclas. Inicialmente, se hidraté Carbopol
940 (0.1 % p/p) en agua destilada durante 24
h. Posteriormente, se disolvié Pluronic® F127
(17 % p/p) bajo agitaciéon constante a 4 °C
durante 3 h hasta obtener una solucion
homogénea. A continuacion, se incorporaron
los componentes en el siguiente orden:
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) (0.3 % p/p),
Carbopol 940 (0.1 % p/p, previamente
hidratado) e ibuprofeno (disuelto previamente
en una pequefia cantidad de agua para
favorecer su dispersion). La mezcla se
mantuvo en agitacién a 4 °C durante la noche
para asegurar su completa disolucion.
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Finalmente, el pH de la formulacién se ajustd
a valores fisiolégicos mediante la adicion de
trietanolamina, favoreciendo la reticulacion del
Carbopol. Las formulaciones terminadas se
almacenaron a 4 °C hasta su caracterizacion.

Medicién de viscosidad

La viscosidad de las formulaciones obtenidas
se evalu6 utilizando un viscosimetro
rotacional (Anton Paar) a 25 °C y 37 °C. Las
mediciones se realizaron en condiciones de
reposo simulado (0.2 rpm) y bajo velocidades
de cizallamiento de 10, 20 y 50 rpm. Se
registraron los valores de viscosidad antes y
después del proceso de esterilizacion para
comparar posibles variaciones.

Preparacion de fluido vaginal simulado (FVS)
El fluido vaginal simulado (FVS) se preparé
disolviendo 1.755 g de cloruro de sodio
(NaCl), 0.700 g de hidréoxido de potasio
(KOH), 0.111 g de hidroxido de calcio Ca
(OH)2, 0.009 g de albumina, 1.000 g de acido
lactico (CsHesOs), 0.500 g de acido acético
(CH3COOH), 0.080 g de glicerol (C3HgO3),
0.200 g de urea (CH4N20) y 2.500 g de
dextrosa (CeH1206) en agua destilada. La
solucion se llevé a un volumen final de 500 ml
y el pH se ajusté a 4.6 o0 7.0, segun el ensayo
correspondiente, utilizando acido clorhidrico
(HCI) o hidroxido de sodio (NaOH) para lograr
el valor deseado (Marques et al., 2011).

Perfil de hinchamiento

La capacidad de hinchamiento de los
hidrogeles se evalud en FVS a 37 °C durante
el periodo de incubacion establecido. En
intervalos de tiempo predeterminados, los
hidrogeles se retiraron del medio, se secaron
suavemente con papel filtro para eliminar el
exceso de liquido superficial y se pesaron. La
relacion de hinchamiento (SR) se calculé
mediante la siguiente ecuacion:

W =W,
SR=———
W
donde W: corresponde al peso del hidrogel
hidratado en el tiempo t y Wo al peso inicial en
estado seco.

Determinacién de la longitud de onda maxima
de absorcion de la luz UV

La longitud de onda de maxima absorcién del
ibuprofeno se determiné mediante
espectrofotometria UV-Vis, analizando una
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solucién estandar del farmaco en el rango de
200-300 nm para identificar el pico de
absorbancia. Posteriormente, se prepararon
soluciones patrén de calibracion a diez
concentraciones diferentes, en un rango de 10
a 100 uM, cada una por cuadruplicado,
disueltas en el buffer fosfato salino (PBS). La
curva de calibracion se  construyd
relacionando la absorbancia obtenida con la
concentracién de cada solucion, siguiendo la
ley de Beer—Lambert.

Evaluacion de selectividad por UV-Vis

La selectividad se evalu6 comparando los
espectros UV-Vis obtenidos para el gel
termosensible sin farmaco, el fluido vaginal
simulado (FVS) y una soluciéon estandar de
ibuprofeno. Las muestras se escanearon en el
rango de 200 a 300 nm, con el propésito de
confirmar que el ibuprofeno pudiera
detectarse de manera diferenciada en la
longitud de onda seleccionada, sin
superposicion de picos provenientes de los
excipientes o del medio de disolucion.

Evaluacion de citotoxicidad en células HeLa
Las células de cancer cérvicouterino HelLa se
cultivaron en medio DMEM suplementado con
suero fetal bovino al 10% y una mezcla de
antibidticos 1X, en frascos de cultivo celular
incubados a 37 °C bajo una atmdsfera
himeda con 5% de CO,. Para Ilos
experimentos, las células fueron tratadas con
tripsina para su desprendimiento y se realizé
el conteo celular, tras lo cual se sembraron 1x
10% células/pozo en placas de 96 pozos. Se
evalué la citotoxicidad de cisplatino e
ibuprofeno de manera individual y en
combinaciéon, considerando tratamientos
simultaneos durante 24 h y secuenciales, con
24h de ibuprofeno (50mM a 0.39mM
diluyendo por mitad) seguidas de 24 h de
cisplatino (ICso =43.2 [OM), para un total de 48
h. Se incluyé un control positivo basado en la
ICs, de cisplatino y un control negativo sin
tratamiento.
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La citotoxicidad se determind mediante el
ensayo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio), que se basa en la capacidad
de las células metabdlicamente activas para
reducir la sal de tetrazolio MTT a cristales de
formazan insolubles. Tras la incubaciéon con
MTT, los cristales formados se disolvieron
mediante la adicion de DMSO
(dimetilsulféxido), un disolvente organico que
permite cuantificar la intensidad del color
producido. La absorbancia de cada pozo se
midi6 a 570 nm utilizando un
espectrofotdmetro de microplaca, reflejando la
actividad metabdlica residual de las células vy,
por tanto, su citotoxicidad. Este enfoque
permitid evaluar la capacidad de cisplatino e
ibuprofeno para inducir dafio celular en HelLa
y explorar la posible sinergia entre ambos
farmacos antes de su incorporacién en
formulaciones de hidrogel.

Resultados y discusién

Disefio de mezclas de formulaciones

El disefio de mezclas obtenido se representd
mediante un diagrama ternario, lo que
permitioé visualizar de manera clara todas las
combinaciones posibles dentro de los rangos
de concentracion establecidos para PF127,
HPMC y Carbopol 940. Esta representacion
geomeétrica (Figura 1) facilita la interpretacion
de las proporciones relativas de los polimeros
y permite identificar combinaciones o6ptimas
que potencien las propiedades fisicoquimicas
de los hidrogeles formulados.

Las concentraciones finales de los polimeros,
normalizadas a 100%, basandonos en una
respuesta de viscosidad de formulaciones
preliminares se presentan en la Tabla 1. La
normalizacion de los datos garantiza una
comparacion directa entre las formulaciones y
proporciona una base soélida para la seleccion
de la combinaciéon mas adecuada para lograr
las caracteristicas deseadas en las
formulaciones finales.
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Figura 1. Disefio de mezclas de formulaciones a base de I;c:llg-xémero 407, Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y Carbopol
Tabla 1. Diserio de mezclas para la determinacion de combinaciones 6ptimas para la formulacién de hidrogel
Formulacién PF127(%p/p) HPMC (%p/p) Carbopol (%p/p)

F1 15% 0.1% 0.1%

F2 15% 0.2% 0.1%

F3 15% 0.3% 0.1%

F4 16% 0.1% 0.1%

F5 16% 0.2% 0.1%

F6 16% 0.3% 0.1%

F7 17% 0.1% 0.1%

F8 17% 0.2% 0.1%

F9 17% 0.3% 0.1%

Medicién de viscosidad

Las viscosidades de las formulaciones se
evaluaron antes y después del proceso de
esterilizacion a dos temperaturas (25 °C y 37
°C), tanto en reposo (0.2 rpm) como bajo
condiciones de agitacibn que simulan la
extrusion (10, 20 y 50 rpm). Este andlisis
permiti6 determinar el efecto de Ila
esterilizacion y la temperatura sobre la
consistencia y el comportamiento reolégico de
los hidrogeles, considerando la viscosidad
inicial y su estabilidad en condiciones
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dinamicas. Los datos presentados en la Tabla

2 muestran las variaciones de viscosidad
registradas para cada formulacion,
proporcionando informacion clave para
identificar aquellas que conservan

propiedades optimas tras la esterilizacion y
durante la administracién. Por su parte,
la Tabla 3 resume los valores de viscosidad
obtenidos en el disefio de mezclas final,
informacion que se empled como criterio para
el descarte de formulaciones no aptas.
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Tabla 2. Viscosidad de las formulaciones de hidrogel a 25 °C y 37 °C antes y después de esterilizacion

Formulacion Viscosidad (mPa.s) Método Temperatura (°C) Esterilizacion
FO 5.259x10"6 Reposo 37°C No
FO 7.119X10"6 Reposo 37°C Si
F1 2.519x10"6 Reposo 37°C Si
Fle 38480 Extrusién 20 25°C Si
F2 2.934x10"6 Reposo 37°C Si
F2e 14220 Extrusion 20 25°C Si

Tabla 3. Viscosidad de las formulaciones de hidrogel resultantes a partir del disefio de mezclas a 25 °C y 37 °C

Formulacién Viscosidad (mPa.s) Método Temperatura (°C)
F1r 91800 Reposo 25
F1e 19260 Extrusion 10 25
F1r 2.934x10"6 Reposo 37
F1e 160100 Extrusion 10 37
F4r 11200 Reposo 25
F4e 4948 Extrusion 10 25
F4r 838000 Reposo 37
F4e 65220 Extrusion 10 37
For 535400 Reposo 25
F9e 69170 Extrusion 10 25
For 2.519x10"6 Reposo 37
F9e 111100 Extrusion 10 37

Perfil de hinchamiento

La capacidad de hinchamiento de Ia
formulacion F9 se evalué mediante el método
gravimétrico, determinando tanto el Swelling
Ratio (SR) como el Water Retention Ratio
(WRR). EI SR se define como la relacion entre
el aumento de peso de la muestra hidratada y
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su peso seco. Este parametro indica la
capacidad del hidrogel para absorber agua y
expandirse en relacion con su peso inicial
seco. Por su parte, el WRR representa la
proporcion de agua retenida respecto al peso
seco, expresada como porcentaje (Lv, et al.,
2019).
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Los resultados obtenidos muestran que la
formulacion F9 alcanzé un SR maximo de
2.08, indicando que la muestra absorbié mas
del doble de su peso seco inicial durante el
proceso de hinchamiento. La retencién de
agua fue significativa en las primeras horas,
con un WRR del 353% a las 3 horas, lo que
refleja un rapido incremento de contenido
hidrico. Sin embargo, a 24h, el WRR
disminuyé a  aproximadamente  92%,
evidenciando una pérdida progresiva de agua
con el tiempo, probablemente asociada a la
evaporacion o al reacomodo de la matriz
polimérica.

La evolucién del hinchamiento a lo largo del
tiempo indica que la formulacién alcanza su
absorcion maxima entre 2 y 3h, seguida de un
descenso gradual hacia valores estables a
24-48h, reflejando un comportamiento tipico
de hidrogeles con alta capacidad de absorcién
inicial y retencidon parcial de agua a largo
plazo. Este comportamiento sugiere que la

formulacion posee un perfil de liberaciéon y
retencion de agua adecuado para
aplicaciones donde se requiere absorcion
rapida seguida de mantenimiento de humedad
en la matriz.

Evaluacién de selectividad por UV-Vis

La prueba de selectividad tiene como objetivo
garantizar la ausencia de interferencias entre
el ibuprofeno y otros compuestos presentes
en las formulaciones de gel y fluido vaginal
simulado durante el analisis utilizando la
espectrofotometria UV-Visible (Enggi et al.,
2022). Se observé un pico bien definido de
ibuprofeno a 222 nm en PBS (Figura 2A). Los
espectros de absorcion de la formulacion de
hidrogel y FVS no exhibieron ningin pico
adicional a 222 nm (Figura 2B). Estos
resultados indicaron que no se produjo
interferencia debido a la presencia de otros
constituyentes del gel.
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Figura 2. Espectros de absorcién UV-Visible para evaluar la especificidad del ibuprofeno. (A) Pico caracteristico de

ibuprofeno a 222 nm en PBS en comparacion con hidrogel y del fluido vaginal simulado (SVF). (B) Espectros de la

formulacién de hidrogel y SVF con ibuprofeno, mostrando que no hay picos adicionales, lo que indica ausencia de
interferencias de otros componentes.
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Evaluacion de citotoxicidad en células HelLa

Los ensayos de citotoxicidad (Figura 3)
mostraron que el ibuprofeno por si solo indujo
una disminucion dependiente de la dosis en la
viabilidad de células Hela, pasando del
98.9% a 0.39 mM al 15.6 % a 12.5 mM. La
IC5, calculada fue de 9.8 mM. En contraste, el
tratamiento secuencial con cisplatino a su
concentracion de ICs, (24 h) seguido de

ibuprofeno (24 h) potencié notablemente el
efecto citotoxico. Bajo estas condiciones, la
viabilidad se redujo al 44.8% a 0.39 mM y
descendié aun mas al 9.3 % a 12.5 mM, lo que
indica un efecto aditivo de la terapia
combinada en comparacion con el ibuprofeno
solo.
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Figura 3. Evaluacion de citotoxicidad en células HeLa mediante el ensayo MTT. (A) Tratamiento en células HelLa
secuencial Ibu 24hrs+Cis 24hrs en contraste con Ibu 24 hrs. (B) Tratamiento en células HelLa simultaneo Ibu + Cis 24hrs en
contraste con tratamiento secuencial.

Discusion
Los resultados obtenidos demuestran que la
combinaciéon seleccionada de polimeros

permite el desarrollo de un hidrogel
termosensible con propiedades fisicas
estables. El aumento significativo de la

viscosidad a 37 °C sugiere la formacion de un
gel estable bajo condiciones fisioldgicas, lo
que podria favorecer una liberacién localizada
y sostenida del farmaco. EI perfil de
hinchamiento observado, caracterizado por
una rapida absorcion inicial seguida de una
retencion parcial de agua, apunta a un
mecanismo de liberacién controlada del
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principio activo, fundamental para mantener
concentraciones terapéuticas prolongadas en
el sitio de aplicacién.

La ausencia de interferencias en el analisis
UV-Vis confirma la confiabilidad del método
empleado para la cuantificacion de ibuprofeno
en matrices complejas. Por otro lado, los
estudios de citotoxicidad evidencian que la
combinacion secuencial de ibuprofeno vy
cisplatino ejerce un efecto aditivo en la
disminucion de la viabilidad celular en células
HelLa. Este hallazgo es de particular
relevancia, ya que la coadministracion de
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agentes antiinflamatorios y
quimioterapéuticos podria mejorar la eficacia
terapéutica, reducir la dosis necesaria de
cisplatino y, por consiguiente, minimizar los
efectos adversos sistémicos.

No obstante, se requieren estudios
adicionales para corroborar estos hallazgos,
incluyendo evaluaciones in vivo que permitan
confirmar la biocompatibilidad, la liberacion
prolongada y la eficacia antitumoral del
sistema, asi como investigaciones que
profundicen en los mecanismos responsables
de la interaccidon sinérgica entre ambos
farmacos.

Conclusiones

Se desarrollé un hidrogel termosensible estéril
con propiedades de viscosidad, hinchamiento
y especificidad adecuadas para la liberacién
intravaginal de ibuprofeno. EI sistema
demostré  estabilidad a temperatura
fisiologica, capacidad de absorcion rapida y
retencion hidrica, ademas de un posible
efecto aditivo en la reduccion de viabilidad
celular al combinar ibuprofeno con cisplatino.
Estos resultados respaldan el potencial del
hidrogel como plataforma innovadora para la
administracion local de farmacos sentando las
bases para futuros estudios de liberacion in
Vivo y ensayos preclinicos.
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