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Prélogo

El Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Diseio del Estado de Jalisco
(CIATE]J), es un Centro Publico de Investigacion del Consejo Nacional de Ciencia 'y
Tecnologia (CONACYT) que impulsa la generacidon de conocimiento y la aplicacion
de cienciay tecnologia, comprometido a apoyar los sectores sociales y econdmicos
de los sistemas productivos del pais. En el marco del Il Congreso de Investigadoras
del SNI: Ingenieria para un futuro sustentable, se publican Mujeres en la ciencia
para el fortalecimiento del desarrollo sustentable, cuyo objetivo es contribuir a
difundiry divulgar la cienciay el desarrollo tecnolégico en el drea de las ingenierias.

Este libro abre una perspectiva de comunicacién de la ciencia en temas como:

procesos enzimaticos para aprovechamiento de residuos lignoceluldsicos,

produccion de biopolimeros, ademds de temas como bioinformatica en salud,
como lipidos y su efecto sobre el sindrome metabdlico.

La compilacion de estos trabajos permite que investigadoras pertenecientes al

Sistema Nacional de Investigadores(as) (SNI), difundan sus investigaciones y

trabajos dirigidos a personal cientifico, tecnolégico y académico de IES y CPIs del
pais.

Dra. Eugenia del Carmen Lugo Cervantes
Directora General del CIATE)









INTRODUCCION

Jalisco es la cuarta economia nacional en cuanto a su aportacién al PIB mexicano,
un importante sistema estatal de Educacién Superior Tecnolégica y un Sistema de
Universidades Privadas lideres en el México, y a pesar de ello la concentracién de su
oferta educativa se enfoca en las carreras de derecho, administracion, contaduria
y medicina, siendo importante para la detonacién de la innovacién tecnolégica
orientar la oferta hacia las ingenierias al mismo tiempo promover la cultura
cientifica y la divulgacién de la ciencia a través de publicaciones arbitradas en esta
area que permita a la sociedad y a los jévenes jaliscienses tener una nueva mirada
hacia las ingenierias como profesion para mejorar la calidad de vida y solucionar
problemas actuales, y sobre todo como una actividad que promueve e impulsa el
desarrollo sustentable.

La propuesta de la presente publicacidén nace con el propésito de dar continuidad
a los trabajos presentados en el Il Congreso de Mujeres en la Ciencia de los cuales
han sido editados tres publicaciones: Investigadoras en las Ciencias (Arias Merino
y Vega Loépez 2017), Hablando de Ciencia entre Mujeres (Cerros Rodriguez y
Macias Gonzalez Gizelle Guadalupe 2017) y Aportaciones de mujeres a la ciencia.
Perspectivas multidisciplinarias (Garcia Batiz e Islas Torres 2017) los cuales
fueron publicados por la Universidad de Guadalajara y la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla.

Dando continuidad a la visualizacidn de los trabajos académicos cientificos de
las mujeres en la ciencia se presenta esta publicacion con el objetivo de generar a
través de una publicacion cientifica un espacio incluyente para la reflexién sobre
las aportaciones de las investigadoras pertenecientes al Sistema Nacional de
Investigadores al conocimiento de las ingenierias y la sustentabilidad, asi como
sobrelasituacidon delas mujeres enlacienciaenJalisco, buscando generar un espacio
de reflexion y disefio de propuestas de accidn para fortalecer la trasversalidad de
la perspectiva de género y la equidad en el sistema de investigacién cientifica e
innovacion tecnoldgica.

Dando a conocer materiales inéditos de articulos que fueron arbitrados por
un comité cientifico en el Congreso de Mujeres en la Ciencia integrando temas
de ingenieria, biotecnologia y sustentabilidad. Asi mismo fueron sometidos
nuevamente a un comité cientifico doble ciego a nivel nacional e internacional



MUJERES EN LA CIENCIA PARA EL FORTALECIMIENTO DEL DESARROLLO SUSTENTABLE

para cuidar la calidad de cada uno de los capitulos propuestos.

En estas paginas la audiencia encontrara temas de gran interés y actualidad en
el campo cientifico, asi como de divulgacién en temas como las “Propiedades
fisicoquimicas de las hormigas crudas y asadas (Atta Mexicana) y su aceptacion
en comunidades rurales” de Alejandra Ramirez Martinez e Ingrid Paniagua
Martinez donde esbozan un tema de mucha actualidad debido a que fortalece
los procesos de nutricion y mejora la salud. Teniendo como propésito central el
analizar algunas de las principales propiedades fisicoquimicas de las hormigas
chicatanas crudasy asadas de un sitio ubicado en las altas montafias del estado de
Veracruz. La metodologia que abordaron fue cuantitativa y de tipo experimental,
su tratamiento estadistico que abordaron es acuerdo con la naturaleza del estudio,
con una metodologia fisicoquimico, cinética de secado-tostado, asicomo encuestas
de consumo y aceptacion de Atta mexicana. Los investigadores realizaron pruebas
de analisis de varianza de una via (ANOVA) con un nivel de confianza del 95.0% y
pruebas de Duncan para analizar las diferencias en los parametros fisicoquimicos
y la aceptacion de Atta mexicana. Entre los principales resultados destacan el
constante giro de las hormigas chicatanas durante el tostado aumentaba el
contenido total de grasa. Concluyendo que el nivel de consumo de Atta mexicana
en la poblacién encuestada se vio afectado en los ultimos afios por la falta de
lluvias. Los académicos destacaron que esta poblacién aprecia mucho la Atta
mexicana por su sabor y tradicién.

En el segundo capitulo “Identificacion de estructuras arqueoldgicas usando
métodos geofisicos en la region de Oconahua, Jalisco”, desarrollado por un
equipo consolidado de investigacion conformado por Emilia Fregoso Becerra, Sean
M. Smith Marquez, Abel Palafox Gonzalez, Fernando Becerra Lopez, Miguel Angel
Alatorre Zamora e Israel Alberto Davila Rodriguez, destacan los procedimientos
aplicados a las mediciones magnéticas, asi como el modelo de inversién
tridimensional proporcionaron informacién geofisica, con grados de innovacion
debido a que no existente hasta la fecha este tipo de informacién asociada a las
estructuras de la zona de estudio, asi mismo los investigadores destacan que
este tipo de Informacién contribuye con el conocimiento de las caracteristicas
arquitectonicas de la zona y por lo tanto, con el entendimiento de los aspectos
culturales y sociales de dicha region.

En el capitulo “La lipasa de papaya y su eficacia como catalizador en diversas
reacciones de sintesis de interés industrial”, que nos presenta Georgina Coral
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Sandoval Fabian e lvanna Yvonne Rivera Espinosa, se muestran los resultados
obtenidos en el proceso de purificacion parcial como la evaluacion de su capacidad
en reacciones de sintesis de polimeros de e-caprolactona, produccion de lipidos
sucedaneos (analogos) de leche materna, y polimeros de e-caprolactona vy
resolucion de la mezcla racémica del éster octilico del acido 2- bromofenil acético.
Llegando a la conclusidn que La obtencion de biocatalizadores con actividad
lipolitica conseguidos a partir del latex de papaya, con distintas propiedades y
caracteristicas fisicoquimicas ayudo no solo en el estudio de la complejidad de las
distintas proteinas con la actividad lipasa presentes en el latex de Carica papaya,
sino para seleccion del mejor catalizador de acuerdo con las reacciones de interés.
Por su parte en el capitulo “Herramientas Bioinformaticas para el Andlisis de
Mutaciones en Secuencias de ADN de Staphylococcus aureus” presentado por
Ikuri Alvarez Maya, Juan Fernando Hernandez Amador y Gabriel Alonso Moran
Marroquin presentan un enfoque muy actual donde destacan que las herramientas
bioinformaticas bajo licencia facilitan el analisis y manejo de las secuencias de
ADN con las que se trabaja, sin embargo, indican que las herramientas open source
para el andlisis de mutaciones en secuencias de ADN realizan un trabajo eficaz si
se utilizan y analiza el trabajo adecuadamente pues, las mutaciones no siempre
se presentan en sitios significativos para resistencia bacteriana o beneficio de la
cepa. Destacando dentro de sus resultados el analisis completo de una secuencia
genomica utilizando herramientas bioinformaticas open source para la busqueda
de mutaciones en secuencias completas, ya conocidas, de ADN, rescatando
mutacidn significativa para S. aureus.

En el capitulo “Desarrollo y aplicacion de un sistema en continuo para la
inactivacion de microorganismos mediante fluidos supercriticos asistidos por
ultrasonidos de potencia” presentado por Ingrid Paniagua Martinez, Alejandra
Ramirez Martinez destacan que los consumidores demandan productos con
caracteristicas similares a los naturales, por lo que existe un creciente interés por
las técnicas de conservacion no térmicas. Por tanto, su estudio es muy pertinente
y actual centrandose en estas nuevas tecnologias es asegurar la conservacion
de alimentos, manteniendo el valor nutricional y propiedades organolépticas de
los productos tratados entre las tecnologias estudiadas destacan: luz pulsada
[1], empleo de ozono [2], alta presion hidrostatica [3], pulsos eléctricos [4],
ultrasonidos de potencia [5], luz ultravioleta [6]. Entre sus hallazgos hacen
mencion del proceso de inactivacion mediante fluidos supercriticos (SC-COz) ha
sido investigado como una técnica prometedora, ya que promueve un impacto
minimo sobre las propiedades nutricionales de los alimentos.

11
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Asi mismo en el capitulo “Empleo de enzimas lignocelulésicas para la
revalorizacion de residuos agroindustriales” de Lorena Amaya Delgado, Georgina
Coral Sandoval Fabian y José Angel Garcia Béjar se enfocan principalmente en el
aprovechamiento integral de los recursos y desechos generados por las actividades
economicas, entre ellas la agroindustria, destacando el interés de este tipo de
estudio debido al potencial que poseen los residuos lignoceluldsicos para la
obtencién de diversos metabolitos a través de procesos biotecnologicos. Por su
parte también enfatizaron que en los residuos lignoceluldsicos se conforman
principalmente por tres polimeros estructurales; celulosa, hemicelulosa y lignina,
asi mismo sefalaron que para poder ser utilizados es necesario aplicar una serie de
operaciones como el pretratamiento y la hidrolisis enzimatica.

Dentro del capitulo “La salud como un derecho fundamental ante el COVID
2019 y futuras pandemias” abordado por Rocio Calderdn Garcia y Jorge Alfredo
Jiménez Torres es de gran valor debido a los acontecimientos que nos enfrentamos
por la actual emergencia sanitaria. Tomando en cuenta los cambios realizados al
articulo 42. Constitucional donde la salud es un derecho Universal. Se rescatan
documentos de caracter internacional como lo es la Corte Interamericana de
los Derechos Humanos, tomando en cuenta que la salud debe garantizarse
respetando la dignidad humana y observando los principios fundamentales de
la bioética, de conformidad con los estandares interamericanos en cuanto a su
disponibilidad, accesibilidad, aceptabilidad y calidad. Asi mismo se presenta un
analisis de las repercusiones tanto en el quehacer de las instituciones, como en el
ejercicio de algunos de sus derechos humanos por las personas, se enfatiza en el
reto de modificar los modos de realizar las actividades productivas, profesionales
y personales, ante el riesgo de una afectacion generalizada a la salud y al medio
ambiente, que no afecten derechos y libertades de las personas.

En el capitulo “Efecto de la administracion de lipidos dietarios sobre el Sindrome
Metabolico en Modelos Murinos” de Rosa Maria Oliart, Maria del Socorro
Herrera Meza, Maria Guadalupe Sanchez Otero, Karla Rosana Reyes Saldaiia,
Abril Ramirez Higuera presentan un corte cientifico y actual demostrando que la
adicion de la proteina chaperona tiorredoxina al YNAR-TT mejoré el rendimiento y
produccion en un sistema heterdlogo de E. coli usando el plasmido pET32a+. Asi
mismo destacaron que se obtuvieron mejor expresion de la proteina vNAR T1-Trx
y rendimiento cuando se utilizé el medio 2xYT (5.877 mg/L), que represent6 un
incremento de 6.4 veces respecto a medio LB. En el ensayo de ELISA, se demostrd
que el vNAR T1 conservé el reconocimiento por la citocina TGF-B1 cuando se
encontraba fusionado con Trx.

12
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En el capitulo “Produccion y caracterizacion de una proteina recombinante
compuestapordominioVNARantiTGF-Bylachaperonatiorredoxina” presentado
por Tanya Camacho Villegas, Mirna Burciaga Flores y Elisa Fuentes Medina sefialan
que para mejorar el rendimiento de expresion de proteina de un dominio vVNAR
que puede aplicarse como alternativa de reconocimiento y neutralizacién de
TGF-B, se genero un plasmido recombinante que contiene la secuencia codificante
de un dominio VNAR anti-TGF-B y la proteina de fusion (tiorredoxina). A lo que
denominaron vVNAR-T1/Trx. Se realizd la expresion heteréloga en un sistema
bacteriano de E. coli BL21(DE3), demostrando que la construccion vNAR-T1/Trx en
el plasmido pET32a+, favorece la sobreexpresion de la proteina recombinante (29
kDa).

Por ultimo, el capitulo “Factibilidad y disefio de un proceso biocatalitico para
la produccion de un biopolimero a base de residuos de cuticula de jitomate”,
abordado por Barbara Isabel Mora Cortés, Carolina Pefia Montes y Dolores Reyes
Duartedestacaron que el capituloes muy pertinenteenelcampo delasostenibilidad
y nos presenta una propuesta tedrica para la produccion de un biopolimero a partir
de cuticula de jitomate y acido lactico, enfocandolo a la produccidon de bolsas
con potencial biodegradable, se destaca que el uso de residuos vegetales para la
creacion de materiales biodegradables es algo necesario, debido al periodo que
tardan los polimeros a base de petrdleo en degradarse es de 150 a 2500 afios en
comparacion con los meses que tardan en degradarse los biomateriales. Por tanto,
dentro de sus hallazgos se destaca que seria de gran utilidad emplear los residuos
de jitomate e incluso los jitomates que se consideran como residuos al sufrir dafio,
ya sea por factores fisicos o bioldgicos, los cuales se venden al minimo. Al mismo
tiempo se hace la recomendacién para este tipo de estudio el asociarse con una
empresa productora de este fruto o que utilice el jitomate como materia prima con
el fin de emplear sus residuos como la cascara. Se recomienda hacer la sintesis del
biopolimero con la cutina de T. reesie experimentalmente para comprobar los datos
tedricos obtenidos en el “docking”. Se recomienda evaluar los solventes organicos
como eliso-octanoy el éter dietilico, para determinar el solvente adecuado para la
estabilidad de la cutinasa en la reaccién de sintesis.

En estos diez capitulos presentados por treinta y tres autoras y autores del
Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco,
A.C. (CIATEJ), Universidad de Guadalajara, Colegio de Postgraduados (Campus
Veracruz), Universitat Politécnica de Valencia, Colegio de Michoacan, Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo, Salesas Instituto, Universidad UNE, Tecnoldgico
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Nacional de México/Instituto Tecnoldgico de Veracruz, Universidad Veracruzana
y Universidad Auténoma Metropolitana, dan a conocer los hallazgos obtenidos
de las investigaciones que realizan para fortalecer la gestion del conocimiento, la
innovacion asi como el uso y la transferencia del conocimiento para contribuir a la
generacidn de bienestar social en México.

La presente obra fue editada por el Centro de Investigaciéon y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco, A. C. gracias al apoyo del proyecto 9193-
2020 denominado “Memorias del Il Congreso de Investigadoras del SNI: Ingenieria
para un futuro sustentable”, el cual fue apoyado a través del Programa de Difusién
y Divulgacidon de la Ciencia, Tecnologia e Innovacién (DyD) 2020 del Consejo Estatal
de Ciencia y Tecnologia del Estado de Jalisco.
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SEMBLANZAS

1. Propiedades fisicoquimicas de las hormigas crudas y asadas
(Atta mexicana) y su aceptacion en comunidades rurales

« Alejandra Ramirez Martinez

La Dra. Alejandra Ramirez Martinez cursé sus estudios de Ingenieria (Ing.
Bioquimica, 2000-2004), y Maestria en Ciencias (en Ingenieria Bioquimica, 2005-
2007) en el Instituto Tecnoldgico de Veracruz. La Dra. Ramirez cursé entre los
afios 2007-2011 estudios de doctorado en ciencias en la Unidad de Investigacion y
Desarrollo de Alimentosy la Université de Montpellier 2 sobre temas para disminuir
el posible rechazo de lotes de café por instancias internacionales. Entre los afios
2012-2014 cursé un posdoctorado en la Université de la Bretagne Occidentale en
donde trabajé temas relacionados con la exposicién y consumo de alimentos en
donde adquirié experiencia sobre la cuantificacién de los alimentos consumidos
y la exposicién de diversas poblaciones a componentes de los alimentos. Desde
2018 es profesor investigador del Colegio de Postgraduados campus Veracruz.
Actualmente, es miembro del Sistema Nacional de Investigadores (Nivel 1), y
ha trabajado en proyectos para la cuantificacidon de pérdidas de alimentos en la
cadena agroalimentaria, y riesgo y exposicidn a productos quimicos en el marco
de la seguridad alimentaria. A lo largo de su carrera a formado a varios jovenes
de licenciatura, maestria y doctorado de instituciones nacionales y del extranjero.

« Ingrid Paniagua Martinez

La Dra. Ingrid Paniagua Martinez, es Ingeniero Quimico por el Instituto Tecnolégico
de Orizaba (2003-2007), M.C. en Ingenieria Bioquimica (2008-2011) y Dra. en
Ciencias en Alimentos (2012-2017) por la Unidad de Investigacién y Desarrollo de
Alimentos (UNIDA) del Instituto Tecnologico de Veracruz, asi como Dra. en Ciencia,
Tecnologia y Gestidn Alimentaria (2012-2017) por la Universidad Politécnica de
Valencia, Espafia. Su principal linea de investigacion ha sido la inactivacion de
microorganismos, conservacion de alimentos y la extraccidn de compuestos
bioactivos empleando tecnologias no térmicas, especificamente: CO2 como
fluido supercritico, ultrasonidos de potencia y pulsos eléctricos, desarrollando las
tecnologiasde maneraindividualy combinada, buscando siempre, laintensificacion
y mejora de los procesos. Fue catedratico de la Universidad Veracruzana durante
los afios 2017 a 2019. Desde marzo de 2019 realiza una estancia postdoctoral en la
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Universidad Politécnica de Valencia, donde sigue desarrollando estudios basados
en su principal linea de investigacién. Ha participado en mas de 30 congresos
nacionales e internacionales. Desde 2019 es miembro del Sistema Nacional de
Investigadores (Nivel Candidato). A lo largo de su vida académica, ha formado
a varios estudiantes de licenciatura y maestria de instituciones nacionales y del
extranjero.

2. Identificacion de estructuras arqueoldgicas usando métodos
geofisicos en la region de Oconahua, Jalisco

 Emilia Fregoso Becerra

Doctorado en Ciencias en Ciencias de la Tierra con orientacién en Geofisica
Aplicada, Centro de Investigacién Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada
(CICESE), Ensenada, B. C.; Maestria en Ciencias en Matematicas Aplicadas, Centro
de Investigacion en Matematicas (CIMAT), Guanajuato, Guanajuato.; Licenciatura
en Matematicas, CUCEI, Universidad de Guadalajara.

Profesora investigadora adscrita al Departamento de Matematicas, CUCEI,
Universidad de Guadalajara. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores,
Nivel 1, y perfil PRODEP.

Linea de investigacidon: Modelado e inversion de datos geofisicos. Ha trabajado en
el desarrollo de metodologias de inversidn conjunta de datos geofisicos usando
técnicas de Optimizacion, Métodos Numéricosy Ecuaciones Diferenciales Parciales.

e Sean M. Smith Marquez

Estudié arqueologia en la UAG, es Maestro en arqueologia por el COLMICH y cursa
el Doctorado en el Instituto de Investigaciones Antropologicas de la UNAM. Trabajd
en Tzintzuntzan con el Dr. Arturo Oliveros, en Querétaro con la Dra. Elizabeth
Mejia y Alberto Herrera, En Sayula con la Dra. Susana Ramirez, Dra. Catherin Liot,
Dr. Bruce Benz y Dr. Marcus Winter, en Guadalajara con el Mtro. Carlos Ldépez y
en Guachimontones con el Dr. Phil Weigand. Desde 2008 es coordinador del
Proyecto Arqueoldgico Oconahua. Actualmente es asistente de investigacién en
el COLMICH-CEQ.

o Abel Palafox Gonzalez

Doctor en Ciencias con Orientacién en Ciencias de la Computacidon por el Centro
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de Investigacidon en Matematicas, CIMAT A. C., en 2016. Profesor investigador
adscrito al Departamento de Matematicas, del CUCEI, Universidad de Guadalajara
del 2018 a la fecha. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel 1, y
perfil PRODEP. Ha trabajado en el desarrollo de herramientas computacionales
para la formulacidn y estudio de problemas inversos en el contexto Bayesiano.
Sus areas de interés comprenden: COmputo en paralelo, Métodos Numéricos,
Ecuaciones Diferenciales Parciales, Problemas Inversos, Inferencia Bayesiana,
etc. Actualmente realiza investigacidn en la aplicacidn de Ciencia de Datos en
problemas inversos.

» Fernando Becerra Lopez

Doctor en Matematicas por la Universidad de Guadalajara. Ha trabajado en diversas
areas, desde la topologia algebraica hasta la inteligencia artificial. Actualmente
es Profesor de tiempo completo en el Departamento de Matematicas de la
Universidad de Guadalajara.

 Edgar Alejandro Guerrero Arroyo

Recibid el grado de Licenciado en Computacidn por parte de la Universidad de
Guanajuato en el 2010. Durante el 2009 realizd un intercambio académico en la
Universidad de St. Francis Xavier, en la ciudad de Antigonish, Nova Scotia, Canada.
Al terminar, concluyé los estudios de Maestria en computacion y Matematicas
Industriales en el Centro de Investigacidn en Matematicas, CIMAT, en Guanajuato,
Guanajuato en el 2012. Posteriormente, recibio el grado de Doctor en Ciencias de la
Computacién en el mismo centro en el 2016. Durante el 2014 realizé una estancia
de investigacion en el Grupo de Simulacion de Depdsitos del Departamento de
Ingenieria Quimica y del Petréleo en la Universidad de Calgary en la ciudad de
Calgary, Alberta, Canada. Actualmente es Profesor Investigador Titular A en el
Departamento de Matematicas del Centro Universitario de Ciencias Exactas e
Ingenierias de la Universidad de Guadalajara.

Lineas de investigacion: Modelacidn numérica de ecuaciones diferenciales y ciencia
de los datos.

* Miguel Angel Alatorre Zamora

Nacié en Guadalajara, Jalisco, el 30 de noviembre de 1959. Estudié la Licenciatura
en Oceanologia desde 1979 hasta 1984 en la Escuela Superior de Ciencias Marinas
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de la Universidad Autonoma de Baja California. Estudié Maestria en Ciencias en
Geofisica Aplicada en el Centro de Investigacion Cientifica y Educacién Superior
de Ensenada, desde 1985 hasta 1987. Estudié Doctorado en Ciencias (Exploracidn)
en el Instituto de Geofisica de la Universidad Nacional Autéonoma de México,
obteniendo el grado en 2003. Actualmente se encuentra adscrito al Departamento
de Ingenieria Civil, del Centro Universitario de Ciencias Exactas e Ingenierias,
donde desarrolla investigacion aplicada en Geofisica en las areas de arqueologia,
problemas ambientales y neotectdnica (grandes estructuras).

e Fred Y. Pérez Corona

Ingeniero en Geologia Ambiental por parte de la Universidad Auténoma del Estado
de Hidalgo en 2008, concluyé estudios de Maestria en Ciencias Aplicadas en el
Instituto Potosino de Investigacion Cientificay Tecnoldgica (IPICYT) en 2011y obtuvo
el grado de Doctor en Geociencias Aplicadas por el IPICYT en 2020. Actualmente
es profesor por asignatura de la Licenciatura en Ingenieria en Geologia Ambiental,
del Area Académica de Ciencias de la Tierra, del Instituto de Ciencias Basicas e
Ingenieria, de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. Ha trabajado
en el andlisis, interpretacién y modelacién de datos geofisicos de regimenes
hidrotectdnicos. Sus lineas de interés son la Exploracion-Modelacion Geoldgica
y Geofisica (Métodos Potenciales, Métodos Eléctricos y Electromagnéticos),
Hidrogeologia y Tecténica.

e Israel Alberto Davila Rodriguez

Estudiante de la Maestria en Ciencias en Matematicas en el Centro Universitario
de Ciencias Exactas e Ingenierias (CUCEIl) de la Universidad de Guadalajara.
Ha trabajado en inversién de datos magnéticos mediante técnicas Bayesianas
y mediante estrategias evolutivas. Sus areas de interés se dirigen a inversion de
datos geofisicos (gravimetria, magnetometria y resistividad eléctrica) utilizando
tanto métodos Bayesianos, como Estrategias Evolutivas y de Machine Learning.
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3. La lipasa de papaya y su eficacia como catalizador en diversas
reacciones de sintesis de interés industrial

 Georgina Sandoval Fabian

Ing. Quimica por la Universidad de Guadalajara y Doctora en Biologia, Salud y
Biotecnologia por el Instituto Nacional de Ciencias Aplicadas (INSA, Toulouse,
Francia). Investigadora Titular en la Unidad de Biotecnologia Industrial del CIATE].
Responsable del Laboratorio de Innovacidn en Bioenergéticos y Bioprocesos
Avanzados (LIBBA). Sus lineas de investigacion versan sobre Biocatalisis Industrial
y Metabolitos Microbianos, con aplicaciones en los campos de Nutracéuticos,
Biopolimeros y Biocombustibles, entre otros. Miembro del Sistema Nacional de
Investigadores Nivel Ill. Pertenece a diversas redes y sociedades cientificas tanto
nacionales como internacionales, entre las cuales ha coordinado acciones y redes
en el Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED)
y CONACYT.

e lvanna Yvonne Rivera Espinosa

Es Doctora en Ciencia y Tecnologia por el Posgrado Interinstitucional en Ciencia
y Tecnologia; doctora en Ciencias Bioldgicas, Veterinarias, Agrondémicas y
Biotecnologia con especialidad en Enzimologia por el Instituto Nacional de Ciencias
Aplicadas de Toulouse. De igual forma, realizo varias estancias en el extranjero
concretamente en Madrid, Espafia.

La mayor parte de su carrera profesional la ha desarrollado en el area de
investigacidon sobre todo en enzimologia concretamente en el estudio de las
lipasas. Donde ha tenido la oportunidad de conocer y desarrollar técnicas de
andlisis microbiolégicos y de proteinas incluyendo procesos de produccion/
fermentacién, clonacién, purificacién, cristalografia. Ademas, ha trabajado la
oportunidad de trabajar en reacciones de interés industrial catalizadas por estas
enzimas incluyendo produccién de biodiesel, lipidos estructurados, nutracéuticos,
precursores de medicamentos y polimeros.
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4. Herramientas Bioinformaticas para el Analisis de Mutaciones
en Secuencias de ADN de Staphylococcus aureus

e Juan Fernando Hernandez Amador

Realizé sus estudios de educacidn media superior en el Colegio de Estudios
Cientificos y Tecnoldgicos del Estado de Jalisco (CECYTEJ) donde obtuvo su titulo
técnico en “Analisis y tecnologia de los alimentos “. Posteriormente realizé una
Licenciatura en “Quimico Farmacéutico Biélogo” en el Centro Universitario UNE A.
C. al mismo tiempo que iniciaba su estancia como becario en el Centro Analitico de
Patologia (CAPSA), en donde actualmente se desempefia. Ademas, realizo su tesis
profesional en el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del
Estado de Jalisco (CIATEJ), en la Unidad de Biotecnologia Médica y Farmacéutica.

* Gabriel Alonso Moran Marroquin

Docente y coordinador de la Licenciatura de Quimico Farmacéutico Bidlogo en
la Universidad de Especialidades (UNE, plantel Tesistan), integrante del Sistema
Intermunicipal de Agua Potable y Alcantarillado (SIAPA), tiene su formacion
académica en la Universidad de Guadalajara (U de G) como Licenciado Quimico
asi mismo cuenta con una Maestria en Ciencias en Procesos Agroindustriales en el
Posgrados Interinstitucional en Ciencia y Tecnologia (PICyT).

Ha publicado en revistas cientificas, en donde destaca “Effect of dilution rate
and nutrients addition on the fermentative capability and synthesis of aromatic
compounds of two indigenous strains of Saccharomyces cerevisiae in continuous
cultures fed with agave tequilanajuice. International journal of food microbiology”.

o Ikuri Alvarez Maya

Doctora en Ciencias en Biologia Celular. Investigadora Titular en CIATEJ, Centro de
Investigacidny AsistenciaenTecnologiay Disefio del Estado de)alisco, perteneciente
a los Centros Publicos de Investigacion de CONACYT. Miembro del Sistema
Nacional de Investigadores Nivel I. Lineas de Investigacion, Biologia Molecular,
Epidemiologia Molecular, Secuenciacién Genémica Completa. Ha publicado en
revistas indexadas, tiene mas de 30 congresos nacionales e internacionales, y ha
contribuido a la formacién de estudiantes en diferentes niveles de posgrado, tiene
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3 capitulos de libro. Cuenta con estancia post-doctoral en Department of Virology,
Children’s Hospital of Eastern Ontario CHEO, Ottawa, Canada. Ademas de una
primera estancia Post-Doctoral en NRC University of Alabama at Birmingham
UAB. Alabama, USA. Ha dirigido proyectos financiados por CONACYT en el area de
Tuberculosis. Cuenta con mas de 634 citas bibliograficas.

5. Desarrollo y aplicacion de un sistema en continuo para la
inactivacion de microorganismos mediante fluidos supercriticos
asistidos por ultrasonidos de potencia

e Ingrid Paniagua Martinez

La Dra. Ingrid Paniagua Martinez, es Ingeniero Quimico por el Instituto Tecnolégico
de Orizaba (2003-2007), M.C. en Ingenieria Bioquimica (2008-2011) y Dra. en
Ciencias en Alimentos (2012-2017) por la Unidad de Investigacion y Desarrollo de
Alimentos (UNIDA) del Instituto Tecnoldgico de Veracruz, asi como Dra. en Ciencia,
Tecnologia y Gestidn Alimentaria (2012-2017) por la Universidad Politécnica de
Valencia, Espafia. Su principal linea de investigacidon ha sido la inactivacion de
microorganismos, conservacion de alimentos y la extraccidn de compuestos
bioactivos empleando tecnologias no térmicas, especificamente: CO2 como
fluido supercritico, ultrasonidos de potencia y pulsos eléctricos, desarrollando las
tecnologias de maneraindividualy combinada, buscando siempre, laintensificacién
y mejora de los procesos. Fue catedratico de la Universidad Veracruzana durante
los afios 2017 a 2019. Desde marzo de 2019 realiza una estancia postdoctoral en la
Universidad Politécnica de Valencia, donde sigue desarrollando estudios basados
en su principal linea de investigacidn. Ha participado en mas de 30 congresos
nacionales e internacionales. Desde 2019 es miembro del Sistema Nacional de
Investigadores (Nivel Candidato). A lo largo de su vida académica, ha formado
a varios estudiantes de licenciatura y maestria de instituciones nacionales y del
extranjero.

« Alejandra Ramirez Martinez
La Dra. Alejandra Ramirez Martinez cursé sus estudios de Ingenieria (Ing.
Bioguimica, 2000-2004), y Maestria en Ciencias (en Ingenieria Bioquimica, 2005-

2007) en el Instituto Tecnologico de Veracruz. La Dra. Ramirez curso entre los
afios 2007-2011 estudios de doctorado en ciencias en la Unidad de Investigacion y
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Desarrollo de Alimentos y la Université de Montpellier 2 sobre temas para disminuir
el posible rechazo de lotes de café por instancias internacionales. Entre los afios
2012-2014 curso un posdoctorado en la Université de la Bretagne Occidentale en
donde trabajé temas relacionados con la exposicidn y consumo de alimentos en
donde adquirié experiencia sobre la cuantificacién de los alimentos consumidos
y la exposicion de diversas poblaciones a componentes de los alimentos. Desde
2018 es profesor investigador del Colegio de Postgraduados campus Veracruz.
Actualmente, es miembro del Sistema Nacional de Investigadores (Nivel 1), y
ha trabajado en proyectos para la cuantificacién de pérdidas de alimentos en la
cadena agroalimentaria, y riesgo y exposicidn a productos quimicos en el marco
de la seguridad alimentaria. A lo largo de su carrera a formado a varios jovenes
de licenciatura, maestria y doctorado de instituciones nacionales y del extranjero.

6. Empleo de enzimas lignocelulésicas para la revalorizacion de
residuos agroindustriales

* José Angel Garcia Béjar

Ing. Biotecndlogo egresado del Instituto Politécnico Nacional, campus Guanajuato,
México (2013-2017), donde oriento sus intereses de investigacion en la prospeccion
de propiedades nutracéuticas de oligosacaridos no-digeribles obtenidos a partir
de nopal. Actualmente cursa el programa de maestria en Ciencias en Innovacion
Biotecnoldgica con especialidad en Biotecnologia Agroalimentaria en el Centro
de Investigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATE)
A.C.), donde trabaja en el desarrollo de procesos para la produccion de etanol
lighoceluldsico a partir de residuos agroindustriales, bajo la direccién de la Dra.
Lorena Amaya Delgado.

 Georgina Sandoval

Ing. Quimica por la Universidad de Guadalajara y Doctora en Biologia, Salud y
Biotecnologia por el Instituto Nacional de Ciencias Aplicadas (INSA, Toulouse,
Francia). Investigadora Titular en la Unidad de Biotecnologia Industrial del CIATE].
Responsable del Laboratorio de Innovacidn en Bioenergéticos y Bioprocesos
Avanzados (LIBBA). Sus lineas de investigacion versan sobre Biocatalisis Industrial
y Metabolitos Microbianos, con aplicaciones en los campos de Nutracéuticos,
Biopolimeros y Biocombustibles, entre otros. Miembro del Sistema Nacional de
Investigadores Nivel Ill. Pertenece a diversas redes y sociedades cientificas tanto

22



SEMBLANZAS DE AUTORES(AS)

nacionales como internacionales, entre las cuales ha coordinado acciones y redes
en el Programa Iberoamericano de Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo (CYTED)
y CONACYT.

e Lorena Amaya Delgado

Ing. Bioquimica egresada del Instituto Tecnoldgico de Tuxtepec, maestray doctora
en Biotecnologia por el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
IPN. Investigadora Titular en la Unidad de Biotecnologia Industrial del CIATE].
Sus lineas de investigacion se enfocan en el disefio de procesos biotecnolégicos
para la obtencion de metabolitos de interés industrial por via fermentativa
(biocombustibles, enzimas lignocelulasas, entre otros), con particular interés en
la fisiologia microbiana. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores Nivel | y
Project Management Professional certificada por el Project Management Institute.

7. La salud como un derecho fundamental ante el COVID 2019 y
futuras pandemias

* Rocio Calderon Garcia

Doctora en Cooperacion y Bienestar Social por la Universidad de Oviedo,
Espafa, Maestra en Gestion de la Ciencia e Innovacién Tecnolédgica por la
Universidad Politécnica de Valencia, Experta en Cultura Cientifica y Divulgacion,
por la Organizacion de Estados Iberoamericanos y la Universidad de Oviedo,
Espafia, Miembro de la Academia Jalisciense de Ciencia, del Sistema Nacional
de Investigadores y del Instituto Mexicano de Gestion de la Ciencia e Innovacion
Tecnoldgica, Profesora e Investigadora adscrita al Departamento de Estudios
Internacional del Centro Universitario de Ciencias Sociales y Humanidades de la
Universidad de Guadalajara, lineas de investigacion: Innovacién Social, Cultura
Cientifica, Gestion del Conocimiento, Impulso y fortalecimiento de los posgrados.

« Jorge Alfredo Jiménez Torres

Abogado por la Universidad de Guadalajara, Maestro en Derecho civil y financiero
por la misma institucion, Doctor en Ciencias del Desarrollo Humano por la
Universidad del Valle de Atemajac. Coordinador de desarrollo curricular de la
licenciatura en derecho de la UNIVA (2001-2008), profesor a nivel licenciatura y
posgrado en materias de Derecho internacional publico, privado y metodologia
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de la investigacion en la misma institucion (1997-2015); profesor de la escuela
de Derecho de la Universidad Panamericana, imparti las materias de Derecho
internacional publico y Ciencia Politica (1998-2008). Desde el afio 2008 a la fecha,
profesor investigador en el Departamento de Justicia y derecho del CUCIENEGA
de la Universidad de Guadalajara. Miembro de la Academia Mexicana de Derecho
internacional privado y comparado y de la Academia Jalisciense de Ciencias.

8.Efectodelaadministraciondelipidosdietarios sobreelsindrome
metabdlico en modelos murinos

¢ Rosa Maria Oliart Ros

Doctora en Ciencias (Biologia). Profesora Investigadora de tiempo completo en el
Tecnoldgico Nacional de México/Instituto Tecnolégico de Veracruz. Miembro del
Sistema Nacional de Investigadores Nivel Il y de la Academia Mexicana de Ciencias;
Perfil Deseable PRODEP. Jefa del Laboratorio de Bioquimica de la Unidad de
Investigacidn y Desarrollo en Alimentos. Lineas de Investigacion: Efecto de lipidos
dietarios en enfermedades crénico degenerativas (sindrome metabdlico, cancer,
enfermedad de Parkinson); Aislamiento y analisis de potencial biotecnolédgico de
bacterias de medios ambientes extremos. Miembro fundador de la Red Mexicana
de Organismos Extremofilos, miembro de la Red Habitos alimenticios y actividad
fisica de jévenes en México. Ha dirigido 12 tesis de Licenciatura, 37 tesis de Maestria
y 19 de Doctorado; cuenta con 57 publicaciones internacionales indexadas y siete
capitulos delibrosinternacionales, asi presentaciones en congresos, y conferencias.

e Maria del Socorro Herrera Meza

Investigadora titular “C"” adscrita al Instituto de Investigaciones Psicoldgicas en
la Universidad Veracruzana. Maestra en Ciencias Alimentarias por la Universidad
Veracruzana y Doctora en Ciencias en Alimentos por el Instituto Tecnolégico de
Veracruz. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores Nivel 1y perfil deseable
SEP-PRODEP. Las lineas de investigacidn que maneja son lipidos alimentarios y sus
implicaciones en la salud, sindrome metabdlico y obesidad en ratas y conducta
alimentaria. Ha participado en la direccidon de tesis de Doctorado, Maestria,
Licenciatura e imparte cursos de docencia en posgrado. Cuenta con diversas
publicaciones originales en revistas cientificas indexadas, capitulos de libros y
articulos de divulgacidn cientifica. Es la encargada del laboratorio del de conducta
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alimentaria del Instituto donde encuentra adscrita.
» Maria Guadalupe Sanchez Otero

Doctorado en Ciencias en Alimentos (2011). Profesora de tiempo completo en la
Facultad de Bioanalisis de la Universidad Veracruzana (2010 a la fecha). Miembro
del SNI (desde 2013), Perfil Deseable PRODEP (desde 2011). Linea de Investigacion:
Identificacion y purificacion de lipasas de organismos extremdéfilos y su aplicacién
biotecnolégica; asi como el estudio de nuevas fuentes de acidos grasos con
potencial nutraceutico; Miembro fundador de la Red Mexicana de Organismos
Extremofilos, miembro de la Red de Investigacidn de Medicinas complementarias
de la Secretaria de Salud del Estado y de la Asociacion Mexicana de Microbiologia.
Ha dirigido 40 tesis de Licenciatura, y ha participado en la asesoria de seis tesis de
Maestria y dos de Doctorado; cuenta con 15 articulos internacionales indexados y
cuatro capitulos de libros internacionales.

 Karla Roxana Reyes Saldaia

Estudiante del Doctorado en Ciencias en Alimentos en el Instituto Tecnolégico de
Veracruz. Maestra en Ciencias en Ingenieria Bioquimica. Lineas de investigacion
enfocadas en la administracién de acidos grasos dietarios para evaluar el perfil
epigenéticoy metabdlico de diversos grupos murinos dentro de los cuales destacan
ratas Zucker y ratas Wistar con sindrome metabélico. Actualmente encargada del
area de coordinacion de estudios clinicos en un Centro de Investigacién Clinica
donde se llevan a cabo diversos protocolos enfocados a vacunas en fase Ill de
investigacion versus COVID-19, asi como tratamientos oncoldgicos en fase Il y fase
Il de investigacion principalmente.

« Abril Ramirez Higuera

Catedra CONACYT adscrita al Tecnologico Nacional de México/ Instituto
Tecnoldgico de Veracruz, responsable del Laboratorio de Bioquimica de la
Nutricion-UNIDA, Doctora en Ciencias en Biotecnologia y Maestra en Ciencias
en Bioprocesos por el Instituto Politécnico Nacional. Colaboré activamente
dentro del Cuerpo Académico de Biotecnologia, linea de investigacion: Estudios
nutrigenéticos, funcionales y toxicoldgicos de alimentos. Formo parte de la red
de Habitos Alimenticios y Actividad Fisica de J6venes en México. He participado
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como revisora en comités de revistas de interés cientifico, asi como direcciones
y codirecciones de tesis de licenciatura y posgrado, he sido invitada a mas de 5
conferencias en congresos nacionales e internacionales.

9. Produccion de una proteina recombinante compuesta por un
dominio VNAR anti TGF-B y la chaperona tiorredoxina

* Mirna Burciaga Flores

Es Ingeniera en Biotecnologia por parte de la UPGOP, cursé la Maestria en Ciencias
en Innovacion Biotecnoldgica con opcidn terminal en Biotecnologia Médica y
Farmacéutica (CIATEJ). Actualmente es estudiante del Doctorado en Ciencias en
Innovacidn Biotecnoldgica con opcidn terminal en Biotecnologia Aplicada a la
Salud (CIATE)). Ha publicado un articulo de revision como autor principal, asi como
varias memorias en extenso, ha realizado estancias de investigacidn, docencia a
nivel licenciatura y posgrado. También, ha participado en eventos de divulgacidn
dela ciencia para nifios y profesionales. Joven comprometida con el desarrollo de la
ciencia en México. https://www.researchgate.net/profile/Mirna-Burciaga-Flores

o Elisa Fuentes Medina

Es Ingeniera Biotecndloga por la UAG. Realizé su tesis de licenciatura en CIATE]
enfocada en la produccion de proteinas recombinantes empleando técnicas de
biologia molecular, ingenieria de anticuerpos y microbiologia. Con dotes culinarios
excepcionales, especialmente en la reposteria. Actualmente labora en una
industria farmacéutica privada como analista quimico.

e Tanya Amanda Camacho Villegas

Es Bidloga por la Facultad de Ciencias de la UABC, realizé su Maestria en Ciencias
en Biotecnologia Marina en CICESE y su Doctorado en Ciencias en la Facultad
de Ciencias Marinas de la UABC, reconocida con mencion honorifica y Mérito
escolar. Miembro del Sistema Nacional de Investigadores Nivel 1 desde 2019.
Tiene experiencia probada en la seleccidn y caracterizacidn de dominios vVNAR, asi
como en otros formatos de anticuerpos. Labora como Catedra CONACYT adscrita
a CIATEJ como lider de grupo. Ha titulado estudiantes de posgrado, publicado
articulos cientificos en revistas indexadas. Ademas, ha sido responsable técnico
de proyectos vinculados a empresas y colaboradora de diversos proyectos de

26



SEMBLANZAS DE AUTORES(AS)

fondos. Autora de diversas patentes nacionales e internacionales, cuenta con dos
transferencias tecnoldgicas. Ha participado en diversos eventos de divulgacién de
la ciencia para nifios y profesionales, asi como en ponencias orales en congresos
nacionales e internacionales. Mujer con vocacidén de servicio y aptitudes para
la ciencia, comprometida con el desarrollo racional del pais mediante sus
investigaciones y la formaciéon de nuevos talentos. ORCID: 0000-0002-0540-
0287; https://www.researchgate.net/profile/Tanya-Camacho-Villegas

10. Factibilidad y disefio de un proceso biocatalitico para la
produccion de un biopolimero a base de residuos de cuticula de
jitomate

o Barbara Isabel Mora Cortés

Estudid la licenciatura en Ingenieria Bioquimica en el Instituto Tecnolédgico de
Veracruz. Asistié al XVI Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, en
Guadalajara, Jalisco. Participd en el curso de Aceites Esenciales como Método
de Control de Hongos Toxigénicos en Granos Almacenados. Realizd su servicio
escolar en el Evento Nacional Estudiantil de Innovacién Tecnoldgica (ENEIT)
2019. Desempeio su tesis, titulada “Disefio de un techo verde para el edificio
“F” del TecNM-ITVer utilizando plantas de la familia Crassulaceae, en base a
datos experimentales y predictivos de balances de masa y térmicos”. Efectud sus
residencias profesionales en el Laboratorio de Genética Aplicada. Actualmente es
egresada del Instituto Tecnoldgico de Veracruz, con especialidad en Bioingenieria
en Ambiental-Energia.

o Carolina Peha Montes

Realizé la licenciatura en Quimica de Alimentos y la Maestria y Doctorado
en Ciencias Bioquimicas en la Facultad de Quimica de la UNAM. Estancia de
investigacion de 3 afios en el Instituto de Bioquimica técnica (ITB), Stuttgart,
Alemania durante la realizacién del Doctorado. Ella trabajé como Profesor en
Facultad de Quimica, UNAM por 10 afios. Actualmente es Profesora Investigadora
Titular C del Tecnolégico Nacional de México, campus Veracruz, Jefa de Laboratorio
de Genética Aplicada con Perfil Deseable PRODEP y SNI nivel 1.
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¢ Dolores Reyes Duarte

Estudid la licenciatura en Ingenieria Bioquimica en el Instituto Tecnolégico de
Veracruz y el doctorado en Ciencias Bioquimicas en el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM. Realizd un posdoctorado en el Departamento de Biocatalisis del
Instituto de Catalisis y Petroleoquimica, Consejo Superior de Investigacién
Cientifica. Madrid, Espafia. Ha realizado estancias de investigacion en la UNIDA del
Instituto Tecnolédgico de Veracruz-TecNM y en la Universidad Pontificia Catélica de
Valparaiso en Chile. Actualmente es profesora-Investigadora Titular C por tiempo
indeterminado en el Laboratorio de Biotecnologia (Biocatalisis) del Departamento
de Procesos y Tecnologia de la Division de Ciencias Naturales e Ingenieria de la
Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Cuajimalpa (UAM-C), con Perfil
Deseable PRODEP y SNI nivel 1.
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Propiedades fisicoquimicas de las hormigas crudas y asadas (Atta
mexicana) y su aceptacion en comunidades rurales

Ramirez Martinez A. ™, Paniagua Martinez |.2

'Colegio de Postgraduados-Campus Veracruz, Posgrado en Agroecosistemas Tropi-
cales, Km. 88.5 Carretera federal Xalapa-Veracruz, Tepetates, Municipio de Manlio
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Resumen

Los valores nutricionales de Atta mexicana (hormigas chicatanas) son similares
a los que se encuentran en la carne. Como otros insectos, los consumidores los
tuestan para su consumo y conservacién. Este proceso puede generar cambios be-
neficiosos en los alimentos; sin embargo, también puede causar la destruccion de
ciertos componentes nutricionales. Asi, el objetivo principal del presente trabajo
fue analizar algunas de las principales propiedades fisicoquimicas de las hormigas
chicatanas crudas y asadas de un sitio ubicado en las altas montafas del esta-
do de Veracruz. El proceso de tostado se realizé como suele realizarse en el lugar
de donde se tomaron las muestras. También investigamos el nivel de consumo y
aceptacion en varias localidades cercanas a este sitio mediante una encuesta. Se
observaron diferencias significativas entre el contenido de proteinas y grasas debi-
do al proceso de tostado (p> 0.05). Las pruebas de tostado también revelaron que
el cambio de color estaba relacionado con la pérdida de humedad y el aumento de
la temperatura. Ademas, el proceso no afecto el perfil de acidos grasos (p> 0.05).
Las encuestas de consumo y aceptacion revelaron que los entrevistados aprecian
mucho el sabor de Atta mexicana y que su consumo ha disminuido debido a la dis-
minucion de la lluvia.
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Introduccion

El consumo de insectos, llamado entomofagia, se practica desde hace muchos
afios en paises tropicales de América Latina, Africa y Asia (China, Tailandia, Laos
y Japon) (Chen et al., 1998; Hartmann et al., 2015; Hanboonson y Durst, 2014;
Payne, 2015; Raheem et al., 2019) y en épocas mas recientes, en algunos paises
europeos. Las hormigas se encuentran entre las especies de insectos de interés
para el consumo humano que no se analizan cominmente (Williams et al., 2016).
Estudios realizados en especies de hormigas como Atta mexicana, han demostrado
que tienen altos niveles de proteinas (De Guevara et al., 1995), acidos grasos
omega-3 (Reyes-Prado et al., 2016), minerales y vitaminas (Ramos-Elorduy y Pino-
Moreno, 2001). Puede haber una pérdida en las propiedades nutricionales de Atta
mexicana dependiendo de las condiciones utilizadas durante el proceso de tostado
artesanal. Atta mexicana puede ser una fuente rica en proteinas tanto en areas
rurales como urbanas o donde la poblacidon esté dispuesta a comerlas. De hecho,
se han realizado pocas investigaciones sobre el nivel de consumo y aceptacion de
Atta mexicana. Asi, el objetivo principal del presente trabajo fue analizar algunas
de las principales propiedades fisicoquimicas de las chicatanas crudas y tostadas
(Atta mexicana) (contenido de humedad, color, proteina, grasa, cenizas y acidos
grasos) de un sitio ubicado en las montafas del estado de Veracruz (Huatusco
de Chicuellar). También analizamos los principales factores que pueden explicar
la aceptacion del insecto en la poblacién que habita el sitio del cual tomamos
muestras. Hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se informaran las
principales propiedades fisicoquimicas durante el tostado de Atta mexicana.

Desarrollo

El consumo en un acto socialmente ritualizado en el que la apropiacion de
los bienes y servicios, en correlacién con los puntos de venta y escenarios
de consumo, adquieren significados diferenciados para los diversos actores
sociales, consumidores, compradores, usuarios, grupos primarios y secundarios,
intermediarios, entre otros. Desde una perspectiva antropolégica, el consumo
se define como el conjunto de procesos socioculturales en que se realiza la
apropiacion y los usos de los productos. El acto de consumo y el consumir es algo
mas que la mezcla de gustos, antojos o compras irreflexivas; el acto del consumo,
visto como un proceso de significacion, es generado por las relaciones entre los
actores sociales, los bienes de consumo y los espacios de adquisicion (Vélez-
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Zapata, 2008). De esta manera, la antropologia de consumo estudia los elementos
socioculturales que intervienen en el fendmeno del consumo, desde las practicas
y usos de la apropiacion de los productos hasta las dindmicas de interaccion en los
espacios de adquisicion de éstos (Vélez Zapata, 2008).

En el caso del consumo de alimentos, diversos factores extrinsecos e intrinsecos
influyenenlaaceptabilidad, y, porende, elconsumode unalimento. Lacomposicién,
color, olor y sabor de un alimento constituyen los principales factores intrinsecos
que afectan la aceptabilidad de un alimento. La publicidad, precio, cultura y
tradicidén son los principales factores extrinsecos que determinan la aceptabilidad
(Ibanez, 2001).

Entorno metodologico
Origen de las muestras

Las muestras de Atta mexicana utilizadas en el presente trabajo (1 kg cada una)
procedian de una region montafiosa del estado de Veracruz, México (Huatusco de
Chicuellar). Las muestras se congelaron y se transportaron al laboratorio donde
se retiraron manualmente las alas y patas de las hormigas. Todos los analisis se
realizaron con estas muestras.

Métodos fisicoquimicos

El contenido de humedad del producto se determind por el método de AOAC
(1990), en el cual las muestras se introducen en un horno y se someten a una
temperatura de 105 °C hasta que dos pesos consecutivos difieren de menos de 10
g. El porcentaje del contenido total de proteina en el material seco se determiné
mediante el método micro-Kjeldahl. El contenido de cenizas de las muestras se
determiné en una submuestra de 5 g mediante un horno de mufla a 550 °C segln
la norma ISO 1171-1981. Las muestras de color se midieron con un colorimetro
Hunter Lab (modelo MiniScan XE plus; Hunter Associates Laboratory, Retson, VA,
EE. UU. El color experimental se determiné mediante el modo de reflectanciay se
expresd mediante los pardametros L-a-b.

El contenido total de aceite en las muestras de hormigas se determiné por el
método Soxhlet de acuerdo con la Norma Mexicana NMX-F-089-S-1978.
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Cinética de secado-tostado

En la primera etapa, investigamos la temperatura a la que se iba a realizar la
cinética de secado-tostado. Para lograr este objetivo, visitamos a diez amas
de casa que solian asar Atta mexicana. Todas estas mujeres vivian en la region
estudiada. Inicialmente, las mujeres calentaron una olla de barro y después
de unos minutos, pusieron una cantidad de Atta mexicana para cubrir el fondo
de la olla de barro. Luego, mezclaron las hormigas con una cuchara de madera
durante 20-30 min y mantuvieron la temperatura constante. Encontramos que,
en promedio, la temperatura utilizada para tostar Atta mexicana fue de 95 + 3
°C. Esta temperatura la utilizamos en las pruebas de secado-tostado realizadas en
laboratorio. Después de que la olla de barro alcanzé los 95 °C, cubrimos el fondo
de la olla de barro con las hormigas (300 g). Posteriormente, tomamos muestras
de 10 g cada 10 minutos hasta 30 minutos y medimos la temperatura de la capa
formada por las hormigas, asi como las propiedades fisicoquimicas mencionadas
anteriormente. La temperatura se midié con un termdmetro infrarrojo. Asamos
nuestras muestras de Atta mexicana en el mismo tipo de olla de barro usando la
misma cuchara de madera que habian usado las amas de casa. Se repitieron tres
pruebas de tostado diferentes dos veces cada una.

Encuestas de consumo y aceptacion de Atta mexicana

Se realizaron encuestas con el fin de analizar el consumo, aceptacion, captura,
compra y venta de Atta mexicana. Las localidades cercanas a Huatusco y otros
municipios que fueron visitados fueron seleccionados al azar a través de un
programa R.

El nivel de aceptacion del sabor, olor, color y crujiente de Atta mexicana se evalud
mediante una escala hedodnica de 7 puntos. También se pidid a los encuestados que
mencionaran otro alimento con un sabor similar al de Atta mexicana.

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de analisis de varianza de una via (ANOVA) con un nivel de
confianza del 95.0%, asi como pruebas de Duncan para analizar las diferencias en
los parametros fisicoquimicos y la aceptacion de Atta mexicana. Las pruebas se
llevaron a cabo utilizando el software R.
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Resultados y conclusiones

Analisis fisicoquimico de muestras crudas de Atta mexicana

La Tabla 1.1 muestra los parametros fisicoquimicos de Atta mexicana medidos en
muestras en el presente estudio y otros valores reportados en trabajos anteriores.
En general, los valores de los parametros fisicoquimicos determinados en las
muestras crudas de Atta mexicana coinciden con los reportados en otros trabajos,
particularmente con los valores encontrados por Melo-Ruiz et al. (2018). En otros
trabajos se han observado diferencias en los valores nutricionales dentro de una
mismaespeciedeinsecto (Williamsetal.,2016), atribuyéndosealatécnicaempleada
en la determinacién de las propiedades nutricionales, el origen de las muestras, el
sexoy la etapa de las hormigas (adultas, pupas, huevos, reina). Los resultados de la
Tabla 1.1se obtuvieron en muestras en la misma etapa de metamorfosis (adultos) y
utilizando las mismas técnicas estandar (AOAC). En este sentido, tenga en cuenta
que las diferencias en los resultados dentro de las muestras en el mismo estado
son menores que las encontradas en muestras de diferentes estados. Esto sugiere
que el contenido nutricional de Atta mexicana también puede estar influenciado
por otros factores ademas de los antes mencionados, lo que resalta la necesidad
de mas estudios sobre el tema.
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Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de muestras crudas de Atta mexicana en base seca
(g /100 g de muestra seca)'y en base hiimeda (g / 100 g de muestra)?

Autores Origen/ Contenido Contenido | Contenido Cenizas
de humedad | de proteinas | de grasas
ctapa
Melo-Ruiz et al., Oaxaca 46.79 31.88 34.65 -
2018t
Adults
Ramos-Elorduy Chiapas - 38.75+0.7 30.60+0.9 -
& Pino-Moreno.,
2001 L
Ramos-Elorduy, Hidalgo - 41.90£0.8 31.20 3.48
et al., 2002
. Adults
Reyes-Prado et Morelos - 43.17 38.55 375
al., 2016"
Adults
Barrera-Molina, Morelos - 46.3 39.22 -
2019
NS
Melo-Ruiz et al., NS - 66 24.02 3
2011
Adults
De Guevara et NS - 46.3 - -
al., 1995}
Adults
Williams et al., | Reproductive 46 39 - 4
2016* adults
NS
Present study! Huatusco, 43.61+£0.39 | 35.66+0.23 | 23.88+1.26 | 2.29+0.05
Veracruz
Adults

Cinética de tostado de Atta mexicana

La Figura 1.1 muestra los cambios del contenido de humedad, el color y la tempe-
ratura de las muestras de Atta mexicana durante el proceso. La disminucion del
contenido de humedad coincide con el aumento de la temperatura y el cambio de
color de las muestras de chicatanas (Figura 1.1). En particular, durante los primeros
diez minutos, el cambio de color aumenta debido al rdpido aumento de la tempe-
ratura de las muestras, seguido de un menor cambio de color debido, nuevamente,
a un menor aumento de la temperatura de las muestras (minutos 10 a 20). lo que
puede atribuirse a una disminucion en la evaporacién del agua (Gou et al., 2000).
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Figura 1.1 Contenido de humedad, el color y la temperatura de las muestras de Atta mexicana
durante el proceso

La Tabla 1.2 muestra los pardmetros fisicos y quimicos de otros parametros
medidos durante el tostado de muestras crudas de Atta mexicana. El andlisis
estadistico reveld que el tostado empleado en el presente estudio disminuyé
significativamente el contenido de proteina cruda (p <0.05). Al igual que
en el caso del contenido de humedad, el contenido de proteina se relacioné
significativamente tanto con el tiempo (r = -0.999, p <0.05) como con la
temperatura de las hormigas (-0.977, p <0.05). El contenido de cenizas no
se vio afectado por el proceso (p> 0.05) y el contenido de grasa aumenté (p
<0.05). Los informes sobre el contenido de proteinas de los insectos asados son
contradictorios. Segun Maditsera et al. (2019) y Caparros-Megido et al. (2018)
ni el asado de insectos en sartén (Eulipida mashona y Henicus whellani) ni la
coccidn al horno (Tenebrio molitor L. 1758) de insectos afectaron el contenido de
proteinas. Sin embargo, Madibela et al. (2007) observaron una reduccién en la
proteina cruda. Manditsera et al. (2019) también realizaron el tostado durante
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30 minutos y con la misma cantidad de insectos que usamos. Como estudiaron
diferentes especies de insectos y no informaron la temperatura al principio o al
final del proceso, no podemos comparar directamente nuestros hallazgos con los
de ellos. Sin embargo, la temperatura que alcanzaron las muestras de hormigas
chicatanas durante nuestro proceso estuvo por encima de la que puede provocar
el despliegue de ciertas proteinas (60°C) (72.5 °C at = 30 min, Figura 1.1). En el
mismo orden de ideas, Madibela et al. (2007) sometieron sus muestras a altas
temperaturas que podrian provocar la reducciéon del contenido de proteinas de
las muestras. Por otro lado, Caparros-Megido et al. (2018) secaron sus muestras
durante el mismo tiempo que nosotros (30 min), pero su sistema (un horno a
70°C) se calentd a una temperatura menor que nuestra sartén (95°C), por lo que
podemos asumir légicamente que el contenido de proteina en el horno no se vio
afectado.

Tabla 1.2 Parametros fisicos y quimicos de muestras de Atta mexicana determinados durante el proce-
so de tostado (base seca).

Tiempo Contenido total | Contemdo | Contenido  de
(min) de proteina | de grasa | cenizas
(g N/100 g base | (g grasa/ | (g cemizas/100 g
seca) 100 g basc | base scca)
seca)
0 35,660,237 23.8841.26° 2.2940.05°
10 34.65£0.03*® | 42.20+0.52 2.130.04
20 33.33£0.49% | 38.90+0.28" 2.17£0.09
30 32.2120.85¢ | 37.4510.22° 2.14:0.79°

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes(p<0.05)

El contenido de cenizas no cambié durante el tostado (Tabla 1.2). Este
comportamiento también ha sido observado por Caparro-Megido et al. (2008)
y Aniebo y Owen (2010). Por el contrario, el contenido de grasa aumentdé (Tabla
1.2). Aunque este no es el comportamiento habitual que se observa al tostar otros
insectos (Rumpold y Schliiter, 2013; Shockley y Dossey, 2014; Williams et al., 2016;
Kinyuru et al., 2010).
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Consumo de Atta mexicana

Los entrevistados informaron que el consumo de los habitantes de los municipios
y localidades de la region montafiosa visitada fue en general alto, comuny parte de
sus tradiciones (todos adultos entre 29 y 72 afios). Los entrevistados pagaron una
cantidad de entre 1y 22 délares por estos insectos. Casi la mitad de los entrevistados
declararon consumir muchas chicatanas durante 2017 y 2018 (40.8% y 53.5%,
respectivamente) mientras que solo 0.09% consumieron este nivel de hormigas
en 2019. Los entrevistados mencionaron que esta disminucion se debi¢ a la falta
de lluvia, lo cual coincide con el hecho que el 2019 fue uno de los afos mas secos
registrados en México en los ultimos afios (CONAGUA, 2020). Estos resultados
también sugieren el impacto del cambio climatico sobre el consumo de insectos en
ciertas comunidades que ya se han reportado en abejas (Castellanos-Potenciano et
al., 2017).

La mayoria de los encuestados argumentd que el motivo del consumo de Atta
mexicana fue su sabor y el hecho de que es una tradicion desde hace muchos afios
en su localidad (98%) que ya se ha observado para alimentos tradicionales en otras
comunidades (Espejel-Blanco et al., 2014; Sandoval-Godoy y Camarena-Gomez,
2012). Solo un encuestado declaré que en su localidad consumian este insecto
porque eran de produccion local y podian ser explotados. El sabor, olor, color y
crujiente fueron atributos que los entrevistados consideraron mas importantes en
el consumo de Atta mexicana. Algunos consumidores aprecian en menor grado
otras caracteristicas de las hormigas como su tamaiio (37%) y su carnosidad (7%).
La importancia del sabor en el consumo de Atta mexicana qued6é nuevamente
confirmada cuando les pedimos que categorizaran cuanto les gustaba o no les
gustaba el sabor, olory crujiente de este insecto (basado en una escala heddnica de
7 puntos). El gusto recibié puntuaciones mas altas (6.30 + 1.12); de hecho, ninglin
encuestado declard que no le gustaba el sabor de Atta mexicana. Al comparar el
color(4.60 +1.35), olor (5.31+1.44) y crujiente (5.37 £ 1.22), se observaron diferencias
significativas (p <0.05). Curiosamente, no se observaron diferencias significativas
entre el olor y los atributos de crujiente (p> 0.05). En el caso del color, un mayor
porcentaje de los encuestados dio mas respuestas en la categoria “ni me gusta ni
me disgusta” lo que disminuyo los valores generales de este atributo. Melo-Ruiz
y col. (2011) reportaron la aceptacidn del sabor y la textura de Atta mexicana. Sin
embargo, observamos que, para los habitantes de la region montafiosa encuestada,
el precio no afectd el nivel de consumo de Atta mexicana probablemente debido
a que el consumo de este insecto no solo depende de aspectos sensoriales sino
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también de aspectos socioculturales tales como la tradicion. Curiosamente, el
32% de los encuestados no pudo asociar ningun alimento conocido con el sabor
de las hormigas chicatanas. Los otros alimentos que se mencionaron con mayor
frecuencia fueron los picantes: especias (17%), chile asado (14%), pescado frito
(7%), ajo o cebolla (5%) y ajo (5%). Este resultado sugiere dos cosas: a) algunos
lugarefios aprecian las hormigas chicatanas porque consideran que su sabor es
Unico, b) estan tan acostumbrados a estas hormigas que asocian su gusto con
sabores comunes (tradicion). Curiosamente, solo el 7% de las mujeres encuestadas
venden las hormigas chicatanas que capturan y / o compran, mientras que el
50% de los hombres que capturan y / o compran chicatanas las venden. Estos
resultados muestran que las mujeres usan principalmente las chicatanas como
alimento, mientras que los hombres no solo las usan como alimento, sino que
también comercian con ellas. Estos hombres siempre intentaran quedarse con una
parte de las hormigas capturadas para consumir lo que confirma el gran aprecio
que los lugarefios le dan al consumo de Atta mexicana.

Conclusiones

Con excepcion del contenido de cenizas y acidos grasos, se encontraron diferencias
significativas entre el contenido de humedad, proteina y grasa durante el
tostado de Atta mexicana. En particular, el contenido de proteinas disminuyo
significativamente durante el proceso. Los resultados también revelaron que
el constante giro de las hormigas chicatanas durante el tostado aumentaba el
contenido total de grasa. El nivel de consumo de Atta mexicana en la poblacién
encuestada se vio afectado en los Ultimos afos por la falta de lluvias. Ademas, esta
poblacion aprecia mucho la Atta mexicana por su sabor y tradicion.
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Resumen

El complejo Grillo florecié en el occidente de México del 450 d. C. al 900 d. C. Uno
de sus sitios arqueoldgicos mas representativos es el Palacio de Ocomo, que es
una estructura compleja, ubicado en la region de Oconahua, Etzatlan, Jalisco, y
estd siendo objeto de intensas campanas de excavacion. Recientemente, se han
aplicado metodologias y técnicas Geofisicas para apoyar la labor de exploracion
en diferentes sitios arqueoldgicos. En el caso de la Magnetometria, se considera
el hecho de que el campo magnético es una propiedad de la Tierra, misma que
presenta variaciones (o anomalias) locales, a distintas escalas, dependiendo de
la composicidn de minerales y rocas presentes en una region de estudio. A partir
de la relacidn inherente entre la composicidn de dichos minerales o rocas, y el
campo magnético terrestre, es posible identificar tanto placas tecténicas como
estructuras regulares o métricas. En este trabajo se presentan avances en la
aplicacidon de técnicas de Magnetometria, para la identificacién de estructuras,
especificamente muros, en dos areas del sector oriental del Palacio de Ocomo. Los
resultados obtenidos hasta el momento dan evidencia de la correspondencia entre
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estructuras observadas durante excavaciones en el sitio, y las aproximaciones de
las técnicas magnetométricas en la misma zona. Esto motiva extender el uso de
esta metodologia, para apoyar a la labor de exploracion arqueoldgica, a otras
zonas del mismo sitio arqueoldgico, previo a su excavacion.

Introduccion

La geofisica es un area de la ciencia que estudia el planeta Tierra usando métodos
de la fisica (Sharma, 2004). Existen diversos métodos geofisicos que permiten
caracterizar el subsuelo a través de sus propiedades fisicas, a partir de las cuales
es posible identificar rasgos estructurales, tectonicos, tipos de rocas, entre otras.
Las aplicaciones de los métodos geofisicos permiten investigar a profundidades
someras, menores de 1 m, hasta estudios en regiones mas profundas a nivel de la
interfase manto-nucleo. Por ejemplo, es posible aplicar métodos geofisicos para
caracterizar un acuifero (hasta 10 m de profundidad) a través de sus propiedades
hidrogeofisicas (Doetsch et al., 2010). Asimismo, es posible aplicar la geofisica
en estudios mas regionales, hasta 15 km de profundidad, donde ocurren eventos
tectdnicos (Gallardo et al., 2012). En el rango de estudios someros se encuentran
los estudios arqueoldgicos, en los que varias disciplinas geofisicas contribuyen
a la reduccién de costos en las actividades arqueoldgicas, cuando es posible
identificar mas rapidamente las estructuras de interés para los arquedlogos. En
este campo, en México, se han realizado diversos estudios geofisicos por ejemplo
para determinar la existencia de cuevas y tuneles en los alrededores de la Piramide
del Sol, Teotihuacan, México (Chavez et al., 1994); un estudio para identificar
utensilios domésticos y areas calcinadas en Chacalapan, Veracruz, México (Welch,
2005); entre otros.

Cabe destacar que en el occidente de México esta clase de investigaciones es
practicamente desconocida. Por varios afnos se creyd que no habia desarrollos
prehispanicos significativos como en otras areas de Mesoamérica (por ejemplo,
Pollard, 1997; Beekman, 2010). En la actualidad, las investigaciones arqueoldgicas
reconocen la existencia de culturas tan importantes como otras vastas zonas en el
centro de México (por ejemplo, Weigand, 2001).

En este trabajo se utiliza el método geofisico denominado Magnetometria, un
método no invasivo que considera mediciones superficiales del campo magnético
local, a partir de las cuales se construyen aproximaciones de la composicion
de minerales o rocas de la regién de estudio. Describiremos mas a detalle este
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método, asi como su aplicacion en la caracterizacion de estructuras arqueolégicas
del Palacio de Ocomo. Discutiremos el alcance y perspectivas que observamos en
el uso de este tipo de metodologias a la luz de nuestros resultados.

Este documento esta organizado como sigue: en la parte 2 se describe el sitio
arqueologico. En la parte 3 se describen el método geofisico utilizado y las técnicas
de procesado de los datos adquiridos. Después, los resultados principales y
finalmente las conclusiones.

Palacio de Ocomo

Actualmente, en el poblado de Oconahua, municipio de Etzatlan, Jalisco (Figura
2.1), se esta llevando a cabo la restauracion e investigacion de la zona arqueoldgica
del Palacio de Ocomo (20° 44’ N, -104° 09' W), el cual es una gran estructura que
pudiera tratarse de un conjunto de edificios en un recinto ceremonial (Cach, 2008).

Con base en rasgos culturales como: la tipologia ceramica, las tumbas de caja, el
disefo y distribucion de sitios y el patron de asentamiento, Galvan (1974) definié
el complejo Grillo en el valle de Atemajac en la década de los setenta. En sus
investigaciones, describi6 la presencia de cinco sitios rectores: El Tizate, El Grillo,
Tesistan, El Tizate-Los Cerritos y Los Padres, los cuales estuvieron organizados en
una especie de jerarquia heterarquica y se coordinaron como ciudades dispersas
organizadas en barrios con una aglomeracion de basamentos piramidales,
plataformas rectangulares distribuidas en conjuntos, patios cerrados y espacios
abiertos formando plazas (Galvan, 2005 en Montejano, 2007).

OCONAHUA

Latitud N

Longitud O

Figura 2.1 Ubicacién de la zona de estudio. El rectangulo rojo delimita la zona que se muestra a la
izquierda, donde se localiza Oconahua.
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Debido a la presencia de un Talud/tablero en la estructura | del Iztépete, la técnica
constructiva en cajones y los sistemas de enterramientos, Galvan interpreté el
origen del complejo Grillo como una respuesta regional al estado teotihuacano.
Otra hipétesis sobre el origen del complejo Grillo se relaciona con una migracion
desde el Bajio en los valles de Guanajuato (Weigand, 1993; Beekman, 1996;
Weigand, Garcia y Cach, 2005); los elementos que respaldan esta idea son: la
similitud en los patrones de asentamiento, la presencia de patios hundidos y la
ceramica. No obstante, la informacidn es todavia escasa y es necesario continuar
con las investigaciones para definir estos vinculos y el génesis de este conjunto de
rasgos culturales.

La zona Valles y el complejo Grillo

Dentro del eje Neovolcanico transversal en el altiplano central jalisciense del
Occidente de México, se localiza la region de los Valles. Desde hace mas de dos mil
afos, los seres humanos han aprovechado los vastos recursos naturales dentro
de este territorio, al transformar y aprovechar las amplias zonas lacustres en
zonas agricolas; los arboles maderables, depdsitos de jal, afloramientos de rocas
volcanicas en materiales de construccion; y los yacimientos de obsidiana para la
fabricacidn de artefactos y como bienes para comerciar con otras regiones.

La abundancia de recursos acuiferos en la Laguna de Magdalena, estimulé que
los habitantes de la region adoptaran un modo de vida lacustre. Aunado a esto,
el trabajo de Stuart (2005) describe las técnicas con las cuales los antiguos
pobladores construyeron grandes extensiones de campos humedos en las zonas
de mayor captacién de aguay ubica su mayor intensificacion en la época de apogeo
del complejo Grillo (350-650 d. C.). Con esto se incrementd la produccién agricola
y permitid el acceso a los bienes necesarios para el sustento de la sociedad.

La obsidiana fue uno de los materiales mas importantes en la elaboracion de
artefactos en todo el territorio mesoamericano y formé parte de la vida e historia
cotidiana de los pobladores prehispanicos (Esparza Lépez, 2004, pag. 80). En
la cuenca de Magdalena Weigand localizd 42 yacimientos, de los cuales existe
evidencia de explotacién extensiva en 6: La Joya, Teuchitlan-La Mora, yacimientos
del sector Magdalena, San Marcos, Osotero y Llano Grande. En los contextos
arqueoldgicos del Palacio de Ocomo se identificaron diversos artefactos como:
navajas, raspadores, puntas de proyectil, punzones, fragmentos de joyeria y
cuchillos (Smith Marquez, 2012; Mateo, 2019). Este material estratégico, tan

44



IDENTIFICACION DE ESTRUCTURAS ARQUEOLOGICAS USANDO METODOS GEOFISICOS EN LA REGION DE OCONAHUA, JALISCO.

codiciado por las culturas prehispanicas, se utilizé como bien de comercio entre
distintas zonas del occidente y fue un factor importante para el florecimiento de
las culturas de la region.

La Sierra del Aguila, el volcan de Tequila y la zona lacustre, suministraron una
cantidad variable de elementos liticos como: pizarra, basalto, granito, tobariolitica
y andesita que fueron extraidos y trabajados para ser utilizados como materiales
de construccion (Mateo, 2019). También se emplearon arenas y arcillas para los
rellenos y los aglutinantes en los edificios. Los hallazgos de las excavaciones
permiten interpretar que existian estructuras de materiales perecederos sobre las
plataformas de piedra. Debido a que los fragmentos de arcilla localizados fueron
expuestos al calor (ya sea de manera intencional o fortuita) fue posible identificar
restos de otate y zacate impresos en ellos. La presencia de huellas de poste sobre
los empedrados sugiere también que se utilizaron columnas para sostener los
techos, que muy posiblemente fueron de encino o pino. La extensa variedad de
materiales de construccion permitié la edificacion de estructuras monumentales
en todos los puntos estratégicos de la region.

En sus recorridos de superficie en la zona Valles, Weigand localizé distintos sitios
arqueoldgicos con el patrdn arquitectdnico y los tipos cerdmicos caracteristicos
del complejo Grillo. Los mas importantes se encuentran en Tala: EL Complejo Jorge
Dipp, El Palacio de Tala y la Higuerita; en Teuchitlan: Caldera de Los Lobos; en San
Juanito: Atitlan; En Magdalena: Xochitepec; y en Oconahua El Palacio de Ocomo
(Figura 2.2). Durante la excavacion de una plataforma en la colonia la Higuerita
en el municipio de Tala (Lopez-Mestas Camberos y Montejano, 2003), se detectd
una tumba de caja similar a las localizadas en el Valle de Atemajac. Es asi como,
aunque los sitios arqueoldgicos presentan particularidades entre ellos, se puede
afirmar que comparten las caracteristicas propias del complejo Grillo.
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Figura 2.2 Ubicacién de sitios arqueologicos pertenecientes al Complejo Grillo.

El sitio que nos compete se encuentra al oeste de la Laguna de Magdalena en el
municipio de Etzatlan. Durante trabajos de mapificacién, se localizaron diferentes
conjuntos arquitecténicos con caracteristicas particulares que permiten
interpretar sus posibles funciones. Aunque se registraron mas de 80 estructuras,
es dificil delimitar el asentamiento total, ya que se encuentra cubierto por la actual
mancha urbana de Oconahua.

Lo que parece ser la estructura principal del asentamiento prehispanico es un patio
hundido monumental con 5 estructuras que ocupa un area aproximada de 20,000
m2. En los estudios de superficie, Weigand interpreté la planta del edificio como un
patio hundido cerrado, similar a los que se encuentran en el Bajio de Guanajuato.
Sin embargo, las excavaciones revelaron que, en realidad, el conjunto esta formado
por 5 edificios que fueron construidos en diferentes épocas.

Para poder identificar y describir esas etapas constructivas, se realizaron
excavaciones extensivas. En 3 de estas etapas se observa una modificacion de la
planta arquitecténica del edificio. Las 2 etapas restantes fueron remodelaciones
o ampliaciones. Con base en los datos estratigraficos, se propone una cronologia
que describe los cambios en el conjunto.

La primera etapa fue construida alrededor del afio 450 a. de C. Se trata de una

plataforma rectangular que mide 70 m de largo por 30 m de ancho con una
orientacion E-W y muros en talud (4°) tablero de una altura aproximada de 4.40 m.
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Este estilo arquitectonico es similar a los descritos por Lopez y Montejano (2003)
en Tala y Corona Nufez (1955) en el Iztépete en el Valle de Atemajac. Aunque el
tablero esta casi totalmente destruido, el talud se encuentra en magnifico estado
de conservacion, las esquinas este y oeste presentan algun deterioro y el muro sur
parece haber sido destruido en épocas prehispanicas durante la ampliacion en la
segunda etapa (Figura 2.3).

Figura 2.3 (a) Primera etapa constructiva fechada en el 450 d. C.
Figura 2.3 (b) Reconstruccion de la primera etapa.

La segunda etapa es la ampliacion mas importante en la estructura Norte, durante
este proceso, los constructores utilizaron una técnica basada en cajones de piedra
sin carear que se rellenaron de arcilla compactaday asi cubrieron la primera etapa
(Figura 2.4). También se registraron posibles muros de cuartos sobre un apisonado

de arcilla.

Figura 2.4 Muros que forman los cajones constructivos, segunda etapa.
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Figura 2.5 Reconstruccién de la segunda etapa.

La tercera y cuarta etapa son ampliaciones menores que se utilizaron para
cubrir los dafos de los muros perimetrales de la segunda etapa. En este periodo
se construyeron los empedrados que cubrieron los cuartos de la etapa anterior.
(Figuras 2.5,2.6y 2.7)

Figura 2.6 Empedrados de la 3y 4 etapa.
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Figura 2.7 Muros de la etapa 2, 3y 4.

La quinta y dltima etapa identificada hasta el momento fue la construccion de
las plataformas Este, Sur, Sur este y Oeste del edificio. Debido a que esta zona no
ha sido intervenida, no tenemos datos suficientes para establecer su datacién y
configuracion.

Figura 2.8 Reconstruccion hipotética del patio hundido monumental con las etapas constructivas.
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Descripcion de los hallazgos en la zona de las muestras.

Las exploraciones que se utilizaron como base para este andlisis, se llevaron a
cabo en el sector sureste de la plataforma Norte del Patio Hundido monumental
(Figura 2.9). Con el objetivo de obtener la mayor cantidad de datos, se optd por
realizar excavaciones extensivas que revelaran la totalidad de los contextos. Para
el registro horizontal de los restos arquitectonicos y de los materiales muebles, se
utilizé una reticula de 2 m? con una numeracidn consecutiva; para el vertical, se
identificaron las capas estratigraficas de origen antropico que fueron depositadas
por los constructores del edificio.

Fuelautilizacidndeestastécnicasloquepermitididentificar caracteristicasdistintas
entre los muros de contencion para crear los cajones y los muros construidos para
definir cuartos. Los aspectos que se consideraron para diferenciarlos fueron: 1) los
niveles a los que se encontraban los desplantes, 2) la técnica empleada para la
construccidony 3) la relacidon que tienen estos entre siy con el resto de la estructura.

.' ¥ :_:‘;E-’
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¥

Figura 2.9 Acercamiento del area analizada.

Cajones constructivos

El desplante de estos muros se encuentra al mismo nivel que la fachada de la
primera etapa y miden aproximadamente 35 m de largo con una altura cercana a
los 5 my se encuentran a una distancia de 6 a 8 m entre ellos. Con esta técnica, los
constructores prehispanicos incrementaron el tamaiio de la estructura a 130 m al
norte y sury 45 m en los costados E y W. En la zona de interés se localizaron dos
muros dobles con muros perpendiculares que forman los cajones constructivos.
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La piedra con la que fueron erigidos no esta modificada, ya que su propdsito es
proveer soporte estructural a la plataforma.

-
- .l g

e ¥ .‘
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Figura 2.10 Muro constructivo 2a. etapa, sobre estructura Tra etapa.

Figura 2.11 Muros constructivos.

Cuartos segunda etapa.

Durante las exploraciones fue posible identificar una capa de contacto de unos 15
c¢m de espesor con restos ceramicos, liticos y dseos. En este nivel se identificaron
varios muros con caracteristicas distintas a los utilizados en el sistema constructivo.
El andlisis estratigrafico permite afirmar que estadn asociados a la segunda etapa
constructiva, ya que todos arrancan en la misma capa y en el mismo nivel. Estos
muros estdn edificados con piedra trabajada con el propdsito de dar mejor
presentacion al elemento arquitectdnico.
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Figura 2.12 Acceso a un cuarto, nivel de arranque de los muros.

Figura 2.13 Restos dseos sobre la capa de arcilla interpretada como apisonado.

En las ampliaciones subsecuentes, el espacio fue modificado a tal grado que
es imposible definir con exactitud la dimensién y acomodo de los muros, sin
embargo, existe evidencia de una elaborada trama de cuartos y pasillos con restos

de apisonados (Figura 2.13).
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Figura 2.14 Distribucion de los cuartos.

Estos son los elementos arquitecténicos detectados en los analisis geofisicos. Sera
de gran ayuda el tener un mapa de los contextos edificados con piedra para poder
planear las excavaciones y prevenir el daiio de las areas a intervenir. El apoyo de
métodos geofisicos, como la magnetometria, es sin duda de gran valor para las
exploraciones arqueoldgicas.

Estudio Geofisico

La Magnetometria o Método Magnético utiliza las propiedades magnéticas de los
diferentes tipos de materiales para detectar pequefias variaciones de la intensidad
del campo magnético terrestre, asociadas a distintos valores de magnetizacion
y susceptibilidad magnética. Por ejemplo, considérese un flujo de lava basaltica
emplazado en el cauce de un arroyo excavado en materiales detriticos, la lava,
debido a su composicién mineral, posee un nivel de magnetizacion superior al
de los materiales que la rodean, entonces, al construir un mapa de los valores
de magnetizacion presentes, el flujo de lava puede ser identificado con respecto
al material detritico. Con esta logica, es posible identificar estructuras hundidas
en el subsuelo, como muros, zanjas, fosas, etc., por medio de sus propiedades
magnéticas. Una ventaja de usar esta técnica, llamada de fuente natural, es que no
es necesario alterar o perturbar el medio para obtener las mediciones, lo cual es
importante en el contexto de la preservacion de sitios arqueolégicos.

Los estudios magnéticos, en términos generales, ofrecen una buena identificacion
lateral de las estructuras presentes. Sin embargo, la estimacion de éstas en
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profundidad resulta ambigua, y por tanto, dificil de determinar. Los esfuerzos de
nuestros desarrollos estan dirigidos en compensar los efectos de esta ambigtiedad
fundamental, a fin de mejorar la precision en la aproximacion en profundidad en
el caso especifico de sitios arqueoldgicos. En este sentido, se considera que estos
sitios se componen principalmente de estructuras regulares (muros, columnas,
etc.) situadas a profundidades someras.

Por otra parte, los estudios geofisicos tipicamente involucran aspectos
computacionales significativos. La formulaciéon clasica de los métodos
magnéticos conduce a problemas de alta dimension, donde la obtencion de
resultados en tiempos alcanzables requiere del uso de estrategias y herramientas
computacionales adecuadas. Al mismo tiempo, los paradigmas interdisciplinarios
en la resolucidn de problemas de inversion de datos magnéticos (y geofisicos en
general) es un area que ha cobrado atencidn por parte de la comunidad cientifica a
nivel mundial. Presentamos en esta seccion los detalles técnicos relacionados con
la adquisicion de mediciones magnéticas, asicomo una formulacién alternativa del
problema de estimacidn de estructuras asociado, indicando el tipo de resultados
que se pueden obtener, a la luz de nuestros experimentos.

Obtencién de mediciones magnéticas

Las mediciones de intensidad de campo magnético se realizaron en dos sitios
de la zona arqueoldgica, identificados como Zona 1y 2 (Figura 2.15). Estas zonas
fueron analizadas, utilizando magnetometria, en diferentes periodos de tiempo.
Cabe mencionar que la Zona 1 fue excavada en una campana de exploracion
arqueoldgica previa al estudio magnético. Una vez identificadas las estructuras
presentes en la Zona 1, en el estudio arqueoldgico, el sitio fue nuevamente cubierto
con material clastico en su totalidad (arcillas, limos y arenas) para su proteccion.
Esto nos permite en particular, contar con un mecanismo de validacién (al menos
cualitativa) para nuestros estudios magnéticos, pues los resultados se pueden
contrastar con los hallazgos del estudio arqueoldgico.
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Figura 2.15 Esquema del Palacio de Ocomo donde se muestran las dos zonas de estudio realizadas en
diferentes etapas. La Zona 1muestra las estructuras encontradas en la etapa, exploracion arqueoldgica.
La Zona 2 no presenta estructuras debido a que ésta no ha sido excavada.

En la Figura 2.16, se presentan fotografias tomadas durante la excavacidén de la
Zona 1. Se observa que el sitio esta formado por muros o paredes construidos con
fragmentos de andesita y basalto.

Figura 2.16 Excavacion de la Zona 1 en el proyecto arqueologico del Palacio de Ocomo. Esta Zona es
estudiada con Magnetometria posterior a que esta fue cubierta con sedimento clastico, del mismo
sitio, para su preservacion. Se observa que la composicion de los muros es andesita y basalto.
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Cabe sefialar que la Zona 2, sefalada en la Figura 2.15, auin no ha sido excavada, por
lo que la motivacidon del método magnético es su aplicacion en la identificacion
de las estructuras de esta Zona previo a su excavacion. Mas aun, debido a la
interpretacion que se tiene de la zona y a la cercania entre los sitios, es de
esperar que ambas zonas estan compuestas de muros similares con orientacion y
materiales similares.

Para la medicion de intensidad del campo magnético total se utilizaron dos
magnetometros de precesion de protones modelo G-856 marca Geometrics, en
ambas zonas. En el caso de la Zona 1, estas mediciones cubren un area de 177 m x 18
m, para la cual se trazaron 18 lineas con direccion Este-Oeste, con separacion deTm
entre cada linea, y se tomaron 19 mediciones con espacio de 1 m entre estas, sobre
cadaunadelaslineas. Lo cual proporciona un total de 342 mediciones. Para la Zona
2, se cubrié un area de 20 m x 24 m, en la que se trazaron 21 lineas con direccion
Norte-Sur, con separacion de 1 m, sobre las cuales se tomaron 25 mediciones con 1
m de separacion entre estas, teniendo un total de 525 mediciones.

Tanto en la Zona 1como en la Zona 2, durante la adquisicion de las mediciones, uno
de los instrumentos se instalé como magnetdmetro base, con el cual se registro
la variacion temporal del campo geomagnético local cada minuto, mientras que el
segundo magnetometro se utilizé como equipo mévil para registrar la intensidad
del campo geomagnético en cada punto de medicidn. Esta técnica es util para
corregir la variacion temporal que sufre el campo geomagnético local debido a la
traslacién del sol en la béveda celeste.

Procesamiento de los datos

Los datos fueron corregidos de acuerdo con el procedimiento descrito en Blakely
(1996). El resultado de los datos corregidos para cada zona se puede observar en
la Figura 2.17, que esboza el efecto magnético producido principalmente por la
influencia del conjunto de estructuras arqueolodgicas en cada sitio.
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Figura 2.17 Anomalias magnéticas para cada zona de estudio.

Sin embargo, para acentuar los efectos de los cuerpos o estructuras cercanos a
la superficie, es necesario aplicar algunos filtros a los datos, como el angulo de
inclinacion (tilt angle), primera derivada vertical y derivadas horizontales; estas
herramientas matematicas son descritas por Pérez-Corona et al. (2017). Los
resultados del angulo de ladeo aplicado se muestran en la Figura 2.18. En esta se
puede observar el efecto de los rasgos laterales principales de los muros, algunos
deellos estan resaltados con lineas blancas punteadas, de manera cualitativa. Cabe
sefalar, que estas estructuras indicadas en la Figura 2.18, se asemejan bastante a
las estructuras encontradas en la excavacion (ver panel derecho de la Figura 2.16)
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Norte(m) Norte(m)

Figura 2.18 Angulo de inclinacién para ambas zonas. Las lineas blancas punteadas muestran la
inferencia de una posible distribucion en planta de los muros.

Desde este punto devista, podemos decir que los datos procesados proporcionaron
informacion adecuada de la ubicacidon lateral de los cuerpos en el subsuelo. Sin
embargo, para localizar los muros en profundidad, es necesario aplicar técnicas de
inversion de datos geofisicos. De eso se hablara a continuacion.
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Metodologia de inversion

La inversidn de datos geofisicos es un area de investigacién activa. La gran mayoria
de contribuciones en este tema, se dirigen a complementar la informacion
dada por las mediciones, con elementos que contribuyan en la reduccion de la
ambiguiedad existente al identificar estructuras en profundidad. La investigacién
que se esta realizando en el area, en términos de inversion de datos magnéticos,
parte de la formulacidon del problema asociado, como un problema sustituto
de baja dimensidn, en el que se aprovechan las caracteristicas especificas de las
estructuras en el sitio como parte del proceso. Describiremos el avance que se
tiene hasta el momento, asi como detalles de nuestra metodologia.

El primer aspecto que se considero relevante en la formulacién del problema de
inversion magnética, es ladimensién de este. Tipicamente, se construye unvolumen
compuesto por prismas rectangulares, con valor de magnetizacidén constante en
todo el prisma, que representa la regién de estudio. Mediante el uso de métodos
de optimizacidn matematica, junto con estrategias de regularizacidn, se trata de
aproximar el mapa tridimensional correspondiente a los niveles de magnetizacién
para cada uno de los prismas. Por tanto, la cantidad de valores a estimar, o bien, la
dimensidn del problema es el nUmero de prismas del volumen.

Para el caso de sitio arqueolégico, se toma en cuenta que se pretende identificar
estructuras como muros y columnas, es decir, estructuras que pueden ser
representadas con un solo prisma rectangular de tamano particular. Ademas,
se conoce previamente el valor de magnetizacion de los muros en la Zona 2,
pues se supone que estan compuestos del mismo material que los muros de la
Zona 1. Por otro lado, se conoce también la profundidad de las estructuras de
la Zona 2, pues debe corresponder con la profundidad de la Zona 1. Con estas
consideraciones, se disefi¢ un procedimiento en el que se propone un conjunto
de prismas rectangulares, con magnetizacion de 1 A/m, colocados sobre una
superficie base de 5 m de profundidad. Entonces, nuestro problema de inversién
magnética se traduce en redimensionar y colocar los prismas rectangulares, en los
sitios adecuados de tal forma que reproduzcan la misma anomalia residual que la
que se obtuvo con las mediciones de campo geomagnético de la Zona 2.

Para realizar este procedimiento de colocacién y redimensionamiento de los

prismas rectangulares, se disefid un procedimiento numérico basado en estrategias
evolutivas. En este procedimiento, se construye una poblacién compuesta por
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varias configuraciones aleatorias (posicién y tamafio) de prismas rectangulares
y, después de realizar varias iteraciones aplicando las operaciones propias de
las estrategias evolutivas (seleccion, mutacion y cruza), se van obteniendo
paulatinamente configuraciones de prismas que reproducen cada vez mejor la
anomalia residual. Al final de este procedimiento, se espera que la posicion y
tamanfo de los prismas correspondientes a la configuracidn cuya magnetizacion
asemeja lo mejor posible a la anomalia residual, coincida con la posicidén y tamano
de los muros existentes en el sitio.

En la Figura 2.19 se presenta la estimacidn resultante del procedimiento descrito.
Se observa la presencia de estructuras de distintos tamafos, y en particular un
muro que se extiende en toda la zona en direccidn Norte-Sur. Por otro lado, se tiene
una acumulacién de estructuras cerca de la zona inferior izquierda y una regidn
sin estructuras al centro. Esta disposicién de estructuras, no se contrapone, al
menos en un sentido cualitativo, con lo esperado al observar la anomalia residual
presentada en el panel derecho de la Figura 2.18.
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Figura 2.19 Estimacién de las estructuras pertenecientes a la Zona 2, resultantes de nuestro
procedimiento numérico. Se observa una similitud (cualitativa) con lo esperado al comparar con la
anomalia residual mostrada para esta Zona en la Figura 18.

A partir de estos resultados, consideramos que se tiene evidencia suficiente
para continuar el desarrollo de este tipo de metodologias en el sitio, asi como su

extensidn a otras zonas arqueoldgicas en la region.
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Conclusiones

Se aplicd la técnica de magnetometria para determinar los rasgos estructurales en
dos diferentes sitios de la zona arqueoldgica donde se ubica el Palacio de Ocomo,
en Oconahua, municipio de Etzatlan, Jalisco.

Los procedimientos aplicados a las mediciones magnéticas, asi como el modelo
de inversion tridimensional propuesto, proporcionaron informacidn geofisica, no
existentehastalafecha,asociadaalasestructurasdelazonadeestudio.Informacion
que contribuye con el conocimiento de las caracteristicas arquitecténicas de la
zonay, por lo tanto, con el entendimiento de los aspectos culturales y sociales de
dicha regién.

El estudio arqueoldgico existente de la Zona 1, proporciona un mecanismo de
validacion para los procedimientos de inversion magnética desarrollados y
por desarrollar en el sitio. Los avances hasta el momento dan evidencia de una
correspondencia cualitativa adecuada entre las estructuras existentes y las que se
estiman en nuestro procedimiento de inversion.

Dada la importancia de la restauracién de la zona arqueoldgica, se plantea como
trabajo afuturo, realizar mediciones magnéticas en otros sitiosy detectar los rasgos
estructurales con mayor detalle. Asimismo, correlacionar cuantitativamente las
estructuras ya conocidas con las inferidas con métodos geofisicos y cuantificar la
incertidumbre de la informacidn.
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Resumen

Las lipasas son enzimas cuya funcidn en la naturaleza es la de romper los enlaces
ésterde los triglicéridos. Ademas, este tipo de enzimas son conocidas por suamplia
gama de aplicaciones en diversas industrias incluyendo la industria farmacéutica,
quimica fina, cosméticos, bioenergia y alimentos.

Una fuente de triacilglicerol lipasas de plantas son los laticifiantes; un grupo de
células que contiene latex (un liquido de apariencia lechosa) que encuentra en
diferentes plantas como parte de su mecanismo de defensa y cuya composicion
exacta del latex varia dependiendo de la variedad de la planta. Dentro del latex de
papaya esta actividad hidrolitica particularmente interesante por su capacidad de
llevar a cabo reacciones de sintesis muy particulares es conocida como la lipasa de
Carica papaya.

En este trabajo se presentan algunos de los resultados obtenidos tanto para
el proceso de purificacion parcial de esta actividad como la evaluacion de su
capacidad en reacciones de sintesis de polimeros de g-caprolactona, produccion de
lipidos sucedaneos (analogos) de leche materna, y polimeros de g-caprolactonay
resolucion de la mezcla racémica del éster octilico del acido 2- bromofenil acético.

63



MUJERES EN LA CIENCIA PARA EL FORTALECIMIENTO DEL DESARROLLO SUSTENTABLE

Introduccion.

Las triacilglicerol lipasas son una clase de enzimas que estan encargadas del
rompimiento de los enlaces éster de triglicéridos (Casas-Godoy et al., 2018).
Este tipo de proteinas se pueden obtener de distintas fuentes incluyendo
microorganismos, animales y vegetales.

Una de las lipasas/esterasas mas interesantes provenientes de plantas es la
actividad lipolitica presente en el latex de Carica papaya, conocida en la mayoria
de la literatura como la lipasa de Carica papaya (Caro et al., 2004; Giordani et al.,
1991; Pinyaphong et al., 2011; Rivera et al., 2012).

A la fecha, se ha demostrado que la actividad lipolitica de latex de papaya en
realidad esta constituida de una mezcla de al menos tres enzimas lipoliticas cuyas
caracteristicas no han sido completamente elucidadas. Una esterasa (Abdelkafi et
al., 2009), una lipasa (Dhouib et al., 2011) y una fosfolipasa (Abdelkafi et al., 2012).

Por otro lado, uno de los atractivos principales para el estudio de las propiedades
de la actividad lipolitica del latex de Carica papaya es su eficiencia en reacciones
de sintesis e hidrdlisis catalizadas por lipasas ha sido ampliamente demostrada
en diversos ramos como la produccion de lipidos estructurados, modificacién de
lipidos y resolucion de compuestos quirales de interés farmacéutico.

Por lo que la presente investigacion estd dedicada al estudio de la capacidad
catalitica del latex de C. papaya diversas reacciones de sintesis de interés industrial.

Actividad lipolitica en Carica papaya

Debido a la complejidad de la estructura polimérica del latex de Carica papaya
el aislamiento de proteinas sobre todo de la fraccidn del latex insoluble en agua;
como es el caso de la mayoria de la actividad lipolitica, es un proceso complejo. Por
lo que se considera que la lipasa de Carica papaya como una enzima naturalmente
inmovilizada (Abdelkafi et al., 2011; Giordani et al., 1991).

En diversos esfuerzos que se han realizo para aislar la actividad lipolitica de Carica
papaya el empleo de detergentes como NLS (N- Lauroylsarcosine, detergente
anidénico) (Rivera et al., 2012) y CHAPS (detergente zwitterionico) (Abdelkafi et al.,
2009) permiten la extraccion de una fraccion de la actividad lipolitica detectada
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sobre cadenas cortas en hidrélisis de triglicéridos.
La lipasa de Carica papaya en modificacion de lipidos.

Llamamos lipidos a estructurados a aquellos triglicéridos modificados en su
composicidn de acidos grasos o su distribucion en las moléculas de glicerol, por
reaccion de interesterificacion, ya sea por métodos quimicos o enzimaticos.

Los lipidos estructurados de bajo peso molecular se caracterizan por la presencia
de residuos de acidos grasos de cadena corta y acidos grasos de cadena larga en
una misma cadena de triglicéridos con aplicaciones en el campo de nutricién. Un
ejemplo de este tipo de lipidos lo podemos encontrar en la interesterificacién de
triacetinay aceite refinado de soya en la cual se obtuvo un 60% de conversion con
el latex de papaya (Mangos et al., 1999).

Otro ejemplo de este tipo de reacciones en la interesterificacion de tripalmitina
con etil ésteres de diferente largo de cadena (Gandhi & Mukherjee, 2001) en la
que los autores reportaron preferencia por cadenas medianas y largas, ademas de
esterificarse de forma preferencial en la posicion hidroxilo primariay hasta 30% de
incorporacion utilizando latex de papaya como catalizador.

En sistemas libres de solvente la sintesis de alquil ésteres de trilaurina con alcoholes
alifaticos secos. Se optimizaron los parametros de reaccién mediante el estudio
del efecto de diversos parametros tales como la actividad de agua, temperatura,
cantidad de biocatalizador, tiempo de reaccion, radio molar (alcohol/ triglicérido)
y tipo de alcohol (Steinke et al., 2000).

Asi mismo en la sustituciéon de diversos aceites de naturales, el aceite de copra fue
el mas eficaz tanto en la reaccion de alcohdlisis como en la esterificacion de los
correspondientes acidos grasos con n-butanol (Caro et al., 2004).

Con el aceite de pescado obtenido a partir de partes de desecho se ha probado
en sistemas libres de solvente y con solvente, con la metandlisis de este aceite se
obtuvieron propiedades similares a las obtenidas para el biodiésel obtenidas con el
aceite de cocina reciclado (Pinyaphong et al., 2011).

Por otro lado, diversos tratamientos han logrado mejorar la eficacia catalitica del
latex de papaya en diversas reacciones como la metandlisis de trioleina donde un
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pretratamiento consistente en lavados con isopropanol, mejoran la capacidad
catalitica de 10.8 a 63.6% de conversion.

La lipasa de Carica papaya en la sintesis de antiinflamatorios no
esteroidales.

Los antiinflamatorios no esteroideos (abreviado AINE) son un grupo quimicamente
heterogéneo de farmacos principalmente antiinflamatorios, analgésicos vy
antipiréticos, por lo que reducen los sintomas de la inflamacién, el dolor y la fiebre
respectivamente. Todos ejercen sus efectos por accidon de la inhibicion de la enzima
ciclooxigenasa.

Lalipasade Carica papaya ha sido empleada para laresolucién de diversos derivados
de naproxeno. En la reaccion de hidrélisis en presencia de analogos de naproxeno,
se presenta preferencia por el enantiémero (S) cuando este se encuentra sustituido
por un metilo e hidroxilo (Chen & Tsai, 2005; Ng & Tsai, 2005).

Cuando se emplea 2,2,2-trifluoruro es usado la preferencia es por el éster del
enantiomero (R) con una enantioselectividad menor comparada con la de otros sus
sustituyentes como el cloro en el cual se obtiene un valor de enantioselectividad de
46 (Wang et al., 2007). La sustitucidon del metil éster de (R,S)-2-fluoro naproxeno
por el metil éster del (R,S)-2-fluoro-2-(4-metoxifenil) propionato asi mismo
mantiene la preferencia por el enantiomero (R).

En la esterificacion selectiva en solventes anhidros utilizando la lipasa de Carica
papaya, los acidos cloroxipropidnicos y n-propanol, n-butanol, n-hexanol y
trimetilsilmetanol como donadores de acilo se encontrd enantio-preferencia
por el enantiémero (R) y un incremento en el % de conversién de acuerdo con el
aumento en la longitud de la cadena del alcohol empleado (Cheng & Tsai, 2004).

Asi mismo en este grupo de trabajo realizé estudios con una fraccion parcialmente
purificada (eliminando enzimas solubles en agua) para el analisis del efecto
de la posicion del sustituyente en la reaccidén donde el valor mas alto de valor
enantiomérico se obtuvo en la posicion 4, mientras en la posicidn 3 se obtiene un
valor enantiomérico 85% menor (Cheng & Tsai, 2007).
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La lipasa de Carica papaya en sintesis de biopolimeros

La policaprolactona es un biopolimero con aplicaciones importantes en medicina
como un biomaterial implantable. En particular, especialmente en dispositivos
implantables de largo plazo, debido a lo lento de su degradacion en comparacion
con otros polimeros biodegradables. Asi mismo tiene aplicacién como dispositivo
para suministro de farmacos y suturas quirurgicas. A este respecto, el latex de
Carica papaya presenta capacidades cataliticas comparables a aquellas de algunas
lipasas comerciales (Sandoval et al., 2010).

Metodologia

El latex de C. papaya fue extraido de plantas verdes de acuerdo con la metodologia
descrita previamente en la literatura (Rivera & Sandoval, 2014).

Sedescribe unaselecciondealgunasreaccionesdeinterésindustrialen laevaluacion
de su eficacia catalitica bajo condiciones modelo previamente desarrolladas en el
laboratorio. Las reacciones seleccionadas fueron: produccion de lipidos sucedaneos
(analogos) de leche materna (Teceldo et al., 2012), polimeros de g-caprolactona
(Sandoval et al., 2010) y resolucion de la mezcla racémica del éster octilico del
acido 2- bromofenil acético (Rivera et al., 2013). En las cuales para las dos primeras
se empled un sistema libre de solvente y en la segunda se emplearon diversos
solventes.

Ademas, se desarrollé un proceso de purificacion parcial del latex a partir de

detergentes y se comparé la capacidad catalitica de dichas fracciones con la del
latex crudo (Rivera et al., 2012).

Resultados y discusion

Caracterizacion de los biocatalizadores obtenidos

Uno de los hallazgos mas importantes obtenidos hasta la fecha en cuanto a la
extraccion directa de la enzima lipolitica o fracciones con actividad lipolitica a
partir del latex es la obtencion de tres fracciones de acuerdo con la metodologia
propuesta por (Rivera & Sandoval, 2014); CPLtx (cruda), CPL-p (sin proteasas) y
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CPL-e (sin proteasas ni esterasas).

En cuanto a sus caracteristicas, es interesante decir que CPLtx presenta preferencia
portriglicéridosde cadenacortaenlareacciéndehidrélisis de triglicéridos, mientras
CPL-py CPL-e mostraron una mayor actividad en hidrolisis de triglicéridos de cadena
mediana y larga respectivamente, lo que es un indicio de la presencia de la mas
de una proteina en el latex de Carica papaya. Asi mismo, estos biocatalizadores
evaluados presentan una temperatura éptima entre 40°C y 50°C en hidrdlisis de
triglicéridos y un pH 6ptimo de 8.5- 9, ensayos sobre triglicéridos de cadena corta
y larga respectivamente en ambos casos.

Finalmente, es interesante remarcar que a nivel cinético en una reacciéon de
hidrélisis de aceite de oliva las tres fracciones alcanzan una liberacion de acidos
grasos similar (25 a 27 mg). Sin embargo, si es notable el efecto del tratamiento
previo en la velocidad inicial de la reaccion donde CPL-e presenta una velocidad
inicial 1.6 y 1.17 mayor que la obtenida con CPLtx y CPL-p respectivamente y como
se puede observar en la Figura 3.1.
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Figura 3.1 Cinética de hidrolisis de aceite de catalizada por diferentes biocatalizadores de papaya.

0.5 g de aceite de oliva, Tampon 2.5 mM Tris HCL, 40°C, 500 rpm. Tomada de Rivera & Sandoval
(2014) bajo la licencia CC.
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Sintesis de biopolimeros

La policaprolactona (PCL) es un poliéster alifatico biodegradable con un bajo punto
de fusion de alrededor de 60°Cy una temperatura de transicion vitrea de alrededor
de -60°C. Este polimero tiene principalmente dos aplicaciones: como aditivo en
la fabricacion de poliuretanos especiales y resinas. No obstante, su aplicacion
principal es en la industria biomédica como un biomaterial implantable y como un
dispositivo para suministro de farmaco, sutura o barrera de adhesion.

En un primer ensayo (Sandoval et al., 2010), se empled la lipasa de Carica papaya
lipasa (CPL-p) para evaluar la capacidad de estas proteinas para catalizar la
polimerizacion por apertura de anillo de e-caprolactona. En la Figura 3.2 se muestra
la cinética de la reaccion y donde se observa una disminucion en la conversion a
las 24 h y una conversion de alrededor del 44% después de 72 horas de reaccion
con un peso molecular del polimero de 1100 Da. Dichas conversiones podrian
optimizarse para obtener un mayor peso molecular, aunque los oligémeros sirven
como sustratos para una posterior post-polimerizacion quimica.
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Figura 3.2 Cinética de polimerizacion por apertura del anillo g-caprolactona catalizada por la lipasa
de C. papaya CPL-TX en lote. Adaptado de Sandoval et al. (2010) con permiso de John Wiley and
Sons.
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Obtencion de sustitutos de leche materna

Los beneficios de la leche materna como la transmisiéon de inmunidad pasiva y la
disminucion del riesgo de infecciones respiratorias, digestivas, de las vias aéreas
superiores, otitis y obesidad; son ampliamente conocidos. Por lo que se han
elaborado una gran cantidad de estudios para la obtencion de distintos lipidos que
se asemejen a su composicion (Ferreira-Dias et al., 2019).

En este trabajo (Teceldo et al.,, 2012), se evaluaron diferentes parametros
(temperatura y radio molar) de reaccidn para la incorporacion de acido oleico
en tripalmitina a 60°C, usando una relacién molar 2:1 (acido oleico/tripalmitina)
catalizada por la lipasa de Carica papaya CPL-tx, donde después de 24 h de reaccion,
se alcanzd un nivel de incorporacién de alrededor de 22% en moles. Asi mismo en
estudios posteriores se demostré mediante un modelo de superficie de respuesta
fue posible alcanzar un % de incorporacién mayor al 40% (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Cinética de reaccion de la incorporacion de acido oleico en la aciddlisis de tripalmitina
con acido oleico catalizada por CPL-tx. Adaptado de Tecel&o et al. (2012) con permiso de John Wiley
and Sons.

A diferencia de los resultados obtenidos en el caso de condiciones de reaccion,
en el caso de la reutilizacidon de la enzima los mejores resultados se obtienen en
una relaciéon molar 2:1 donde después de una tercera reutilizacion aun se tiene
alrededor de un 75% de actividad residual como se puede observar en la Figura 3.4.
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Figura 3.4 Prueba de estabilidad operacional en de reutilizacion de lotes. Actividad residual después de
23 horas de reutilizacién de lote en la acidélisis de tripalmitina con acido oleico, a relacién molar 2:1y
6:1. Adaptado de Teceldo et al. (2012) con permiso de John Wiley and Sons.

Antiinflamatorios no esteroidales

La enantio-resolucién de la mezcla racémica del éster de octilico del acido
2-bromofenil acético fue estudiada como una reaccién modelo (Rivera et al., 2013),
en medio bifasico (agua: decano 1: 1), 25 °C y pH 8.5 para evaluar la capacidad
enantioselectiva de la lipasa de Carica papaya. Ademas, este compuesto es
interesante como precursor de antiinflamatorios no esteroidales.

Respecto a ello, las tres fracciones del latex de papaya enriquecidas en actividad
lipolitica fueron altamente selectivas con preferencia por el enantidmero S, con
un coeficiente de enantioselectividad mayor a 200 y un exceso enantiomérico del
producto de 95%. A pH 8.5, CPLtx presento una velocidad (2.36 + 0.10 umol.h-1.g
enzima-1) para el enantiomero (S) preferido y una enantioselectividad muy alta (>
200), entre tanto las fracciones CPL-p o CPL-e la velocidad inicial fue 2.1y 2.4 veces
mas rapida con un coeficiente de enantioselectividad igualmente mayor a 200.

Finalmente, como se muestra en la Figura 3.5 se evalué el efecto de la temperatura
en la reaccién; para ello fueron empleadas solo las fracciones CPL-tx y CPL-p
tomando en cuenta los resultados anteriores. Como era de esperarse la velocidad
delareaccién fuemenoraunatemperaturade 4 °Cy parece no tener efectosobre la
posible presencia de proteasas, alcanzando finalmente practicamente el consumo
total del sustrato. Asi mismo cuando se analizé a 25 °C, aproximadamente a 48 h
de reaccion con CPL-p (47.8% de conversion total), se puede recuperar el 98,0% del
enantiomero (R) con una pureza del 93.9% vy el 93.6% con una pureza del 97.9%

para el enantiomero (S).
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Figura 3.5 Cinética de reaccion de la enantio-resolucion del éster octilico del acido (R,S)-2-bromo-fenil
catalizada por CPLtx and CPL-p. Adaptado de Rivera et al. (2013) con permiso de Elsevier.
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Conclusiones y perspectivas

La obtencién de biocatalizadores con actividad lipolitica conseguidos a partir del
latex de papaya, con distintas propiedades y caracteristicas fisicoquimicas ayudd
no solo en el estudio de la complejidad de las distintas proteinas con la actividad
lipasa presentes en el latex de Carica papaya, sino para seleccion del mejor
catalizador de acuerdo con las reacciones de interés.

Ademas, se tiene una coleccion de reacciones modelo que permiten la evaluacion
delaeficacia cataliticade los diversos biocatalizadores de manerarapiday eficiente,
asi como una metodologia eficaz para la purificacién parcial del latex.

Asi mismo, en las reacciones seleccionadas los biocatalizadores evaluados
presentan una eficiencia comparable o incluso superior que la de lipasas
microbianas disponibles comercialmente en el medio reaccional seleccionado en
cada caso.

Dada la dificultad de separacion de la actividad lipolitica del latex y que se tiene
disponible el genoma de Carica papaya. Se han podido explorar también, algunas
de sus enzimas lipoliticas expresadas en un huésped adecuado (Gutiérrez-Ortega
et al., 2017; Rivera et al., 2017), que podran reevaluarse en las reacciones aqui
descritas o en otras de interés industrial.
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Resumen

Introduccion. La bioinformatica es una herramienta de la ciencia que responde
a la necesidad de interpretar la gran cantidad de datos obtenidos tras las
secuenciaciones y se emplea fundamentalmente en la biologia molecular y
ciencias afines. Tanto los programas open source, como los de licencia que se han
utilizado para el analisis de mutaciones en secuencias de ADN, lo cual permite
a los investigadores el desenvolverse dentro del area y emplear estrategias
bioinformaticas flexibles y adaptables a sus necesidades. Entorno Metodolégico.
Utilizando equipos de cdmputo portatiles migrados a un sistema operativo Linux,
se descargaron e instalaron las herramientas bioinformaticas open source para el
andlisis de las secuencias. Después del analisis de calidad, se realizoé un filtrado de
calidad de las mismas secuencias y un ensamble completo obteniendo un archivo
con extension FASTA, el cual se utilizé para la alineacion de secuencias con la
secuencia dereferencia obtenida del repositorio de nucledtidos del NCBI. El llamado
de variantes da como salida un archivo VCF el cual es fundamental para resumir
la busqueda de mutaciones en la secuencia completa. Resultado y Discusion.
El resultado fue un andlisis completo de una secuencia gendmica utilizando
herramientas bioinformaticas open source para la busqueda de mutaciones en
secuencias completas, ya conocidas, de ADN, rescatando mutacién significativa
paraS. aureus. Conclusion. Las herramientas bioinformaticas bajo licencia facilitan
el analisis y manejo de las secuencias de ADN con las que se trabaja, sin embargo,
las herramientas open source para el analisis de mutaciones en secuencias de ADN
realizan un trabajo eficaz si se utilizan y analiza el trabajo adecuadamente pues,
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las mutaciones no siempre se presentan en sitios significativos para resistencia
bacteriana o beneficio de la cepa.

Introduccion

La bioinformatica es una herramienta de la ciencia que responde a la necesidad
de interpretar la gran cantidad de datos obtenidos tras la secuenciacion y se
emplea fundamentalmente en la biologia molecular y ciencias afines, sin embargo,
cualquier ciencia de interés puede hacer uso de ella. En bioinformatica se tienen
bases de datos, que son colecciones de secuencias disponibles para consulta en
las que, en algunas de ellas, puede encontrarse material de consulta literario
(Bautista, 2010). En la actualidad, existen herramientas bioinformaticas que hacen
consorcio con las bases de datos en las que, el analista puede trabajar con la cepa
problema que desee analizar y consultar similitudes con organismos previamente
publicados en las bases de datos (Aguilar-Bultet, 2015). En cuanto a la facilidad y
el manejo de las herramientas bioinformaticas, los programas bajo licencia crean
una experiencia innovadora para el analista, pues los paneles de herramientas
dentro de los mismos hacen que se pueda manejar la secuencia gendmica sin
salir del mismo, sin embargo, las herramientas open source encontradas en sitios
web propios de los desarrolladores de uso online o descargados y utilizados
directamente por la terminal del equipo de computo, pueden generar resultados
factibles para el estudio de los organismos y sus mutaciones (Prendes, 2017).

Con el impacto actual en cepas farmacorresistentes y nuevas mutaciones en las
cepas, es necesario un estudio penetrante en cuanto a las estructuras génicas de
los microorganismos patoldgicos para un tratamiento eficaz, tal como, en 2018,
Orozco-Andrade y cols. presentaron un estudio midiendo la farmacorresistencia
y encontrando sensibilidad en alguna linea de medicamentos en su tratamiento.
Los resultados del flujo de trabajo bioinformatico para la busqueda de mutaciones
en secuencias de ADN se complementan con la interpretacidn de la mutacion
presente en la cepa pues, dependiente de la codificacion y el sitio de unién de la
misma, sera o no beneficioso para la cepa.

En este trabajo nos enfocamos en utilizar una metodologia que permita la
identificacion de mutaciones en secuencias completas de ADN pudiendo contribuir
a la deteccidn de cepas resistentes o multirresistentes a medicamentos de primera
o segunda linea en sus tratamientos, asi como la deteccion de cepas mutadas.
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Contexto Tedrico y Contextual

La bioinformatica es una herramienta de la ciencia que responde a la necesidad de
interpretar la gran cantidad de datos obtenidos tras las secuenciaciones (Martinez
Bernetche, 2007) y puede definirse como el uso de herramientas informaticas
para determinar una serie de datos como el almacenamiento, la interpretacion,
organizacion y analisis de datos biolégicos; DNA, RNA, proteinas, etc. (Coronado
Zamora, 2013).

Si bien, las herramientas bioinformaticas no son precisamente las mismas
utilizadas en un laboratorio molecular convencional puesto que, en bioinformatica,
una herramienta se refiere a algoritmos especificos para catalogar, descubrir
funcionalidades de estructurasy buscar relaciones entre ellas (Martinez Bernetche,
2007). Asi mismo, un algoritmo en informatica es una secuencia de instrucciones
por el cual se realizan una serie de procesos, pero no son precisamente un lenguaje
de programacion dado que un algoritmo podria ejecutarse en diversos lenguajes
de programacion. En la figura 1 se muestra un diagrama de flujo de un algoritmo
sencillo que genera una vision mas clara de cdmo deberia funcionar un algoritmo
ya que estos constan de:

- Datos de entrada para operar el algoritmo (input)

- El proceso que el algoritmo codificara con el input recibido

- Los datos de salida que el algoritmo devolvera al finalizar el proceso (output)
(Raffino, 2019)

En programacion, se crean diagramas de flujo que dan una vision clara del
funcionamiento del programa antes de disefiarlo, con todas las variantes y opciones
que se puedan generar (Sweigart, 2015), sin salir del contexto a la estructura base
del algoritmo en cuestion.

Un algoritmo podria confundirse con un programa de computadora puesto que
ambos pueden funcionar de manera similar, pero un programa de computadora
es un conjunto de instrucciones que la computadora puede entender (Sweigart,
2015) y un algoritmo es esa serie de instrucciones, traducidas a un lenguaje de
programacion que daran vida a un programa.

Un analisis bioinformatico para la busqueda de mutaciones en secuencias de ADN

consiste en el uso de herramientas y programas especificos, escritos en diferentes
lenguajes de programacion y con diversos algoritmos, que editaran, analizaran y
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evaluaran, la secuencia de nucledtidos. Al conjunto de estos se les conoce como
estrategias bioinformaticas (Garrigues, 2017).

Las estrategias bioinformaticas no tienen una estructura estandar puesto que la
cantidad de herramientas para analisis, open source o bajo licencia, es alta, aunque
la mayoria de las estrategias bioinformaticas cuentan con los siguientes pasos:

» Conversion de secuencias de ADN a datos
« Calidad de las secuencias

« Filtrado de datos

» Mapeo de las lecturas de ADN

« Llamado de variantes (Mahkovec, 2018)

Calidad de las secuencias

Las NSG generan millones de lecturas en una sola corrida por ello, es importante
analizar estas secuencias y verificar la pureza de los datos, aun cuando algunos de
ellos generan un reporte de calidad como parte de su andlisis, sin embargo, este
solo reporta problemas con el secuenciador mismo. (Institute, s.f.)

Los electroferogramas de los secuenciadores automatizados muestran la calidad
de las bases llamadas de forma grafica con relaciéon a la luminosidad de los
fluoroforos generados por los didesoxirribonucleotidos marcados, obteniendo una
grafica de colores como se muestra en la figura 7, en la que, una altura mayor en el
pico de una base genera una mejor calidad que un pico disminuido, asi mismo, la
anchura de estos podria ser por la lectura aglomerada de dos bases similes. (Cortez
Romero, 2019)

Los secuenciadores Illumina generan archivos en formato fastq (lllumina, 2019)
los cuales miden su viabilidad usando una serie de valores llamados Phred score
o valores de calidad (Q score) que son representados con caracteres ASCIl en
donde la calidad de cada base es representada con un caracter Unico. Los viejos
secuenciadores Illumina utilizan los valores Phred 64, sin embargo, los NSG han
sido universalmente adaptados a un Phred 33.

Planteamiento del Problema

El incremento de las patologias, los mecanismos cambiantes de infeccién de los
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distintos organismos patogenos causales de las distintas patologias que ahogan
a la humanidad, asi como la resistencia a los antibioticos en el tratamiento de los
mismos, hacen que la recurrencia a las nuevas tecnologias de secuenciacion y el
apoyo en las ciencias informaticas, sean una factible opcién de consulta.

En 2016, Ares y cols. Presentan un trabajo de aporte a la resistencia bacteriana
en el cual se muestra la importancia en la identificacion de polimorfismos de
nucleotidos simples (SNP), de igual forma, en 2018, Orozco-Andrade y cols.
presentaron un estudio donde se mide la farmacorresistencia de Tuberculosis
proveniente de solicitantes migrantes, en el cual se encontré una mayor prevalencia
de monorresistencia pudiendo ser tratados con un medicamento eficaz.

Ladetecciéntempranay certera de la cepa contaminante, asi como la sensibilidad a
mutaciones que conllevan a una resistencia a los medicamentos en el tratamiento,
crean un campo de estudio amplio donde la bioinformatica aporta resultados
valiosos al area de la medicina modernayy a las ciencias de interés.

Hipotesis
Las mutaciones presentes en el genoma completo de un organismo pueden ser
identificadas utilizando una serie de herramientas bioinformaticas disponibles

en la web, las cuales permiten identificar cambios en la estructura gendmica del
organismo.

Objetivo
El Objetivo general del presente trabajo es analizar el genoma completo de un

organismo utilizando diferentes herramientas bioinformaticas para conocer las
mutaciones presentes en el genoma.

Entorno Metodolégico
Las secuencias de ADN se obtuvieron a partir de un secuenciador MiSeq Illumina
por parte del grupo de trabajo de la Dra. lkuri Alvarez, en formato Paired-end, con

extension de documento FASTQ.

El analisis bioinformatico se realizé en dos equipos distintos de cdmputo portatiles
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con sistemas operativos migrados a Linux en su versiéon Ubuntu 18.4 debido a que
las herramientas bioinformaticas, en su mayoria, son compatibles en sistemas
operativos Linux y en menor frecuencia, en sistemas Windows, mismas que fueron
descargadas e instaladas por linea de comando desde los ordenadores.

Analisis de calidad Phred score

Utilizando el sistema de calidad Phred 33, se analizoé cada secuencia con el fin de
conocer las condiciones de calidad de estas al salir del secuenciador. Esto es de
gran utilidad ya que se genera sin la utilizacion de algun programa o algoritmo
bioinformatico puesto que las secuencias en formato FASTQ proveen un cédigo
ASCII para cada base llamada, al traducirlo podemos obtener la calidad de la
misma de forma casi inmediata.

Analisis de calidad FASTQC

Un analisis complementario al Phred 33 para conocer las condiciones de calidad,
a detalle, de las secuencias, se realizé por el programa FASTQC, el cual permite
un reconocimiento de la secuencia, asi como sus estadisticas por base llamada
durante la secuenciacion (Institute B).

Filtrado de variantes

Utilizando la herramienta de linea de comando, trimmamotic, se generoé un filtrado
de calidad mayor a Q = 20 ya que, una calidad de base Q = 20 proporciona una P de
error de 1-100 bases llamadas, con una precisién del 99%, evitando asi una perdida
excesiva de la secuencia y recuperando un minimo del 80% de la misma.

Seguido al filtrado de calidad, las secuencias resultantes por Trimmomatic, repiten
el analisis por FASTQC para su reanalisis de calidad.

Ensamble

Las secuencias resultantes del filtrado de calidad se ensamblaron con el algoritmo
SPAdes, utilizando Unicamente las secuencias Forward y Reverse paired,
respectivamente para cada secuencia pura obtenida. Asi mismo, el algoritmo
SPAdes trabajé con cadenas de 16 bases y una memoria no mayor a 250Gb.
Obteniendo una Unica secuencia completa en formato FASTA (Miller, 2010).
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Alineacion de secuencias

A cadasecuenciaselerealizé un BLAST paralabusquedade similitud de nucledtidos
en la base de datos estandar del NCBI donde se introdujo la secuencia ensamblada
en formato FASTA, se selecciond el programa de alta similitud de secuencia y se
corri6 el analisis (Mahkovec, 2018).

Con la informacidn recabada del BLAST se extrajo la secuencia de referencia con
mayor similitud a la secuencia problemay utilizando la herramienta QUAST en linea
de comando, se realizé una alineacion de secuencias para obtener informacién que
precise la similitud de las mismas (Baxevanis, 2005).

Llamado de variantes

Serealizé un alineamiento entre la secuencia de referencia y la secuencia problema
con la herramienta de linea de comando BWA, la cual conjunta el alineamiento
en un archivo SAM. Utilizando la herramienta de linea de comando Samtools en
conjunto al archivo SAMy la secuencia de referencia, se realiza un realineamiento
del archivo SAM junto a la secuencia de referencia y se conjunta el alineamiento en
un archivo formato BAM.

Utilizando la herramienta de linea de comando Samtools y la herramienta
integrada en la misma, bcftools, se realizé un llamado de variantes de acuerdo con
la secuencia de referencia con los comandos que se muestran en la tabla tres. La
visualizacion de variantes se llevo a cabo con la herramienta de linea de comando
Samtools Tview, una sub-herramienta de Samtools.

Resultados

Los secuenciadores de nueva generacion (NGS) generan secuencias de buena
calidad, sin embargo, algunas veces al inicio de la secuencia, entre la longitud de
la misma valla en aumento, la calidad decrece desfavorablemente. Esto se percibe
notoriamente en secuencias Paired-end, donde se obtienen dos secuencias;
Forward y Reverse, siendo esta ultima, la que algunas veces contiene bases de
menor calidad (Maxam, 1977).

Al utilizar un canal bioinformatico en busca de mutaciones gendmicas en
secuencias de ADN S. aureus, se obtuvieron los siguientes resultados.

83



MUJERES EN LA CIENCIA PARA EL FORTALECIMIENTO DEL DESARROLLO SUSTENTABLE

Calidad de la secuencia de S. aureus: Phred score

Al analizar la calidad de la secuencia de nucleétidos de S. aureus por Phred score
obtuvimos calidades entre Q >30 hasta Q >9 en las que, los nucledtidos con
calidades mas altas se encuentran en la secuencia Forward (Figura 4.1- Figura 4.2).

Calidad de la secuencia de S. aureus: FASTQC.

La calidad de las secuencias fue explorada y analizada utilizando la herramienta
bioinformatica FASTQC (Figuras 4.2- Figura 4.7).
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Figura 4.1 Fragmento inicial de secuencia Forward de S. aureus visto desde Bloc de notas
Basic sequence stats
Measure Value
Filename Al2 S80 LO0O1 Rl 00l.fastq
File type Conventional base calls
Encoding Sanger / lllumina 1.9
Total Sequences 311157
Sequences flagged as poor guality 0
‘Sequence length 32-300
%GC 35

Figura 4.2 Estadisticas basicas de la secuencia Forward de S. aureus dadas por FASTQC
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Figura 4.3 Calidad de la secuencia Forward de S. aureus por base, dadas por FASTQC

Figura 4.4 Contenido de GC sobre la secuencia Forward de S. aureus, dada por FASTQC.
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Figura 4.5 Contenido de bases en la secuencia Forward de S. aureus, dadas por FASTQC

Mcontent across all bases

O TZ14867 09 1519 3034 4545 G0-64 7579 SO-G8 190-114 130134 160-154 170-174 190-154 210-214 290-284 250-268 270-271

Postichinresd (bo)

Figura 4.6 Contenido de N por base de la secuencia Forward de S. aureus, después de filtrado de
calidad con Trimmomatic, dada por FASTQC
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Figura 4.7 Adaptadores provenientes de los secuenciadores encontrados en la secuencia Forward de
S. aureus, dadas por FASTQC

Alineacion: BLAST

La alineacion basica de similitud (BLAST) realizada a la secuencia ensamblada de
S. aureus, directamente del sitio web del NCBI, para la busqueda de una secuencia
de referencia dio como resultados una similitud unanime con un porcentaje de
identidad del 99.99%.

De igual manera se realizd un BLAST a la secuencia S. aureus para obtener
una secuencia de referencia y utilizarla en andlisis posterior, tomando como
representativo un resultado de cobertura de consulta del 100% (Figura 4.8).

Max Totsl [Cuey E | Per

Score| Sconn | Cover value| Mant | A

O sy 2 et subg st shain ATCC 6530 . 7SI 30592 WA 00 10A00% G0N

Figura 4.8 Resultados representativos de BLAST realizado a la secuencia S. aureus con una cobertura
de busqueda de 100%.
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Alineacion: QUAST

La alineacién de la secuencia previamente ensamblada de S. aureus junto con la
secuencia de referencia por la herramienta de linea de comando QUAST, muestra
una similitud significante para la cepa S. aureus (Figura 4.9).

il E1l 52 E2 Reference  Contig DY Ambiguous Best_group
1428134 1443071 14938 1CP020020.1 MODE_1_length_14938 cov_T.70697 100 Troe
CONTIG MNODE_1 length_14938 cov_7.70697 14938 cofmect
1442053 1454234, 1282 1CPO20020.1 NODE_2 length 11282 cov 7.7039 100 True
CONTIG  NODE_2_length_11282 cow 7.7039 11282 coamect
153001 160967 1 TOHT CPO20020.1 NODE_3 length_T967_cov_7.63444 100 True
JONTIG  NODE_3 length_T96T cow_T.63444 T96T coumect
35e579 3653 1 6756 CP020020.1 MODE_4 length 6755 _cov 683765 100 True
CONTIG  NODE_d4 length 6756_cov_6.63765 6756 comect
2712135 2718811 1 6677 CPO20020.1 MODE_S length 6677 _cov_9.84458 100 Trus
PONTIG  NODE_S_length G67T_cow_9.84458 8577 comect
432748 459077 6330 1CPO20020.1 MODE 6 length_6330_gov_7 24456 100 True
CONTIG  NODE_6_length_6330_cow_7.24456 6330 cormect
2190783 2196355 5573 1CPO20020.1 NODE_T_length 5573 cov_7.79196 100 True
CONTIG  NODE_7_length_S573_cow_7.79196 5573 coimect
6IBA2 2268161 1 5320 CPO20020.1 NODE_8 length_5320_cov 604044 100 True
CONTIG  NODE_8_length 5320 _cov 6.04044 5320 coumect
390275 305385 5111 1CPO20020.1 NODE_9 length 5111 cov 594322 100 True
CONTIG  NODE_9_length 5111 _cov_5.94322 5111 comect
2309097 2314745 1 4749 CP020020.1 NODE_10 length 4740 cov 685781  99.98 True
JONTIG  NODE_10 length 4749 cov 6.86781 4749 comect
2079724 2084291 4568 1CPO20020.1 MODE_11 lengih 4568 cow T7.74172 100 Trus
JONTIG  NODE_11 length 4568 cov 7.74172 4568 comect
84781 B92T4, 4494 1CPO20020.1 |NODE_12_lengih_4494_cov_T.80879 100 True
SONTIG  NODE_12 length_4404 cov_7.80870 4404 cormect
89893 94358 4466 1CPO20020.1 |NODE_13 length_4466_cov_B.35300 100 True
SONTIG  NODE_13 length_4466 cov_8.35308 4466 cormect
2132698 2137043 1 4396 CPO20020.1 NODE_14 length 4396_cov_T.20679 100 True
JONTIG  NODE_14_length_4396_cov_7.29679 43096 coimect
280026 204223 4208 1CP020020.1 NODE_15 length 4298 cov 5.7708 100 True

Figura 4.9 Resultados de alineacién de la cepa S. aureus por Quast, contra la secuencia de referencia
obtenida de NCBI.

Llamado de variantes: SAMTOOLS Tview

Tras realizar un llamado de variantes con el algoritmo Samtools, en la secuencia S.
aureus, se utilizé su herramienta Tview, la cual no mostré variantes significativas
respecto a la secuencia de referencia, obteniendo una calidad de bases Q = >/= 30,
Q =20-29y Q = 0-9 en menor cantidad.

88



HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS PARA EL ANALISIS DE MUTACIONES EN SECUENCIAS DE ADN DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

El uso de Tview para la secuencia de S. aureus, mostro calidades de Q = >30, Q = 20-
29 e incluso Q = 0-9 en cantidades menores, encontrando variantes significativas
en la secuencia en referencia a la secuencia obtenida de NCBI como secuencia de
referencia (Figura 4.10).

Calidad de lechara de
0=20-29

Figura 4.10 Samtools Tview en su llamado de variantes para S. aureus

Discusion

Una variante no siempre representa una mutacion aberrante a resistencia
bacteriana, el entendimiento de las mutaciones presentes en las secuencias
genomicas descubiertas por los canales bioinformaticos, pueden realizarse
mediante softwares o canales en los cuales, se encuentra informacion de
secuenciasrelacionadascon mutacionesbacterianas, resistenciaa medicamentos,
entre otras, tal como se muestra en el estudio realizado por Phelan Et al,
quienes en 2016, con sus resultados de ensamblaje de novo de M. tuberculosis
y utilizando la herramienta con base web TBprofiler, realizan un llamado de
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resistencia a medicamentos entre 14 medicamentos, utilizando los resultados de
TBprofiler como base de identificacidon de cualquier supuesta mutacion novedosa,
descartando profundidades < 10 lecturas (Mikheenko, 2018).

Las herramientas bioinformaticas bajo licencia facilitan el manejo y analisis de
secuencias completas de ADN pudiendo analizar y guardar la informacion en
el mismo software de mas de una secuencia de ADN, asi como generar mapas
genomicos de las mismas secuencias, sin embargo, el uso de softwares open source
pueden realizar una busqueda de mutaciones confiables si se realiza el uso correcto
de las herramientas bioinformaticas.

Conclusiones

Las nuevas tecnologias de secuenciacion proporcionan, en la actualidad, una
utilidad fundamental en la busqueda de mutaciones de secuencias de ADN. Si bien,
la secuenciacién de un genoma completo puede aportar la informacién necesaria
para descubrir mutaciones en fragmentos de secuencias completas de ADN, la
bioinformatica y sus herramientas, complementan las técnicas moleculares de
secuenciacion y dan una lectura amplia y completa, asi como un entendimiento
preciso de los resultados.

Enestainvestigacionfueposibleutilizarunasecuenciadeprogramasbioinformaticos
capaces de discernir entre secuencias con mala calidad y secuencias con una buena
calidad de tal manera que el analisis pudiera ser enfocado utilizando inicamente las
regiones del genoma que presentaran una calidad aceptable. El apropiado analisis
bioinformatico permite que los resultados obtenidos representen la secuencia real
del microorganismo analizado.
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Resumen

El proceso de inactivacion mediante fluidos supercriticos asistido con ultrasonidos
de potencia (SC-CO2 + HPU) en un sistema en discontinuo ha sido estudiado. Los
resultados mostraron que lacombinacion de ambas técnicas acelera lainactivaciéon
de Escherichia coli (E. coli). El objetivo de este trabajo fue el diseiio y construccion
de una planta de SC-CO2 + HPU en régimen continuo y determinar el efecto
sobre la inactivacién de E. coli. Fueron inoculadas 108 UFC/ml de E. coli en jugo
de manzana comercial para ser tratado en un sistema en continuo con SC+COzy
SC+CO2+HPU, evaluando la influencia de la presion (100-200 bar), temperatura
(31°,36°y 41° C) y tiempos de residencia (1.72, 2.58 y 5.44 min) sobre la inactivacién
del microorganismo. En los tratamientos con SC-CO2+HPU, la agitacion generada
por los ultrasonidos permite la mezcla y contacto entre el CO:2y las células
rapidamente. Ademas, el dafio en la pared celular del microorganismo causado
por la cavitacion, generada por los ultrasonidos, facilita la penetracion del SC-CO2
dentro de la célula y la extraccion de componentes intracelulares, lo que acelera
la muerte celular. Estos fendmenos permitieron que el nivel de inactivacién se
incrementara significativamente (p <0.05) para todos los tratamientos realizados
con HPU, respecto a los tratamientos en los que se empled Unicamente SC-COx.
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Introduccion

En la actualidad los consumidores demandan productos con caracteristicas
similares a los naturales, por lo que existe un creciente interés por las técnicas
de conservacién no térmicas. El objetivo de estas nuevas tecnologias es asegurar
la conservacion de alimentos, manteniendo el valor nutricional y propiedades
organolépticas de los productos tratados, algunas de las tecnologias estudiadas
son: luz pulsada [1], empleo de ozono [2], alta presion hidrostatica [3], pulsos
eléctricos [4], ultrasonidos de potencia [5], luz ultravioleta [6]. El proceso de
inactivacion mediante fluidos supercriticos (SC-CO,) ha sido investigado como
una técnica prometedora, ya que promueve un impacto minimo sobre las
propiedades nutricionales de los alimentos. Los mecanismos de inactivacién de
microorganismos mediante SC-CO, hasido estudiadoy se resumen en las siguientes
etapas: 1, disolucion del CO, en la fase liquida externa donde se encuentran las
células suspendidas; 2, modificacién de la membrana celular; 3, descenso del pH
intracelular; 4, inactivacién de enzimas clave; 5, efecto inhibitorio del CO2y HCOs-;
6, modificacion del equilibrio celular; 7, extraccidon y eliminacién de componentes
celulares y de la membrana celular; y 8, ruptura celular [7]. Sin embargo, tiempos
prolongados son necesarios para garantizar la seguridad del alimento. Con el fin de
obtener la letalidad requerida en tiempos de proceso menores. Ortufio et al. (2012)
[8] estudio el efecto del CO2 como fluido supercritico asistido con ultrasonidos
de potencia (SC-CO2 + HPU) en un sistema en discontinuo, dicha tecnologia ha
presentado drasticas reducciones de tiempo de proceso, comparado con el uso
solo de fluidos supercriticos. Sin embargo, en la industria alimentaria, se precisa
de sistemas en continuo que permitan procesar grandes cantidades de producto,
por lo que el objetivo de este trabajo fue el disefio y construccion de una planta de
SC-CO2+ HPU en régimen continuo. El equipo se aplicd para evaluar el efecto de
las variables de proceso (presion, temperatura y caudal) sobre la inactivacion de E.
coli empleando jugo de manzana como sistema modelo.

Desarrollo

Los alimentos son susceptibles de ser transformados, ya sea por reacciones
bioquimicas o por la accién de microrganismos que modifican sus caracteristicas
originales, provocando su deterioro. Para prolongar la vida util de los alimentos
se utilizan diferentes técnicas de conservacion, siendo tradicionalmente los
tratamientos térmicos los mdas empleados. Sin embargo, estas técnicas que
emplean altas temperaturas, alteran las propiedades sensoriales y nutricionales
del alimento.

94



DESARROLLO Y APLICACION DE UN SISTEMA EN CONTINUO PARA LA INACTIVACION DE MICROORGANISMOS MEDIANTE
FLUIDOS SUPERCRITICOS ASISTIDOS POR ULTRASONIDOS DE POTENCIA

Porello, yjunto alademanda de los consumidores de alimentos frescos y naturales,
existe un creciente interés por las técnicas de conservacion no térmicas. EL uso de
CO2zen estado supercritico (SC-CO2) es una de estas tecnologias. EL SC-CO2ha sido
resefiado por diferentes autores en la inactivacion de enzimas y microorganismos,
alterando minimamente las propiedades sensoriales y nutricionales de los
alimentos.

Los microorganismos cuya inactivacién mediante SC-CO:2 ha sido estudiada
comprenden desde bacterias gram-negativas como la Salmonella typhimurium,
E. coli o Yersinia enterocolitica, a bacterias gram-positivas como Listeria innocua,
Listeria monocytogenes o levaduras y hongos. En la mayoria de los estudios se ha
observado que las células gram-positivas son mas resistentes que las bacterias
gram-negativas por el mayor espesor de su pared celular. La levadura S. cerevisiae
presenta una pared similar a las bacterias gram-positivas, lo que hace que presente
una resistencia frente a tratamientos de inactivacion, similar a la de las bacterias
gram-positivas.

Algunos autores han estudiado también el efecto del SC-CO2 en un sistema en
continuo, observando mayores reducciones comparando con sistemas de SC-CO:
en discontinuo.

Por otra parte, el uso de fluidos supercriticos asistidos con ultrasonidos de
potencia (HPU) permite una vigorosa agitacién del medio, una rapida disolucién
del CO2 en el medio y por tanto un aumento en la velocidad de los mecanismos
de inactivacion asociados al CO: supercritico (caida rapida del pH intracelular,
incremento en la transferencia de masa, mejora la extraccion de los componentes
intracelulares vitales para las células). Dicha tecnologia ha sido desarrollada en
un sistema en discontinuo, presentando importantes reducciones en el tiempo
de inactivacién microbiana, comparado con el uso solo de fluidos supercriticos.
Sin embargo, en la industria alimentaria se precisa de sistemas en continuo que
permitan procesar grandes cantidades de producto. Por otra parte, se ha reportado
muy poca literatura donde se estudie el efecto de la combinacién de SC-CO2y HPU
sobre la calidad de los productos procesados.

Entorno Metodolégico

La primera etapa del proyecto consistié en la transformacion del sistema de
inactivacién de microorganismos empleando SC-CO2+HPU en discontinuo a
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continuo. Para lo cual, se tuvo en cuenta la necesidad de prolongar el tiempo de
residencia del conjunto CO2 supercritico/producto a tratar. La fase de instalacién
comprendié la redistribucidon de todos los elementos para adaptarlos al nuevo
sistema y se incorporaron diferentes elementos: depdsito del liquido a tratar,
bomba dosificadora de liquido, serpentin, depdsito de separacion y sistema de
recirculacién de CO2, ademas de valvulas, mandmetros y conexiones necesarias
para garantizar el correcto funcionamiento y seguridad del equipo. Una vez que el
equipo se encontro adaptado, se caracterizé el caudal de la bomba dosificadora de
liquido bajo diferentes condiciones de presion.

En la segunda etapa se procedié a evaluar la inactivacidn de E. coli, para lo cual, se
inoculd 1litro de jugo de manzana comercial con 100 ml de medio LB que contenia
108 UFC/ml del microorganismo. Se estudio el efecto del SC-CO2 y del SC-CO:
asistido con ultrasonidos de potencia sobre la inactivacion del microorganismo.

En ambos procedimientos fue analizada la influencia de la presion (100-200 bar),
temperatura (31°, 36°y 41° C) y tiempo de residencia (1.72, 2.58 y 5.44 min) sobre la
inactivacion del microorganismo.

Para evaluar la inactivacion, se extrajeron muestras de zumo, las cuales fueron
diluidas en agua autoclavada y sembradas en LB agar e incubadas durante 24
h a 37°C. El nimero de células en la muestra control se determind siguiendo la
misma metodologia. Los resultados se expresaron como log (N/No), donde No es
el nimero inicial de células en la muestra control y N el nimero de células en la
muestra tratada.

Resultados y discusiones

El equipo (Figura 5.1) ha sido disefiado para soportar hasta 1000 bar de presion.
La planta incluye un tanque de CO2 (2) y un tanque de N2 (1), que se mantiene
a temperatura ambiente; un depdsito de reserva que almacena el CO2 a -18 °C
(3); una bomba de CO: (4); bafio termostatico (13) para mantener el depdsito de
inactivacion a la temperatura deseada; depdsito del liquido a tratar (5), bomba
dosificadora del liquido (6), serpentin (14), depdsito de separacion (15) y sistema
de recirculacion del CO2 (17), ademas de valvulas, mandmetros controladores de
temperatura. Todas las conexiones que estan en contacto con SC-CO2 son de acero
inoxidable tipo 316. Los medidores de presidn y temperatura estan instalados en
el recipiente de inactivacidn para controlar que se alcanzaron las condiciones
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supercriticas en un corto periodo de tiempo y posteriormente se mantuvieron
durante el proceso.

us

-ﬁmv N
¥

Figura 5.2 Diagrama del equipo de fluidos supercriticos asistidos por ultrasonidos en un sistema
continuo. 1) Tanque N2, 2) Tanque COz, 3) Reserva CO2, 4) Bomba inyectora COz, 5) Deposito liquido a
tratar, 6) Bomba dosificadora de liquido, 7) Punto de mezcla, 8) Reactor de tratamiento, 9) Transductor
de Ultrasonidos, 10) Sistema de aislamiento, 11) Ceramicas, 12) Generador Ultrasonidos, 13) Bafio
termostatico, 14) Serpentin, 15) Separador, 16) Liquido tratado, 17) Recirculacién de COz, V) Valvula, VS)
Vélvulas antirretorno, VM) Valvula micrométrica, P) Mandémetro, T) Sensor de temperatura.

Adicionalmente el equipo incluye un sistema de ultrasonidos [9]. Este sistema
ha sido patentado juntamente con el procedimiento de inactivaciéon y consiste
en un transductor piezoeléctrico de alta potencia, un sistema de aislamiento y
una unidad generadora de energia. El transductor (>1 W/cm?) es insertado dentro
del recipiente de inactivacion e incluye dos ceramicas comerciales (11) (35 mm
de didametro externo; 12.5 de didmetro interno; 5 mm de espesor; frecuencia de
resonancia 30 kHz) y un transductor de ultrasonidos (9), que fue especialmente
construido para concentrar la mayor cantidad de energia acustica en el punto
de aplicacion. El transductor es alimentado con energia constante por la unidad
generadora de energia (12) durante el proceso SC-CO:. Una parte fundamental del
equipo es el sistema de aislamiento para las ceramicas piezoeléctricas. Consiste
en un conjunto de polipropileno cubierto con teflén. Este aislamiento protege al
transductor de posibles cortocircuito eléctrico que pueden ser causados al trabajar
en un medio altamente conductor.
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En los tratamientos con SC-CO2-HPU, la agitacién generada por los ultrasonidos
permite la mezcla y contacto entre el CO: y las células rapidamente, de manera
que se observo un incremento significativo (p <0.05) para todos los tratamientos
realizados con HPU, respecto a los tratamientos en los que se empled Unicamente
SC-COsa.

En el tratamiento con SC-CO: (100 bar, 31 °Cy 2.58 min) se obtuvieron 3.29 ciclos
logaritmicos de reduccidn, sin embargo, empleando SC-CO2 + HPU a las mismas
condiciones, se redujeron 7.42 ciclos logaritmicos. La inactivacion de E. coli se
favorece alincrementar la presion, temperaturay tiempo de residencia (Figuras 5.1,
5.2y 5.3). A31°Cy 100 bar se obtuvieron reducciones de 8 y 4.4 ciclos logaritmicos
con tiempos de residencia de 5.44 y 1.79 min respectivamente, esto se debe al
aumento en el tiempo de contacto entre el CO: y las células. En los resultados
obtenidos en este estudio, para tiempos de residencia de 5.44 min (5 ml/min) se
alcanzé una completa inactivacion tras el tratamiento con SC-CO2 y con SC-CO2
+ HPU. Los mecanismos de inactivacion asociados al CO2 supercritico implican
la disolucion del CO: en el medio, la reduccion del pH, aumento de la fluidez de
la membrana celular de los microorganismos, la penetracion del CO2 dentro de
las células y la alteracion de su equilibrio celular, que tiene como consecuencia
la inactivacion de las mismas. Para observar la inactivacion producida por el COz,
es necesario el contacto entre éste y las células. Si el tiempo de residencia del
jugo inoculado aumenta, el tiempo de contacto es mayor, por tanto, se espera un
incremento del nivel de inactivacion.

Tiempo de residencia (min)
1,72 2,58 5,44

SC-C02-100 bar
m SC-CO02-200 bar
m SC-CO2+HPU-100 bar
m SC-CO2+HPU-200 bar

log (N/N,)
A

5.2 Inactivacién de Escherichia coli en jugo de manzana, empleando SC-CO2 y SC-CO2 +HPU en un
sistema en continuo a diferentes tiempos de residencia (31°C).
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La aplicacion de ultrasonidos de potencia en procesos de inactivacion en continuo,
permite obtener niveles de inactivacion E. coli aceptables, utilizando tiempos de
residencia menores de 2 min. De esta forma, se evitan efectos negativos en las
propiedades organolépticas y nutricionales del jugo, que si son provocadas en los
tratamientos térmicos, donde se emplean temperaturas muy elevadas, que alteran
caracteristicas del jugo, como el sabor, olor, vitaminas, etc.

Temperatura ("C)

3 36

0
-1
-2 :
-3
-4 .
-5
-6 !
-7 I

4

SC-C02-100 bar
m SC-CO2-200 bar
m SC-CO2+HPU-100 bar
m SC-CO2+HPU-200 bar

log (N/N,)

-8 -
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Figura 5.3 Inactivacion de Escherichia coli en jugo de manzana empleando SC-CO2y SC-CO2 +HPU en
un sistema en continuo a diferentes temperaturas (2.58 min)

Conclusiones

Los resultados demostraron el potencial de la técnica SC-CO2+ HPU en un sistema
en continuo ya que el uso de condiciones de proceso suaves podrian conducir a un

aumento en la calidad del producto tratado.
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Resumen

Actualmente, el aprovechamiento integral de los recursos y desechos generados
por las actividades econdmicas, entre ellas la agroindustria, ha sido de interés
debido al potencial que poseen los residuos lignoceluldsicos para la obtencion
de diversos metabolitos a través de procesos biotecnologicos. Los residuos
lignoceluldsicos se conforman principalmente por tres polimeros estructurales;
celulosa, hemicelulosay lignina, que, para poder ser utilizados es necesario aplicar
una serie de operaciones como el pretratamiento y la hidrdlisis enzimatica. El
pretratamiento permite el rompimiento de la matriz lignoceluldsica para facilitar
su digestibilidad; mientras que, en la hidrélisis enzimatica o sacarificacion,
diferentes enzimas lignoceluldsicas actian bajo sinergia para la liberacion de
azucares y demas compuestos que puedan resultar de interés comercial. Las
enzimas lignoceluldsicas son producidas principalmente por hongos filamentosos
a través de fermentacioén en estado sélido, para generar cocteles enzimaticos que
son usados a escala industrial. Durante la sacarificacion, existen algunas limitantes
como la carga de solidos y la inhibicion enzimatica, las cuales no han permitido
extender el uso de estos bioprocesos a nivel comercial. Finalmente, los azucares
liberados en la hidrdlisis son empleados como sustrato para la obtencién de
multiples productos de valor comercial como biocombustibles, acidos organicos,
moléculas con propiedades nutracéuticas, entre otros.
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Introduccion

Durante la produccidn y procesamiento de productos destinados a la alimentacién
humana, diversos residuos agroindustriales son generados y eliminados al
ambiente, provocando efectos de contaminacidn. Uno de los principales residuos
generados en las actividades agroindustriales son los residuos lignoceluldsicos.
Estosdesechoslignoceluldsicos se pueden clasificar de acuerdo con su origen; como,
por ejemplo, los cultivos destinados para la produccién de energia, los originados
tras la cosecha de los cultivos (hojas, rastrojo, tallos y vainas), asi como los que son
producidos durante su transformacion (cascaras, bagazos, paja y raices). Debido
a su composicion, los residuos lignoceluldsicos poseen un alto potencial para la
obtencién de compuestos bioactivos, ademas de tener un valor nutricional tanto
para la alimentacién animal como para el crecimiento de microorganismos, siendo
la base para la obtencién de diversos productos de valor agregado como fibras,
fenoles, vitaminas, azucares, acidos organicos, biocombustibles, compuestos
aromaticos, entre otros. Dentro de las herramientas biotecnolégicas para facilitar
su aprovechamiento, se encuentra el uso de enzimas hidroliticas (lignocelulasas)
que permiten desdoblar las complejas estructuras lignoceluldsicas para obtener
estos productos; sin embargo, aln es una tecnologia que se encuentra en vias de
desarrollo para su extensidn a niveles comerciales. La presente revisidn muestra un
panorama general sobre las enzimas lignoceluldsicas, su clasificacion, produccidn
y utilizacién en el aprovechamiento de los residuos agroindustriales.

Residuos lignoceluldsicos

El término biomasa, en el sentido mas amplio, es todo material organico
proveniente de seres vivos; sin embargo, para objeto de este analisis, la biomasa
vegetal o lignoceluldsica, comprende a todos aquellos cultivos energéticos,
desechos municipales, desechos de la agricultura, la silviculturay el procesamiento
de la madera, incluyendo asi, los residuos generados por la agroindustria (Yan et
al., 2020).

La composicidn de la biomasa es muy diversa. Por ejemplo, los residuos de origen
vegetal estan constituidos principalmente de celulosa, hemicelulosa, lighina y
algunos otros compuestos, con porcentajes variables entre si, dependiendo de la
fuente (Tabla 6.1).
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Celulosa

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la tierra, con aproximadamente 1.5
x10™ toneladas generadas cada aio. Por tanto, representa una enorme cantidad de
recurso renovable parala obtencidn de distintas moléculas deinterés. La celulosaes
un polisacarido lineal con un peso molecular alto y un maximo de 10,000 unidades
monoméricas de D-glucosa, unidas por enlaces B-1,4-glicosidicos. La reactividad y
morfologia de las cadenas de celulosa estan sustancialmente determinadas por el
enlace de hidrégeno intermolecular entre el grupo hidroxilo en el carbono C-3y el
oxigeno del anillo glicosidico cercano. La formacidn de estos enlaces provoca que
las moléculas sean mas estables y rigidas. En algunos casos, la presencia de muchos
enlaces intermoleculares puede generar una regidn cristalina ordenada debido a la
considerable proximidad entre las moléculas de glucosa. Por otra parte, la region
amorfa de la celulosa (sin un ordenamiento especifico entre los monémeros) es
la parte mas expuesta de la molécula y es la primera en ser atacada por enzimas
celulasas que conduce a la hidrdlisis de la misma. (Tursi, 2019).

Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo componente en mayor proporcidn en las paredes
vegetales y estd constituida por polisacaridos ramificados heterogéneos. Esta
fuertemente ligada a la superficie de las microfibras de celulosa y su contenido
y estructura difieren de acuerdo con la fuente de obtencidon (Podkaminer et al.,,
2012).

En la naturaleza, la hemicelulosa es amorfa y consiste casi en su totalidad en
azUcares deltipo pentosa (xilosay arabinosa)y algunas hexosas (glucosa, galactosa,
manosa y ramnosa) alcanzando un grado de polimerizacién promedio de 30,000.
Los diferentes grupos de moléculas que componen la hemicelulosa incluyen
xilanos, mananos, galactanos y arabinogalactanos, siendo el xilano el de mayor
porcentaje. El xilano se conforma por mondmeros de D-xilosa unidos por enlaces
B-1,4, se encuentra ramificado por residuos de L-arabinosa, acido D-glucurdnico,
ésteres de acetilo y de acidos hidroxicinamicos (Naidu et al., 2018).

Lignina

Eltérminoligninadenotaaunpolimeroaromaticoamorfocomplejo, compuesto por
unidades de fenilpropano unidas entre si. Las unidades monoméricas se mantienen
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juntas de diferentes maneras: a través de puentes de oxigeno entre dos grupos
propilo y fenilo, entre un grupo fenilo y un propilo, o mediante enlaces carbono-
carbono entre los mismos grupos. En particular, esta macromolécula se forma
mediante la polimerizacion oxidativa radical de tres alcoholes hidroxicinamilicos
que representan los mondmeros estructurales basicos: alcohol cumarinico,
coniferilo y sinapilico, Ademas, en la estructura de la lignina, hay multiples grupos
polares y grupos hidroxilo que permiten el establecimiento de fuertes enlaces de
hidrégeno intramoleculares e intermoleculares, volviéndolo un polimero de alta
resistencia y muy baja solubilidad (Chauhan, 2020; Duval y Lawoko, 2014).

La Tabla 6.1 contiene algunas de las biomasas lignoceluldsicas mayormente
reportadas, y sus respectivas composiciones

El proceso general para el aprovechamiento de los residuos agroindustriales
se representa en la figura 6.1 Dicho proceso consta de 3 etapas principales:
pretratamiento (secado, reduccion de tamafio, humectacion, modificacion de
estructura, entre otros), hidrélisis enzimatica y biotransformacion.
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Tabla 6.1 Composicién estructural de algunos residuos agroindustriales. Recuperado y modificado

de Rocha-Meneses et al. (2017).

Biomasa lignocelulosica

Composicion (% p/p)

Celulosa Hemicelulosa Lignina
Algodén 80-95 5-20 =
Pasto 25-40 25-50 10-30
Maderas duras 45+2 30+5 20+ 4
Corteza de maderas duras 22-40 20-38 30-55
Maderas blandas 42+2 27+2 28+3
Corteza de maderas blandas 18-38 15-33 30-60
Rastrojo de maiz 39-47 26-31 3-5
Rastrojo de sorgo 27 25 11
Paja de sorgo 32 24 13
Paja de arroz 28-36 23-28 12-14
Paja de trigo 33-38 26-32 17-19
Paja de cebada 31-45 27-38 14-19
Bagazo de cafa 32-48 19-24 23-32
Bagazo de agave 2842 15 10
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Figura 6.1 Diagrama de proceso para la trasformacién de biomasa lignoceluldsica en productos de
valor afiadido.

Pretratamiento de biomasa lignoceluldsica

La finalidad del pretratamiento es modificar la estructura y las dimensiones del
material lignoceluldsico. Tiene el efecto de solubilizar la hemicelulosa o lignina,
reducir la cristalinidad de la celulosa y aumentar el area de superficie disponible y
porosidad del sustrato para que las enzimas actlen de una manera mas eficiente.
Un pretratamiento efectivo debe cumplir los siguientes requisitos: (1) Obtener un
material sélido altamente digestible, que mejore el rendimiento de liberacién de
azucares durante la hidrélisis enzimatica, (2) evitar la degradacidén de azucares,
principalmente las pentosas derivadas de la hemicelulosa, (3) minimizar la
formacion de inhibidores de la fermentacidn como furfural e hidroximetilfurfural
(4) recuperar la fraccidn de lignina para su conversion en co-productos de valor
agregado y (5) ser rentable econdmica y ambientalmente, reduciendo el gasto
energético y el impacto ecoldgico (Brodeur et al., 2011).

Los métodosy tecnologias de pretratamiento generalmente se clasifican en fisicas,
quimica, fisicoquimica y bioldgica.
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Métodos fisicos

El objetivo principal del pretratamiento fisico es la reduccion del tamafio y ruptura
de las particulas de los biopolimeros mediante fragmentacion, trituracion,
molienda e interacciones mecanicas. El pretratamiento fisico también incluye
métodos como radiacion de microondas, sonicacidn, secado por atomizacion,
radiacion gammay pirolisis (Kucharska et al., 2018).

Métodos quimicos

El pretratamiento quimico se ha convertido en una de las opciones mas
prometedoras para mejorar la biodegradabilidad de la celulosa, ya que reduce su
grado de polimerizacion (DP, por sus siglas en inglés) y cristalinidad, y a su vez,
elimina la lignina y/o hemicelulosas, ademas de otros componentes que puedan
afectar el rendimiento de las enzimas en procesos posteriores (Agbor et al., 2011).

En esta clasificacion, se emplean soluciones acidas, alcalinas o neutras. Bajo
condiciones acidas (usando acidos minerales como H2SO4, HCl, H3PO4 y HNO:s o
acidos organicos como fumarico, maleico y acético) la hemicelulosa se solubiliza
en xilosa y otros azucares residuales unidos a esta, dejando atras la celulosa y la
lignina (Kumariy Singh, 2018). Se distinguen dos principales tipos de pretratamiento
acido: concentrado y diluido (hasta 5% v/v). La desventaja de utilizar este tipo de
pretratamiento es la generacion de compuestos inhibitorios, la formacién de sales
tras la neutralizacidn y la corrosidn del reactor utilizado (Jungy Kim, 2015).

Los pretratamientos alcalinos (soluciones de KOH, NaOH y NHs principalmente)
aumentan el area de superficie efectiva interna de la celulosa, disminuyen su
cristalinidad, y solubilizan la lignina. Durante este proceso, pequeias cantidades
de hemicelulosa y celulosa también se pueden solubilizar (Chen y Qiu, 2010).

Dentro de la clasificacién de pretratamientos quimicos se encuentra el organsolv,
en el cual se emplean solventes organicos o mezclas de estos (metanol, etanol,
acetona o etilenglicol) a altas temperaturas, logrando la remocidn de la lignina y
fracciones de pectinas presentes (Harmsen et al., 2010).

La concentracion del catalizador empleado, la carga de sélidos, la temperatura
de operacion, el tiempo de retencion y el tamafio de particula, son las variables
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mas importantes que considerar durante el pretratamiento quimico (Karimi et al.,
2013; Balan, 2014).

Métodos fisicoquimicos

Esta categoria de pretratamiento incluye métodos que combinan cambios fisicos
y reacciones quimicas en el material lignocelulésico. Generalmente, la biomasa es
tratada a altas temperaturas y/o bajo presion con un compuesto inorganico, lo que
conduce a la ruptura de su estructura recalcitrante (Jedrzejczyk et al., 2019). Uno
de los pretratamientos de caracteristica fisicoquimica mayormente utilizados es
la explosidn de vapor, donde la biomasa es colocada en un reactor de alta presion,
posteriormente es calentado a altas temperaturas (200-260°C) empleando vapor
saturado (2000-5000 kPa). Transcurrido unos minutos, la valvula de presidn se
abre para reducir la presion, generando una expansion explosiva provocada por la
humedad en la biomasa, produciéndose asi, la disrupcion de las fibras del material
(Oh et al., 2015; Pielhop et al, 2016).

Una variante del método anterior es la expansion de fibras catalizada por
amoniaco, AFEX, por sus siglas en inglés (Ammonia Fiber Expansion), en donde
se emplea amoniaco en estado liquido a temperaturas de moderadas a altas (60-
200 °C) y presiones entre 6.5-45 kPa. Este tratamiento alcanza la eliminacién de
la lignina y algunas hemicelulosas, ademas de la descristalizacion de la celulosa,
debido a la fuerte afinidad del amoniaco por dichos componentes lignoceluldsicos
(Chundawat et al., 2011).

Métodos biolagicos

Los métodos de pretratamiento bioldgico incluyen tanto el empleo de
microorganismos o consorcios de estos, asi como de enzimas o extractos crudos
derivados de estos organismos (lacasas y peroxidasas principalmente) para la
hidrolisis de diferentes fracciones lignoceluldsicas. Los hongos marrones, blancos
y de podredumbre blanda han sido reportados eficientes para la degradacion de
lignina y hemicelulosas (Sindhu et al., 2016). Distintos hongos de podredumbre
blanca como Phanerochaete chrysosporium, Cyathus stercolerus, Pycnoporus
cinnarbarinus y Pleurotus ostreaus han sido empleados por su eficiencia de
degradacion de lignina. De igual manera, el empleo de bacterias con alta
actividad enzimatica celulasa como Cellulomonas fimi, Thermomonospora fusca
y Paenibacillus campinasensis han sido utilizadas tanto en monocultivo como en
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co-cultivos con distintos hongos degradadores para optimizar la degradacion
de materiales lignoceluldsicos (Sharma et al., 2019). Si bien, son métodos que
requieren poco gasto energético y generan menor impacto ambiental en contraste
a los métodos descritos anteriormente, los largos tiempos de operacion y los bajos
rendimientos de degradacién los convierten en poco factibles.

El tipo y las condiciones de un pretratamiento afectan directamente al desarrollo
y eficiencia de procesos posteriores, como la hidrolisis enzimatica y fermentacion,
por lo tanto, la eleccion de un método de pretratamiento esta influenciada por
diferentes factores, tales como la conservacion y digestibilidad de carbohidratos,
rendimiento de obtencion de azucares y otras moléculas de interés, consumo
de energia, costos de equipos, catalizadores y solventes, remocién y calidad de
lignina, formacion de productos de degradacion de azucares/lignina, produccion
de desechos, uso de agua, entre otros (C. Bensah y Y. Mensah, 2019).

Enzimas lignocelulasas

La lignocelulosa es el polimero mas abundante en la tierra. Alrededor del
50% de la biomasa esta compuesto por este material. Para su degradacion y
aprovechamiento, el empleo de enzimas se ha extendido en las Ultimas décadas.
Estas enzimas son cruciales para convertir las complejas matrices de celulosa y
hemicelulosa en azucares disponibles para su uso por diferentes organismos, y asi
obtener numerosos productos quimicos y metabolitos de valor afiadido (Abdel-
Hamid et al., 2013; Khare et al., 2015). En la Figura 6.2 se presenta la clasificacion
general de las enzimas lignocelulasas (www.cazy.org; Nguyen et al., 2018).

Enzimas celulasas

Las celulasas o glucanasas son un grupo de enzimas que catalizan la bioconversion
de la celulosa en azucares solubles y glucosa. Este proceso se efectia en dos
etapas. En la primera etapa, las endoglucanasas y exoglucanasas degradan el
sustrato celuldsico y lo liberan a la fase liquida en forma de oligdmeros de cadena
corta solubles. En la segunda etapa, las B-glucosidasa transforman la celobiosa en
glucosa (Shah et al., 2019).

Las celulasas se agrupan en glucdsido-hidrolasas (GH). De acuerdo con la base

de datos de enzimas activas de carbohidratos (CAZy), las endoglucanasas se
encuentran en las familias GH 5-8, 12, 16, 44, 45, 48, 51, 64, 71, 74, 81, 87, 124 y 128.
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Las exoglucanasas o celobiohidrolasas son clasificadas en las familias GH 5-7 y 48
y las B-glucosidasas en las familias GH 1, 3, 4, 17, 30 y 116 (www.cazy.org; Juturuy
Chuan, 2014).
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Figura 6.2 Clasificacion de enzimas lignocelulasas. GH y CE representan el nimero de familia

de las glucdsido-hidrolasas y carbohidrato esterasas, respectivamente, ademas de las enzimas

reportadas por familia (entre paréntesis). Los valores en porcentaje expresan la afinidad enzimatica
a los multiples polisacaridos.

Endocelulasas. Las endocelulasas o 1,4-B-D-glucano-4-glucanohidrolasas (EC
3.2.1.4) escinden de forma aleatoria en los enlaces B-1,4 de las regiones amorfas de
la celulosa, obteniéndose largas cadenas de glucosa con extremos no reductores
(Dimarogona et al., 2012). Su principal objetivo es iniciar con la despolimerizacién
del glucano, para favorecer la accesibilidad de las enzimas posteriores.

Exoglucanasas. Las exoglucanasas estan conformadas por dos grandes grupos: las
exo-1,4-B- glucanasas (EC 3.2.1.91) y las celobiohidrolasas (EC 3.2.1.176) (Van Dyk
y Pletschke, 2012). Su mecanismo de accidn es hidrolizar el polimero de celulosa
por el extremo reductor y no reductor, para liberar moléculas de celobiosa, y en
algunas ocasiones, glucosa (Bhattacharya et al., 2015).

Celobiasas. EL ultimo paso para la degradacion completa de la celulosa es efectuado
por las celobiasas o B-glucosidasas (EC 3.2.1.21). Su funcion es la de hidrolizar las
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moléculas de celobiosa o de algunos oligdmeros cortos como la celodextrina, para
poder liberar D-glucosa (Ketudat y Asim, 2010).

Monooxigenasas liticas de polisacaridos. Las monooxigenasas liticas de
polisacaridos (LPMOs por sus siglas en inglés) son enzimas que contienen cobre
y catalizan la ruptura oxidativa de los enlaces glicosidicos. Su principal funcion es
la disminucidn de la cristalinidad de la celulosa (Chylenski et al., 2019). Auxiliar
a este complejo enzimatico, se encuentra la celobiosa deshidrogenasa (EC
1.1.99.18), que cataliza la oxidacion de dos electrones de celobiosa (el producto de
celobiohidrolasas) a celobionolactona, mientras genera FADH: para la favorecer la
actividad catalitica de las LPMOs (Laurent et al., 2019).

Enzimas hemicelulasas

Las hemicelulasas son enzimas clave en la degradacion de la biomasa vegetal y el
flujo de carbono en la naturaleza. Los méddulos cataliticos de las hemicelulasas
son igualmente las glucdsido-hidrolasas (GH) que hidrolizan enlaces glicosidicos,
ademas de las carbohidrato-esterasas (CE), las cuales escinden los enlaces éster de
grupos laterales de acetato o acidos hidroxicindmicos. Estos mddulos cataliticos
se pueden asignar a las endo y exo xilanasas que se encuentran en las familias GH
10y 11 principalmente. Por otra parte, las acetil-xilano esterasas y feruloil esterasas
se clasifican en las familias CE 1-7 (Shallom, 2003). En la Figura 6.3 se muestran los
sitios de accion de diversas enzimas hemicelulasas.

Xilanasas. Las endo-1,4-B-xilanasas (E.C.3.2.1.8) y endo-1,3-B-xilanasas (EC 3.2.1.32)
estan involucradas en la escision de los enlaces glicosidicos y en la liberacién de
xilooligosacaridos (XOS) cortos, mientras que las 1,4-B-xilosidasas (EC.3.2.1.37)
eliminan sucesivamente los residuos de D-xilosa de los extremos no reductores,
catalizando la hidrélisis de B-1,4-D-xilo-oligosacaridos. Por otro lado, las exo-
1,4-B-xilanasas, (E.C.3.2.1.37) actuan sobre el extremo reductor del xilano,
liberando oligdmeros de cadena corta, ademas de hidrolizar XOS con un grado de
polimerizacidon de = 2-3 para liberar xilosa (Juturu y Wu, 2014).
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Figura 6.3 Hidrolisis de hemicelulosa bajo la accion de multiples enzimas. Recuperado y modificado
de Anson et al. (2012).

Manasas, arabinasas y glucoronidasas. La endo-1,4-mananasas (EC 3.2.1.78)
hidrolizan los enlaces internos del manano, para generar oligdmeros de B-1,4-
manano, los cuales son hidrolizados posteriormente por las B-manosidasas (EC
3.2.1.25) para obtener manosa. Las enzimas a-L-arabinasas (EC 3.2.1.99) y a-L-
arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) hidrolizan conjuntamente el arabinano existente
en las cadenas laterales del xilano para liberar arabinosa. La a-D-glucoronidasa
(EC 3.2.1.131), perteneciente a la familia GH 67, es responsable de escindir las
sustituciones de a-(1—2) enlazado al acido a-(4-O-metil)-D-glucordnico en el
esqueleto de xilano (Juturuy Wu, 2012).

Esterasas. Las acetil-xilano esterasas (EC 3.1.1.72) se clasifican en las familias CE 1,
2,3,4,5,6,7,12y16. Se encargan de hidrolizar sustituciones de acetilo en cadenas
laterales de xilano, mientras que las feruloil-xilano esterasas (EC 3.1.1.73) catalizan
la hidrélisis de grupos éster ferulados presentes en las cadenas periféricas de
arabinosa, liberando acido ferulico y otros acidos hidroxicinamicos (Juturu y Wu,
2012).

Enzimas ligninasas

Posterior a la celulosa y hemicelulosa, la lignina es el segundo compuesto mas
abundante. A lo largo de los afios, cuatro actividades enzimaticas se han reportado
que despolimerizan la lignina; lignina-peroxidasas (LiP), manganeso-peroxidasas
(MnP), peroxidasas versatiles (PV) y lacasas. Estas enzimas han ganado atencion
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como potenciales catalizadores bioldgicos para la biodegradacidn de la lignina
(Pollegioni et al., 2015).

Peroxidasas. Las lignina-peroxidadas (EC 1.11.1.14) catalizan la despolimerizacién
oxidativa de la lignina dependiente de H202. Se ha reportado que oxidan tanto
sustratos aromaticos fenélicos como no aromaticos, ademas de otros compuestos
organicos. La oxidacidon de la lignina se realiza mediante transferencia de
electrones, escisiones no cataliticas de enlaces y apertura de anillos aromaticos
(Chauhan, 2020).

Lacasas. Las lacasas (EC 1.10.3.2), entre ellas, la ascorbato-oxidasa, ceruloplasmina
y bilirrubina-oxidasa; son enzimas multiméricas que efectuan la oxido-reduccién
de distintos compuestos mediadas por cobre. Dentro de los sustratos que pueden
utilizar estas enzimas se encuentran compuestos aromaticos y no-aromaticos,
iones metalicos (como Mn*2) y organometalicos. (Saldarriaga-Hernandez et al.,
2020; Strong y Claus, 2011).

Produccion de enzimas lignocelulasas

La biotecnologia brinda herramientas que permiten transformar los residuos
lighoceluldsicos en materias primas para producir productos de valor agregado.
La mayoria de estos desechos y subproductos son de naturaleza lignoceluldsica,
lo que puede favorecer el crecimiento de microorganismos para producir enzimas
que logren degradar este biopolimero.

Asi mismo, el mercado mundial de enzimas podria alcanzar los $ 7.0 mil millones
(USD) en 2023, entre ellas, las enzimas lignocelulasas representan mas del 20% de
lasventas mundiales de enzimas disponibles comercialmente, y tienen aplicaciones
en laindustria de textiles, alimentos, de la celulosay el papel, para la obtencién de
biocombustibles y productos farmacéuticos (Leite et al., 2021).

En este contexto, los hongos filamentosos son las principales fuentes de enzimas
celulasas comerciales, entre ellos, resaltan las especies Trichoderma, Aspergillus,
Penicillium; sin embargo, son los hongos del género Trichoderma (T. viride, T.
longibrachiatum, T. reesei, T. atroviridae) los de mayor capacidad degradadora de
celulosa cristalina. Del mismo modo, se ha reportado que el género Aspergillus es
un buen productor de celulasas, especificamente de B-glucosidasas (Suhag, 2014)
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Por otra parte, la obtencion de enzimas lignoceluldsicas a partir de actinobacterias
ha ganado especial interés, debido a sus rapidas tasas de crecimiento, su habilidad
de producir complejos multienzimaticos que presentan mayor funcionalidad y
especialidad, y a su capacidad adaptativa en contraste a los hongos filamentosos
(Chukwuma et al., 2020).

Las capacidades, perfiles y rendimientos de produccién de enzimas de un mismo
organismo dependen en gran medida del sustrato lignoceluldsico utilizado, la
suplementacion de nutrientes, las condiciones medioambientales y el sistema
fermentativo empleado.

La gran mayoria de las enzimas son producidas bajo tecnologias de fermentacion,
sin embargo, en ultimas décadas, ha habido una tendencia creciente hacia la
utilizacion de la técnica de fermentacidon en estado sélido (FES) para producir
enzimas (Mansour et al., 2016; Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005). La FES
es definida como un proceso de fermentacion que ocurre en ausencia de agua
corriente, empleando un soporte natural o un soporte inerte como material sélido
(Pandey, Soccol, & Mitchell, 2000). La tabla 6.2 muestra algunos reportes de
produccion de enzimas lignoceluldsicas bajo distintas tecnologias fermentativas
(TF).

Debido a que la productividad y diversidad de enzimas obtenidas por un
microorganismo puede ser limitada, sehandesarrollado cocteles multienzimaticos,
que ofrecen altos rendimientos de bioconversién de lignocelulosa a nivel industrial
(Lopes et al., 2018). La tabla 6.3 resume la composicidn de enzimas reportadas en
diferentes preparaciones enzimaticas comerciales utilizadas para la degradacion
de materiales lignoceluldsicos.

Actualmente, la mayoria de las enzimas y preparaciones multienzimaticas que
se comercializan a gran escala, han sido obtenidas mediante la bioprospeccién
de nuevos microorganismos y enzimas con mayores rendimientos, bajo técnicas
moleculares (disefio racional, evolucion dirigida y enzimas bifuncionales), con la
finalidad de mejorar sus capacidades cataliticas y su desempefio en operaciones a
nivel industrial (Mohanram, et al., 2013).
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Tabla 6.2 Produccion de enzimas lignocelulasas empleando residuos agroindustriales.

Enzima Microorganismo TF Sustrato Productividad Referencia
Aspergillus . . {(Mahmood et
Exoglucanasa _ FES Paja de trigo 27.66 U-g"'-dia!
fumigatus al., 2013)
Trichoderma viride

Exoglucanasay

y Ganoderma

FES Rastrojo de maiz

97y 51 U-mL" dia™

(Shahzadiet al.,

B-glucosidasa 2014)
lucidum
Licor de maiz,
Streptomyces ( Bispo et al.
Endoglucanasa . . FS salvadode avena 0.25U-mL"-dia"’!
diastaticus 2018)
y bagazo de caia
) Thermoascus Bagazo de cafia y . (Aparecida et
B-glucosidasa 2 U:mL'-dia!
aurantiacus salvado de avena al., 2020)
(Ghoshal et al.,
Endoxilanasa Penicillium citrinum FES Bagazo de cafia 459 U-g'-dia 2016)
o Trichoderma . . (Inoue, et al.,
[-xilosidasa FS Pajade arroz 1.17 U'mL-"-dia"’
aspereflum 2016)
Celulasas y Penicillum citrinum 12.403 U-g"-dia"! (Valle-Pérez et
xilanasas Aspergillus FES Bagazode agave 26.705U-g"'-dia"' al., 2021) (In
(mezcla) fumigatus press)
. . ) Salvado de avena .
Feruloil-esterasa Aspergillus niger ~ FE ) 2.56 mU-mL"-dia (Ou etal, 2011)
y maiz
Raoultella (Ayodeji et al.,
Peroxidasa o . FES Paja de trigo 2.21 U-mL"-dia"’
ornithinolytica 2019)
Trichoderma (Bagewadi,
Lacasa FES Salvadodetrigo 6.3 U-mL"-dia”’
harzianum s 2017)

TF: Tecnologia fermentativa. FS: Fermentacion sumergida. FES: Fermentacion en

estado solido.
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Tabla 6.3 Cocteles enzimaticos comerciales para la hidrélisis de biomasa lignoceluldsica. Recuperado
y modificado de Van Dyk y Pletschke (2012).

Proveedor Coctél enzimitico Enzimas reportadas

Celluclast 1.5 LFG B-glucosidasas, xilanasas

Endoglucanasas -glucosidasas, xilanasas,

Novozyme 188 a-arabinofuranosidasas, p-xilosidasas a-galactosidasas,
Novozyme feruroil-esterasas
Viscozyme B-glucanasas

Xilanasas, B-glucosidasas, B-xilosidasas,
CellicCTec 1,2, 3
Celobichidrolasa |

Accelerase 1000 B-glucosidasas, xilanasas

B-glucosidasas, xilanasas, a-arabinofuranosidasas, a-
Spezyme CP )
galactosidasas
Genecor

) ) B-glucosidasas, xilanasas, a-arabinofuranosidasas, f3-
Multifect (pectinasa) ) .
xilosidasas, a-galactosidasas, feruroil-esterasas

Hidrdlisis enzimatica de residuos lighocelulésicos

Para el aprovechamiento integral de los residuos agroindustriales, es necesario la
hidrélisis de las matrices lighoceluldsicas. La degradacion de estos biopolimeros
resulta aun ser un proceso complejo. El desarrollo de técnicas para la obtencién
de azucares y biomoléculas por hidrélisis enzimatica de residuos lignoceluldsicos
sigue siendo un desafio debido a 3 factores principales: la resistente estructura
cristalina, la baja eficacia de las enzimas actualmente disponibles y a que se
requieren prolongados tiempos de operacidn para alcanzar éptimos rendimientos
de produccién.

A continuacion, se describen algunos pardmetros que intervienen directamente en
el rendimiento de la hidrélisis enzimatica.
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Eficiencia del pretratamiento

Como se menciond anteriormente, el principal objetivo del pretratamiento es
permitir la accesibilidad de las enzimas durante la sacarificacion. Algunos de los
factores que contribuyen a la recalcitrancia de la biomasa incluyen: cristalinidad y
grado de polimerizacion de la celulosa, area de superficie accesible (o porosidad),
proteccion de la celulosa por lignina, revestimiento de celulosa por hemicelulosa,
tamano y fuerza de la fibra, entre otras (Baruah et al., 2018). También es preciso
efectuar un andlisis del material pretratado previo a la hidrélisis enzimatica,
este incluye: cuantificacion de los carbohidratos y oligdmeros presentes tanto
en la fraccidn liquida como en el material sélido, determinacion de compuestos
inhibitorios existentes, para evaluar si es necesario un proceso de lavado o
detoxificacion previo de la biomasa y valorizar la presencia de algunos coproductos

de valor agregado que sean susceptibles a ser recuperados (Agbor et al., 2011).

Carga de sélidos

Otra de las principales desventajas en la hidrdlisis enzimatica es la limitada
carga de sélidos o proporcién solido-liquido a la cual se efectta la operacion. La
sacarificacion a altas cargas de solidos insolubles (210% p/v) presenta diversas
dificultades, como la restringida cantidad de agua libre en el sistema para la
actividad de las enzimas. En esta condicidn, la suspensidn de material fibroso tiene
una alta viscosidad aparente, que da como resultado, un ineficiente mezclado,
traduciéndose a limitaciones de transferencia de masa y calor, reduciendo la
eficiencia de las enzimas durante las primeras etapas de hidrélisis, conocida
como etapa de licuefaccién. Este fendmeno se ve reflejado en las altas demandas
energéticas del reactor o dispositivo en donde se efectue la sacarificacion (Da Silva
et al., 2020; Modenbach y Nokes, 2013).

Algunas estrategias para minimizar los efectos de las altas cargas de solidos han
sido el empleo de surfactantes como Tween 20 y 80 y polietilenglicol (PEG), los
cuales previene la desactivacion de las celulasas por efecto de las interfaces liquido-
aire, al igual que evitan la adsorcion de estas en las matrices de lignina (Bhagia
et al., 2018). El operar bajo un régimen de lote alimentado con dosis de enzimas
proporcionales a las cargas, de igual forma logra mantener bajas viscosidades
(Sugiharto et al., 2016), y asi procurar una buena transferencia de calor y masa.
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Aunado a esto, el disefio de impulsores y reactores con una disposicion horizontal
han demostrado tener efectos positivos en los procesos de mezclado cuando se
opera altas cargas de solidos.

Efecto de la temperaturay pH

Las condiciones de reaccion como la temperatura, el pH y la agitacion son factores
que influyen directamente en los rendimientos de la hidrélisis enzimatica de la
biomasa lignoceluldsica. Las enzimas actlian de manera éptima a una temperatura
y pH especificos. Estas condiciones de reaccidon deben optimizarse para lograr la
eficiencia maxima de hidrdlisis, en caso contrario, mayores concentraciones de
enzima seran requeridas.

La mayoria de los estudios de hidrdlisis enzimatica se han realizado a 45-55° C,
de igual manera, algunos proveedores de preparaciones enzimaticas recomiendan
ese intervalo de temperatura para alcanzar rendimientos superiores al 90%.
El pH durante la sacarificacion es también un factor importante ya que regula
la estructura tridimensional de los sitios activos de la enzima y la formacion de
complejo enzima-sustrato. Se han reportado valores de pH en hidrdlisis en el rango

de 4.0 a 5.0 para celulasas y xilanasas. (Yang et al., 2011).
Inhibicion de enzimas

Durante los procesos de pretratamiento e hidrélisis enzimatica, distintos
compuestos pueden generarse, los cuales pueden poseer un efecto inhibitorio
tanto para las enzimas hidrolasas, como para el microorganismo fermentativo.

Dentro de esta gama de compuestos inhibitorios se encuentran los derivados del
furano (furfural y hidroximetilfurfural), acidos organicos (acido acético, férmicoy
levulinico) y compuestos fendlicos como el acido 4-hidroxibenzoico, tanico, galico
e hidroxicindmicos. Todo estos poseen un fuerte efecto inhibitorio para las enzimas
celulasas (Kim et al., 2011).

Como se menciono anteriormente, las enzimas celulasasy hemicelulasas presentes
en los cocteles enzimaticos actuan de forma sinérgica al momento de hidrolizar las
matrices lignoceluldsicas. La sinergia enzimatica se puede definir como la relacion
entre el rendimiento de hidrélisis cuando multiples enzimas actian en conjunto,
entre los rendimientos de las enzimas por separado (Lopez-Gutiérrez et al., 2020).
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Este sinergismo puede ser contraproducente, ya que el producto de algunas de
las enzimas puede inhibir la actividad de otras. La celobiosa actia como inhibidor
de las celulasas, mientras que la glucosa inhibe la accion de las B-glucosidasas,
por lo tanto, una mayor cantidad de B-glucosidasas es necesaria para realizar
la hidrdlisis de la biomasa. Las endoxilanasas y B-xilosidasas son inhibidas por
la xilosa y la xilobiosa. Ademas, algunos otros monomeros como la arabinosa,
manosa y galactosa pueden inhibir directamente a las celulasas (Amit et al., 2018;
Bhattacharya et al., 2015).

Generacion de productos bajo el concepto de biorrefineria

La produccion de nuevas fuentes de energia, biocombustibles, quimicos organicos
y polimeros a partir de la biomasa lignoceluldsica, es uno de los principales retos
hoy en dia, dadas las nuevas politicas que intentan depender cada vez menos de los
recursos fosiles. Diversos modelos econdmicos han sido propuestos para alcanzar
dichosobjetivos,unodeelloseselconceptodebiorrefineria, elcualbuscadesarrollar
nuevos procesos y tecnologias que permitan un aprovechamiento integral de los
residuos agroindustriales. Dentro de las diversas clasificaciones o plataformas de
biorrefineria, la basada en obtencion de carbohidratos fermentables (Maity, 2014)
es de las mas prometedoras y la investigacidon en torno a ella, va orientada en
alternativas de pretratamiento, sistemas de hidrolisis enzimatica y fermentacion.

La Figura 6.4 muestra algunos de los productos comerciales que se pueden obtener
de las fracciones de la lignocelulosa.

Lignocelulosa

Fencl
Aodes hidroxicindmicos Aromaticos
o..gosmum | Celulosa | Hidrocarburos

dgerities (XOS) |
y-Valerolaciona *
Tetrahidroburfural
Acido pentanoico
1-pentancd = —
Xiltol e~ ~ T

" o | s

[cr]| [ec2]| [ec3] |[ca] [ecs] [cs]
Metano Etanol Acidalacico | Butanol Furfural Sorbitol
Acidoférmico  Acidoacélco  Gliceraldehido | Acido maleico  Acidolevuniico 5 HMF
CO+H,0CO; Glicoaldehido  Pirwvaldehido |  Eritosa Maritol

Biomasa celular

Figura 6.4 Clasificacién de productos de valor afiadido obtenidos de la celulosa, hemicelulosa y
lignina. Recuperado y adaptado de Kohli et al. (2019).
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A continuacion, se describen algunos productos de valor agregado obtenidos para
la revalorizacion deresiduos agroindustriales empleando enzimas lignocelulésicas.

Biocombustibles

Los biocombustibles lignoceluldsicos o de segunda generacion, son definidos
como aquellos energéticos generados a través del aprovechamiento de biomasa
lignoceluldsica. Han recibido un gran interés durante las Gltimas décadas, debido
al rapido crecimiento de los precios de los combustibles fosiles, el agotamiento de
estos, el deterioro ambiental y por consecuente, una alteracién en el clima global.
Uno de los biocombustibles mas importantes obtenidos a partir de biomasa
lignoceluldsicaes el bioetanol. ELbioetanol lignoceluldsico o de segunda generacion
se produce mediante la fermentacién alcohdlica de los azucares presentes en el
hidrolizado enzimatico usando microorganismos, principalmente levaduras como
Saccharomyces cerevisiae y Kluyveromyces marxianus (Sandoval-Nufez et al., 2018).

Acidos organicos

Recientemente, la produccion de acidos organicos multifuncionales por via
microbiana, a partir de hidrolizados de biomasa lignocelulésica, ha recibido interés
debido a su mayor uso en la industria alimentaria y su potencial como materias
primas para la generacién de polimeros biodegradables. Ciertas especies de
microorganismos producen cantidades significativas de acidos organicos con altos
rendimientos, en condiciones de cultivo especificas a partir de aztcares derivados
de la biomasa (Bellasio et al., 2015). Los acidos organicos se encuentran dentro de
la categoria de quimicos C2-Cé (2 a 6 atomos de carbono) y son sintetizados por
diversos microorganismos, en los que destacan A. niger en la produccion de acido
citrico, Actinobacillus succinogenes para acido succinico, Lactobacillus spp. para
acido lactico, Acetobacter spp. para acido acético, por mencionar algunos (Becker
etal., 2015; Zhao et al., 2019). La tabla 6.4 muestra algunos de los acidos organicos
de mayor importancia a nivel industrial y sus usos.
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Tabla 6.4 Acidos organicos de mayor produccién y sus principales aplicaciones. Adaptada de Sauer
et al. (2008).

Carbonos Acido organico Usos
c2 Acético Acetato de vinilo para polimeros, acetato de etilo como solvente verde
cz Oxalico Intermediario de sintesis, agente de limpieza

c3 3-hidroxipropiénico  Sustituto del &cido acrilico y produccién de polimeros biodegradables

C3 Lactico Aditivo y preservante de alimentos y bebidas, sintesis de polimeros
C3 Propionico Preservante de alimentos y bebidas

(o7:3 Butirico Desarrollo de aromas y fragancias

Cca Fumarico Produccién de resinas de poliéster

Cc4 Malico Sustituto del anhidrido maleico

C4 Succinico Sustituto del anhidrido maleico

Cc5 Levulinico Potencial monémero para sintesis de biopolimeros

C6 Citrico Aditivo y preservante de alimentos y bebidas, antioxidante

C6 Glucdnico Aditivo de alimentos y bebidas, quelante de metales

Polifenoles: Acidos hidroxicinamicos

Los polifenoles comprenden mas de 8000 compuestos, divididos en acidos
fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos, cumarinas, lignanos entre otros. Los
acidos fenélicos se pueden dividir en acidos benzoicos (siete &tomos de carbono;
C6-C1) y acidos cinamicos (nueve atomos de carbono; C6-C3). De estos ultimos,
los acidos hidroxicindmicos son los de mayor abundancia en las paredes vegetales,
especificamente unidos a las cadenas de hemicelulosa (Coman y Vodnar, 2019),
resaltando el acido cafeico, p-cumarico, sinapico y ferulico, y algunos derivados
esterificados como el acido clorogénico. Estos han ganado relevancia en ultimas
fechas debido a sus propiedades nutracéuticas, como lo son la alta actividad
antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana, anticancerigena y efectos
neuroprotectivos (Sova, 2020).
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Prebioticos

Los prebidticos se definen generalmente como polisacaridos y oligosacaridos
no digeribles (OND) que promueven el crecimiento de bacterias benéficas
presentes en el colon. Dentro de los multiples OND que pueden obtenerse de
fuentes lignoceluldsicas a través de hidrélisis enzimatica se encuentran los
xilooligosacaridos (XOS), galactooligosacaridos (GOS), arabinooligosacaridos
(AOS), mananooligosacaridos (MOS), celooligosacaridos (COS), oligosacaridos
acidos derivados de pectina, entre otros (Bhatia et al., 2019).

Los OND promueven el crecimiento de bacterias probidticas como las del género
Bifidobacterium y Lactobacillus, y que ejercen un fuerte antagonismo contra
patégenos como Salmonella sp. o Escherichia coli, limitando su proliferacion (Patel
& Goyal, 2012), ademas de tener otros beneficios como la produccion de acidos
grasos de cadena corta y disminucién del pH intestinal, disminuyendo la incidencia
de cancer de colon (Drago, 2019).

Derivados de lignina

La lignina se encuentra cominmente en las aguas residuales de la fabricacidn de
papely los desechos agricolas y su aprovechamiento se ha limitado en aplicaciones
de bajo valor como la combustién. Sin embargo, se han desarrollado diferentes
tecnologias para la revalorizacién de la lignina, entre las que se encuentran la
degradacion catalitica para la obtencién de derivados fendlicos y los tratamientos
termoquimicos paralageneracién de material carbdnico (Caoetal., 2018). Respecto
a métodos bioldgicos, el hidrolizado de lignina ha sido utilizado como sustrato
para la produccion de biopolimeros como el polihidroxialcanoato (PHA) y lipidos
microbianos; y algunos compuestos mas especificos como el acido p-cumarico que
ha sido empleado para la produccién de acido p-hidroxibenzoico, acido mucénico,
acido lactico, vainillina, piruvato, entre otros (Xu et al., 2019).

La tabla 6.5 resume algunos trabajos reportados para la produccion de diferentes

compuestos de interés comercial, mediante el pretratamiento y la hidrdlisis
enzimatica de diversas fuentes lignoceluldsicas.
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Tabla 6.5 Reportes de produccién de metabolitos empleando residuos lignocelulésicos.

Blomasa Pretratamiento Preparacién enzimatica Metabolito Mi. g
fermentative
Paja de 1) 80:20 glicerol:agua 10% plp Cellic® CTec2 Acido Actinobacill (D etal, 2019)
Miscanthus ~ 2)  10% sdlidos, 1-1.5% 5% plp f-glucanasa Succinogenes ’
H,50,, 180°C, 10 min 1% plp Cellic® HTec 2
5% solidos,50°C. pH 5.4, 96 h
Mazorca de 5% sdlidas, 0.1 N NaOH 0-1 %wiv Rapidase Acidocitrico  Aspergilus niger (yang y Woodams, 2001}
maiz 25°C. 250 rpm, 2 h Pomalig®
5% solidos, 30°C, pH 5, 200 rpm, 48-
144 n
Pulpa de café  16.6% sdlidos, 018 M 0.3 mlig pulpa Accellerase 1500. Acido ldctico Bacillus coagulans (Pleissner et al., 2016)
H,S0,, 121°C, 30 min. S0°C, pH 5, 150 rpm, 24 h
Bagazo de 5% solidos, 0.5 M NaOH. a) 30 FRU/g Cellic® CTec 2 Acido lactico  Bacillus coaguians  najawade et al., 2020)
cafia BO0°C, 2h S0C, pH5.2, 24 h
b) 25 mg proteinal g celulosa Cellic®
CTee 2y 0.2 g peg B000/g
50°C, pH4.5,24 h
Hojas de 1) 1% H,80, 121°C, 80 min  15-17 FPU/g celulosa Etanol Saccharomyces (Lainez et al.,, 2019)
agave 2) 3.4% NaOH, 121°C, 70 Celluclast® 1.5L cerevisiag
min 2-5% celulosa, 50'C, pH 4.8, 150 Kluyveromyces
pm, 72h marxianus
Pajadetigoy 2% H,80,, 1:10 sdlido- 1% wip sdlidos Cellic®h CTec 2 y Etanol Sacch yees { Mufez et al.,
bagazo de liquido, 121°C. 15 min HTec2 cerevisiae
cafia 507G, pH 5.5, 350 rpm, 24 h Kluyveromyces 2018)
mardanus
Pajade arroz  1.5% NaOH-0.2% H,0,, 5% 10% Accellerase® 1500 Butanol Clestridium (Tsai et al., 2020)
y bagazo de  sdlidos, 120°C, 20 min 9% solides, 45°C, 72 h acetobulylicurm
cafia
Desechos de Secado en frio y molienda (s 7.8 Ulg sélides Celluclast® 1.5L Pectina - (Sabater et al., 2018)
alcachofa 500 pm) 50°C, pH 5, 200 rpm
Tabla 5. Continuacion
Biomasa Pr enzimatica Metabolito Mi no Ref "
fermentativo
Mazorca de Aulohidrolisis no-isotérmica 6-24 FPUIg Cellic® CTec2 Xilitol Saccharomyces
maiz 1:8 sélide- liquido 205°C 5-10% sdlidos, 30°C, 200 rpm ceravisiae X
Fraccién liquida:0.5% (Baptista et al., 2018)
H,S0,, 125°C, 165 min
Céscara de Secado en fric y molienda (£ 1.5% Cellulase® MX, Compuestos - (Li et al., 2006)
citricos 1000 pm) Cel & CL, Kl 8 AFP fandli
2 g/16 mL enzima, 20-60°C, 3h
Céscara da Lavado vy secado a 2.7-28% Acid D, A Comp - (Mushtaq et al., 2015)
Molienda (£ 117 pm) Kemzyme®
38-60°C. pH 4.3-6.7, B0-105 min
Céscarade  12% NaOM 1:10 sélido 25 FPUIg celulosa Celluclast® 15L  Etanol Pichia stiplis (71, et al,, 2013)
Camellia liquida, 120%C, 150 min 8 Ulg cellosa pP-glucosidasa Vainilla
aleifer {Movozyme 188) X0s
10% sdlides, 50°C, pH 4.8, 150 rpm,
96 h
Salvado de 0.2 gimL salvado de trigo en  0.5% Bakezyme® BXP 5001 BG X0S - (Wang y Lu, 2013)
trigo microondas 1400 W, 120 s 10% sdlidos, 55°C, 100 rpm, 24 h
Rastrojode  1-4% H,50,, 50% sdlidos 60 g/ kg Cellic® CTec 2 Furfural - (Cormejo et al., 2018)
trigo y 184-192°C, 5-15 min 10% sdlidos, 50°C, pH 5, 180 rpm, 72 Glucosa
rasiduns de h
pino y Alamo
1% NWaOH 110 sélide- 37 FPUIg Celluclast® 1.5 Poli R [ y Sivakumar,
Paja de trigo  liquido, 121°C, 30 min 50 CBU/fg B-glucosidasa (Novozyme (PHE) eutropha 2016)

188)
50°C, pH 4.8, 150 rpm, 96 h
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Conclusiones

Los residuos lignoceluldsicos son una fuente prometedora para la obtencion de
multiples productos de interés comercial como biocombustibles, acidos organicos,
polimeros, moléculas bioactivas, entre otras. A su vez, su revalorizacién minimiza
el impacto ambiental generado por las actividades econdmicas agroindustriales.
Las enzimas lignoceluldsicas son un factor clave para la revalorizacion de estos
desechos, por ello, la prospeccién de nuevos microorganismos, enzimas y
bioprocesos son unos de los objetivos que persigue la biotecnologia, en aras de
rentabilizar la comercializacién de estos productos.
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Resumen

Los derechos de personas y comunidades estan siendo afectados por el COVID
2019 lo que ha puesto de manifiesto realidades sociales y econdomicas que no se
estan atendiendo con defensa y proteccion eficaz de los derechos humanos. En
este sentido la Corte Interamericana de los Derechos Humanos, se pronuncié
con algunas consideraciones en las que apela al Derecho internacional y a la
cooperacidon entre gobiernos estableciendo que “El derecho a la salud debe
garantizarse respetando la dignidad humana y observando los principios
fundamentales de la bioética, de conformidad con los estandares interamericanos
en cuanto a su disponibilidad, accesibilidad, aceptabilidad y calidad, adecuados
a las circunstancias generadas por esta pandemia” (Corte Internacional de los
Derechos Humanos, 2020). En este capitulo se analizaran estas repercusiones
tanto en el quehacer de las instituciones, como en el ejercicio de algunos de sus
derechos humanos por las personas. Se parte de una metodologia cualitativa
basada en el analisis de documentos internacionales y nacionales relacionados con
los derechos humanos y el COVID 2019. Encontrando como principales hallazgos
que la pandemia del COVID 19 ha puesto de manifiesto, por los cambios a la vida
social y entorno de las personas, instituciones y gobiernos. La forma disruptiva en
como se presentd este fendmeno, ha hecho visibles los aspectos a atender para las
cuestiones economicas, de salud, laborales, escolares y personales, que deberan
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adaptarse en un contexto de incertidumbre como el actual. Un reto serd modificar
los modos de realizar las actividades productivas, profesionales y personales, ante
el riesgo de una afectacion generalizada a la salud y al medio ambiente, que no
afecten derechos y libertades de las personas.

Introduccion

El aho 2020 serd recordado por las repercusiones a las organizaciones
internacionales, a las economias de los paises, a comunidades y a la vida de las
personas, ocasionados por la pandemia del COVID 19. Las relaciones econdmicas,
sociales, profesionales y juridicas ya no seran igual a las que se tenian antes.
Tanto los gobiernos, como las organizaciones e instituciones modificaran los
esquemas de accion, para ajustarlas a circunstancias en las que la tecnologia, el
comportamiento social y econdmico, impactaron sensiblemente la forma de llevar
la vida cotidiana.

En este capitulo se analizardn estas repercusiones tanto en el quehacer de las
instituciones, como en el ejercicio de algunos de sus derechos humanos por
las personas. La COVID 19, se empez6 a estudiar como una enfermedad de las
“emergentes esta influenciada por numerosos factores como el cambio climatico,
los niveles de urbanizacion, nUmero de viajes aéreos, condiciones socioecondmicas
de cada poblacidn, entre otros factores” (Rodriguez Morales, et. Al., 2020:4).

En este escenario, el ejercicio de los derechos fundamentales se vio afectado.
El aislamiento social decretado por la cuarentena impuesta como medida
emergente por el gobierno, aunque tuvo sustento en la interrupcion de la cadena
de contagios, provoco efectos colaterales irreparables como: la pérdida de trabajo,
semiparalizacion de la economia, el cierre de negocios e interrupcién de los
servicios de salud en hospitales publicos y acentuo el desabasto de medicamentos.

Como lo describe Varsi Rospigliosi et. al., (2020:2) “la repercusion de la covid-19
como hecho juridico (involuntario) es enorme, sin precedentes ni proyecciones,
impacta la teoria general de Derecho, abuso del derecho, del comportamiento leal,
de la autonomia de la voluntad, de la buena fe; en la vida del hombre en su aspecto
personal, en sus derechos, como la vida, libertad, salud, integridad, intimidad,
actos de libre disposicién del cuerpo humano, manejo de datos personales, datos
sensibles, honor, identidad personal, usodeimagenyvozetc.”, esto en laexperiencia
cotidiana de las personas, lleva a un estado de incertidumbre. Se puede advertir
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como los derechos fundamentales que se ven afectados con una pandemia como
la del COVID 19, son: derecho a la salud, a la educacion, al trabajo, al desarrollo de
los derechos de personalidad (cultura, esparcimiento, arte), libertades como las de
transito, reunion.

Su proteccién tiene marcos juridicos internacionales y nacionales, que en el caso
de México se tienen reconocidos en el articulo 1y 133 de la Constitucion Politica de
los Estados Unidos Mexicanos.
Enelcasodelarticulo1,seestableceelgocedelosderechos fundamentales. Mientras
que en el articulo 133 se describe la jerarquia de los Tratados internacionales en el
derecho mexicano, lo que se traduce en la obligatoriedad de estas normas creadas
en la comunidad internacional e incorporadas al sistema juridico mexicano para
ser observadas y acatadas por las autoridades.

Contexto tedrico y contextual

Perspectiva internacional de las repercusiones

El contexto con el que comienza esta crisis sanitaria, como lo describe Provencio
(2020:264) “el detonante fue el brote notificado a la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) por China (31 de diciembre de 2019), la activacidn de los protocolos
correspondientes y su consideracion como epidemia y emergencia de salud publica
de importancia internacional (del 12 al 30 de enero), y el reconocimiento (16-24 de
febrero) de la gran virulencia, rapida transmisidén y enorme potencial del nuevo
patogeno para impactar globalmente la salud, la economia y la sociedad”.

Los efectos de la Pandemia del COVID 19, se veran reflejados en las relaciones de
los estados y de las organizaciones internacionales. Hasta ahora, en el esquema
de cooperacion y dialogo institucional los asuntos de la agenda internacional
permitian llegar a consensos en los cuales se establecian las estrategias a seguir.
La dificultad de acordar acciones derivadas de dichos consensos, en algunos
momentos genero tension entre los paises. Ahora, las condiciones se presentan
conuntonodeincertidumbre, pues organizaciones que tradicionalmente toman el
liderazgo en los temas de interés para la comunidad internacional, han mantenido
una postura de cautela ante la evolucion de la enfermedad del SARS COV2. En
este sentido, “la COVID-19 no solo acarrea costos humanos, deja también una
secuela en los familiares de los contagiados, recuperados y fallecidos, que debera
ser evaluada y tenida en cuenta como una politica de Estado” (Varsi Rospigliosi
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et.al,, 2020:4).

Como lo refiere Provencio (2020:265) “desde la perspectiva econdmica, la
prioridad identificada de manera practicamente generalizada en el mundo fue
facilitar la adaptacion de los sistemas de salud para atender la urgencia sanitaria,
lo que involucraba a la politica hacendaria, sobre todo, pero no Unicamente, al
presupuesto publico”, situacion que ha repercutido en una serie de restricciones al
gasto corriente de los gobiernos.

La Organizacion de las Naciones Unidas

En el aniversario de sus 75 afios de creacion, esta organizacion enfrenta un reto
muy importante para asumir el liderazgo en las acciones a seguir, para disefiar
estrategias de colaboracion y cooperacion entre sus estados miembros, frente a los
efectos de la COVID 19 en las relaciones politicas, econdomicas y comerciales de la
comunidad internacional. Aunque sus propdsitos son la promocion de la seguridad
y paz mundiales, es la principal instancia de dialogo politico y cooperacion en el
sistema de relaciones internacionales, y en este momento, la que puede orientar
el rumbo que estas relaciones pueden seguir para dar certidumbre y estabilidad, a
la politica internacional entre los estados. Sin embargo, para ello debera conciliar
las diferencias entre algunas de las economias mas poderosas del mundo, como lo
son Estados Unidos y China, quienes han sostenido un pronunciado desencuentro
respecto a la pandemia y sus consecuencias a la salud, comercio y economia. Por
ello, el reto es mayusculo e impostergable de atender. Debe aprovechar lo que
sefiala Pellicer (2020: 3) “la mirada multidimensional que la inspira, a diferencia de
los estudios provenientes de paises avanzados, que no consideran lo que ocurre en
regiones con diversos niveles de desarrollo”.

No obstante, lo anterior, la ONU ademas de conciliar las diferencias entre algunos
delos estados mas poderosos en la escena internacional, debe articular las acciones
que algunos de los organismos especializados han instrumentado para contener el
avance de los contagios, como es el caso de la Organizaciéon Mundial de la Salud y
para otorgar apoyo a paises que enfrentan una grave crisis financiera, como es el
caso del Fondo Monetario Internacional.

Otro tema que considerar en esta agenda de asuntos a tratar por la ONU, es
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apoyar de manera institucional los proyectos de investigacidn por desarrollar
la vacuna contra esta enfermedad. Por el momento, este tema representa una
competencia politica por asumir prestigio y liderazgo internacional al pais que
logre desarrollarla para distribuirla entre las naciones. En ese sentido, deberia
estar presente la Organizacion Mundial de la Salud, para mediar entre los paises en
pro de la salud de la humanidad. Esta seria una manera de fortalecer el papel de la
ONU en este contexto internacional complicado y a su vez, un camino a seguir para
esta organizacion para recuperar su presencia y credibilidad entre las naciones. En
relacidon con el papel dela OMS en esta crisis de salud, es contundente la descripcién
de Pellicer (2020:5) “la organizacidn ha sido titubeante, frecuentemente confusa
en sus directivas y, sobre todo, carente de autoridad para hacer obligatorias sus
decisiones”, por eso lo imperioso de replantear una presencia de la ONU para
asumir el liderazgo que le corresponde dentro de la comunidad internacional.

Una alternativa para corregir la escasa coordinacion internacional entre paises
para resolver esta y futuras pandemias, es considerarlas como amenazas a la
seguridad internacional de las naciones, actuar conforme al capitulo VIl de la Carta
de Naciones Unidas y determinar las medidas obligatorias que pueda dictar el
Consejo de Seguridad para los paises miembros de la organizacion, con la intencion
de combatir la pandemia y contener su propagacion. Esto implica un reto mayor,
porque conlleva modificar posturas y comportamientos dificiles de modificar en
esta materia, entre los miembros permanentes de dicho Consejo.

Las acciones institucionales que deban realizarse en este contexto internacional,
partirian de la premisa “los Estados requieren dar respuesta inmediata, rapida
y eficaz, estas no pueden seguir las acciones tradicionales que se desarrollan en
ambientes de equilibrio, por el contrario, demandan evolucionar, innovar, iniciar
aperturas hacia nuevas formas de gestionar en contextos de incertidumbre”
(Monasterio y Briceo,2020:102).

La Resolucion 74/274

Esta resolucidn intitulada “Cooperacién internacional para garantizar el acceso
mundial a los medicamentos, vacunas y equipo médico para hacer frente al
COVID-19"” (ONU, 2020) de fecha 20 de Abril del 2020, establece entre otras
medidas, una exhortacion a los Estados Miembros y a otros interesados a que
“adopten medidas inmediatamente para evitar, dentro de sus respectivos marcos
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juridicos, la especulacidn y la acumulacion indebida que puedan obstaculizar el
acceso alos medicamentos esenciales, lasvacunas, elequipo de proteccion personal
y el equipo médico inocuos, eficaces y asequibles que puedan ser necesarios para
hacer frente eficazmente a la COVID-19", asi como la financiacién a proyectos para
desarrollar la vacuna.

De igual manera, solicita al Secretario General de la ONU trabajar junto con la
Organizacion Mundial de la Salud, para adoptar “las medidas necesarias para
coordinar y seguir de manera eficaz los esfuerzos del sistema de las Naciones
Unidas por promover y garantizar el acceso mundial a los medicamentos, las
vacunas y el equipo médico necesarios” (ONU, 2020:2). Esta Resoluciéon como lo
sefiala Delgado (2020:11), “toma en consideracién la amenaza que representa la
pandemia para la salud humana, la seguridad y el bienestar, asi como su rapida
diseminacion mundial con impactos multiples que han causado graves trastornos
sociales y econdmicos”. Por eso la pertinencia de un trabajo coordinado hacia
dentro, entre el Secretario de la ONU y los organismos encargados de atender
estas materias dentro de la organizacion, asi como continuar con la cooperacion
internacional, la solidaridad y los canales de comunicacion politica para fortalecer
el trabajo multilateral que se ha estancado con los estados.

CEPAL (Comision Economica para América Latina)

Para este organismo internacional la pandemia del COVID 19, refiere como uno
de los efectos en las economias de los paises la afectacion de “gran parte de las
actividades productivas, primero en Asia y posteriormente en Europa, América
del Norte y el resto del mundo, y ha habido cierres generalizados de fronteras”
(CEPAL, 2020:4). Aunque las medidas econdmicas que los gobiernos impulsaron,
no se pudo contener el efecto negativo que se venia presentando en el consumo
de bienes, por eso “la caida durante el primer semestre se habria situado en
alrededor del 11%. Ello sugiere que la contraccién del comercio mundial en 2020
se ubicaria mas cerca del extremo “optimista” del rango que va del -13% (similar a
la caida anual en 2009) al -32% proyectado en abril” (CEPAL: 2020:03). Aunado al
consumo, el ramo de los servicios y el turismo también tuvo un impacto negativo,
por consecuencia de las medidas de aislamiento social dictadas por los paises para
contener la propagacién del virus.

El colapso de estos sectores ha llevado a reflexionar sobre la estrategia de
recuperacion que los gobiernos pueden seguir para salir lo mas pronto posible de
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esta crisis econdmica y comercial en la regidn. Una de las acciones recomendadas
por este organismo, es la “regionalizacidn de la produccion, la integracién regional
debe desempeiar un papel clave en las estrategias de salida de la crisis en América
Latina y el Caribe” (CEPAL,2020:22). Esta Comision considera que, de lograr la
integracion de un mercado de 650 millones de personas, es una alternativa viable
para superar los efectos adversos de esta pandemia en el tema comercial dentro
de laregion.

Otra de las opciones que se pueden impulsar por los gobiernos de los paises de
América, es lareduccidn de costos de logisticay generar servicios devalor agregado,
en particular para el caso de la infraestructura y la logistica, “son cruciales cuatro
elementos: inversion, interoperabilidad, integracidn regional e inteligencia
logistica” (CEPAL,2020:23). El reto para lograr esto, es atender la crisis de empleo,
alimentariayde salud, porque lareactivacién econdmicainvolucraaspectos no sélo
comerciales, sino también financieros. Estas repercusiones seiran atendiendo en la
medida que se los paises consideren la reconfiguracion geopolitica del comercioy
laintegracidon econdmica. Las repercusiones de la pandemia deben ser vistos como
un problema a resolver de manera conjunta, entre los estados y organizaciones,
primero en el contexto de una cooperacidén internacional y segundo, con una
estrategia que apueste por el multilateralismo, para adoptar medidas generales y
obligatorias para todos los paises. Por eso se insistia en la importancia de retomar
el liderazgo de organizaciones como la ONU y sus érganos subsidiarios.

Entorno metodolégico

Para el abordaje del presente estudio se partié de una metodologia cualitativa
utilizando la técnica del analisis bibliohemerografico de documentos
internacionales que tienen que ver con los derechos humanos y la salud ante la
pandemia por el COVID 2019. Como categorias de andlisis se consideraron:

a) Los derechos humanos y grupos vulnerables

b) El derecho a la salud y su atencion

) Las comunidades indigenas ante el COVID 2019
d) La perspectiva nacional de las repercusiones

e) Las repercusiones econémicas
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Resultados y discusion

Los derechos humanos y grupos vulnerables

Los derechos de personas y comunidades estan siendo afectados, se han puesto
al descubierto realidades sociales y econdmicas que no se estan atendiendo con
defensay proteccién eficaz de los derechos humanos.

La Corte Interamericana de los Derechos humanos, en este sentido se pronuncio
con algunas consideraciones en las que apela al Derecho internacional y a la
cooperacién entre gobiernos.

Por ejemplo, en el tema de la salud expresé “en estos momentos, especial énfasis
adquiere garantizar de manera oportuna y apropiada los derechos a la viday a
la salud de todas las personas bajo la jurisdiccion del Estado sin discriminacién
alguna, incluyendo a los adultos mayores, las personas migrantes, refugiadas
y apatridas, y los miembros de las comunidades indigenas” (2020:2), destaca la
relevancia de esto porque son grupos vulnerables en la sociedad, particularmente
en México y por las medidas adoptadas en los Estados Unidos de América, para
frenar la migracion hacia su territorio en acciones que se emprendieron antes del
reconocimiento mundial de esta pandemia.

Perspectiva nacional de las repercusiones

Como lo sefala Caldera-Villalobos et.al. (2020:2) el COVID 19 en México, “llegd
a un pais que atravesaba una de sus transiciones politico-econdmicas mas
importantes, donde los sistemas econdmicos y de salud se encontraban en medio
de una reorganizacion, donde no estaba claro cémo funcionarian las diferentes
agencias gubernamentales”, frente a un entorno internacional que atravesaba por
un proceso de recesion econdmica y desconcierto a nivel mundial.

La crisis institucional en el sector salud que ha provocado esta pandemia, es grave,
el personal del sector salud ha sido afectado no sélo en la salud sino también en su
situacion laboral. Desde el inicio de las medidas sanitarias dictadas por el gobierno
federal, “el personal de salud mexicano en todo el pais, de diferentes instituciones
y niveles de atencion, tuvo que enfrentar las primeras etapas de la pandemia sin
el equipo de proteccion adecuado” (Caldera et.al., 2020: 4). Por ello, como lo
sefiala Varsi Rospigliosi et al. (2020:7) “el impacto de la pandemia de la covid-19
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en realidades que tienen un sistema de salud precario, por ejemplo, plantea el
dilema sobre las personas que recibiran atencidon cuando exista escasez de equipos
de respiracion”, de alli lo significativo del momento en el que se presentd esta
emergencia sanitaria en México y lo complicado para las instituciones de salud, en
dar una prontay eficaz respuesta.

El derecho a la salud y su atencién

En relacidn a la salud como derecho humano esencial, en estos momentos tanto
para los pacientes, personas contagiadas, como para el personal de salud, la Corte
Interamericana expreso: “el derecho a la salud debe garantizarse respetando la
dignidad humana y observando los principios fundamentales de la bioética, de
conformidad con los estandares interamericanos en cuanto a su disponibilidad,
accesibilidad, aceptabilidad y calidad, adecuados a las circunstancias generadas
por esta pandemia”(2020:2).

Cierto que el sistema de salud en México atraviesa por una transicion institucional
y la desaparicion del seguro popular, han tenido consecuencias negativas para
articular una politica de estado que oriente su ejecucién hacia esos estandares
descritos por esta instancia internacional. Los efectos de esto son los mas de
102,739 fallecidos (Secretaria de Salud, 2020) que por la metodologia que se midan
y cuantifiquen no revelan una estrategia eficaz para contener su incremento.

En estas condiciones “se evidencia la necesidad de mayor trabajo multidisciplinar
para la prevencion de enfermedades infecciosas, dado que existe una falta de
infraestructura de salud para enfrentar desafios de tales dimensiones” (Rodriguez
Morales et. Al., 2020:5), porque ahora mas que nunca, es pertinente revisar la
politica publica en salud, su efectividad institucional y su verdadero alcance de
cobertura en la poblacion.

En el derecho mexicano existe a nivel constitucional, el Consejo General de
Salubridad y quien lo encabeza es el Secretario de Salud, segun lo sefala el articulo
15 de la Ley General de Salud, como lo describe Arteaga (2020:23) “si bien, por
mandamiento constitucional, dependedirectamentedel presidentede laRepublica,
es el secretario de Salud quien lo preside (articulo 15 de la Ley General de Salud) y
quien posee la atribucion para convocarlo (articulo 25 del Reglamento Interior del
Consejo de Salubridad General)” lo que se ha visto durante este largo intervalo de
tiempo en el que se ha prolongado el distanciamiento social y la determinacion de
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protocolos sanitarios, son declaraciones de estas autoridades en ruedas de prensa,
sobre el comportamiento de la enfermedad y debates sobre el uso obligatorio o no
del cubrebocas y la indecision de aplicar pruebas en la poblacion, para identificar
personas asintomaticas con carga viral positiva.

No se ha puesto énfasis en una estrategia nacional eficiente, para controlar
la propagacion del virus y evitar mas fallecimientos, por eso el llamado de la
Organizacion Mundial de la Salud al puntualizar la mala situacion de México frente
a la emergencia sanitaria, dado que vio duplicar significativamente el nimero de
casos y muertes desde mediados del mes de noviembre. Para esta organizacion
internacional “la gente requiere comunicacién muy clara, si lo que ven en un cartel
y no lo cumplen las autoridades hay confusion” (Milenio, 2020:14), en alusion al
ejemplo publico del Presidente de la Republica y del Subsecretario de Salud. Sin
embargo, analizado juridicamente el entorno de la pandemia, es posible que “las
omisiones del Poder Ejecutivo federal para combatir eficazmente la propagacion
del Covid-19 generan violaciones al derecho a la salud de las personasy representan
un peligro de que éstas pierdan la vida” (Olvera Rangel, 2020:24), el acto reclamado
serian las omisiones tanto del Presidente como del Secretario de Salud, para
determinar las acciones necesarias en el combate y control de esta epidemia, las
cuales en el caso del COVID 19 deberan estar justificadas en la evidencia cientifica
y estar sustentadas en las recomendaciones de organismos internacionales
como la Organizaciéon Mundial de la Salud. Existe una responsabilidad de estos
funcionarios del poder ejecutivo federal, en razén de ser ellos quienes dictan los
acuerdos y disposiciones administrativas de observancia general, y sobre todo, el
salvaguardar el derecho de las personas a la salud como derecho humano.

Lo anterior no exime a las autoridades de los gobiernos de las entidades federativas
en lo que sea de su competencia, ya que en todo caso como sefiala Olvera Rangel,
2020:26) “el amparo proceda en contra de omisiones, éstas deben violar derechos
humanos reconocidos porla Constitucion general o por los tratadosinternacionales
de los que México es parte, o las garantias otorgadas para su proteccion”. En este
sentido la normativa en materia de salud y las recomendaciones dictadas por
la Corte Interamericana de los Derechos humanos, sustentan la procedencia de
esta demanda debido al control de convencionalidad que existe en el derecho
constitucional mexicano y reconocido en precedentes de la Suprema Corte de
Justicia de la Nacion.
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Las comunidades indigenas

Otro de los efectos de esta situacion, ha sido la dificultad de comunidades
indigenas para acceder a internet, para recibir la educacién a distancia. No sélo ha
repercutido en el acceso a los servicios de salud, sino de continuar via remota con
la educacion de nifos y jévenes de estas comunidades.

Segln el Movimiento de Pueblos, Comunidades y Organizaciones Indigenas,
Movimiento Nacional, México “el grado de letalidad por Covid-19 en México es de
poco mas del 10% en promedio, sin embargo, en las comunidades indigenas éste
es de cerca del 17.5%, lo que revela la vulnerabilidad que tienen las comunidades
tanto en las urbes como en sus lugares origen” (FORBES, 2020:1). La situacion
de vulnerabilidad de las comunidades indigenas es estructural y se acentiio mas
con esta pandemia, para Cortéz-Gémez et.al. (2020:1) “los pueblos indigenas
experimentan el impacto de factores estructurales que determinan su afectacion
diferenciada, respecto a la poblacién general, al COVID-19, pero también participan
de dicha vulnerabilidad a partir de las inequidades existentes al interior de sus
comunidades y reproducidas mediante practicas culturales”. En el mes de Mayo
del 2020, el Instituto Nacional de Pueblos Indigenas, publicé una guia de atencién a
estas comunidades ante laemergencia sanitaria, destaca de ese documento que “la
informacion relacionada con la epidemia debera ser difundida y transmitida
con pertinencia cultural y lingiiistica; que las disposiciones y medidas adoptadas
para hacer frente a la epidemia deben de implementarse con pertinencia cultural
y respetando las formas de organizacién y especificidades culturales de las
comunidades indigenas”(Instituto Nacional, 2020:4,5).

En dicho documento, también se dispone qué estrategia debera seguirse para la
recuperacidon econémica de estas comunidades, al precisar que estas acciones se
desarrollaran “desde una perspectiva de sustentabilidad, incluyendo programas
de transferencias monetarias para proyectos comunitarios de autosuficiencia
alimentaria, de produccién primaria y de transformacidn para la generacion de
cadenas de valor” (Instituto Nacional,2020:7), la finalidad es que los distintos
sectores econdomicos que participan estas cadenas de valor también incluyan el
sector turistico para impulsar las zonas afectadas por la emergencia sanitaria. No
obstante, esto, la situacion de acceso a la salud en las comunidades indigenas ha
sido de una notoria dificultad, como lo refiere Cortéz-Gomez et. al. “en el caso
de la poblacidn indigena tiene las caracteristicas de realizarse en el contexto
de exclusién al sistema educativo, al mercado laboral y a un sistema de salud
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adecuado, lo cual determina los tipos de trabajo que realizan, sus condiciones
de residencia, su salud o sus estilos de vida” (2020:8). Este escenario representa
en el contexto de la evolucién de la epidemia en México, una oportunidad para
redisefiar las politicas de salud, de desarrollo comunitario e inclusién social para
atender de una manera integral la problematica ancestral de estas comunidades
en las distintas regiones del pais.

Perspectiva nacional de las repercusiones

Como lo sefala Caldera-Villalobos et.al. (2020:2) el COVID 19 en México, “llegd
a un pais que atravesaba una de sus transiciones politico-econdmicas mas
importantes, donde los sistemas econdmicos y de salud se encontraban en medio
de una reorganizacion, donde no estaba claro cémo funcionarian las diferentes
agencias gubernamentales”, frente a un entorno internacional que atravesaba por
un proceso de recesion econdmica y desconcierto a nivel mundial.

La crisis institucional en el sector salud que ha provocado esta pandemia, es grave,
el personal del sector salud ha sido afectado no sélo en la salud sino también en su
situacion laboral. Desde el inicio de las medidas sanitarias dictadas por el gobierno
federal, “el personal de salud mexicano en todo el pais, de diferentes instituciones
y niveles de atencion, tuvo que enfrentar las primeras etapas de la pandemia
sin el equipo de proteccion adecuado” (Caldera et.al., 2020: 4). Por ello, como lo
sefiala Varsi Rospigliosi et al. (2020:7) “el impacto de la pandemia de la covid-19
en realidades que tienen un sistema de salud precario, por ejemplo, plantea el
dilema sobre las personas que recibiran atencién cuando exista escasez de equipos
de respiracion”, de alli lo significativo del momento en el que se presentd esta
emergencia sanitaria en México y lo complicado para las instituciones de salud, en
dar una prontay eficaz respuesta.

Las repercusiones econémicas

En el tema econdmico, esta pandemia también ha provocado serias repercusiones
a la economia mexicana, como lo sefiala Provencio (2020:265) “la disrupcién
general provocada por la pandemia, y la crisis econdmica como parte de ella,
es inédita en este sentido, al menos en los Ultimos cien afos”. Por lo inesperado
del evento a nivel internacional y por efecto de la globalidad de los mercados, la
crisis sanitaria ha repercutido en todos los paises y ha tenido como denominador
comun la incertidumbre para proyectar una pronta reactivacion. En este sentido,
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la implementacién de medidas como la cuarentena y suspension de actividades
no esenciales, pueden ser una alternativa emergente para frenar la propagacién
del virus, reducir los contagios, sin embargo, al mediano plazo ha tenido
repercusiones negativas a la economia y comercio, como lo sefalan Clavelina
y Dominguez(2020:2)"ocasionan la reduccién del comercio internacional,
interrupciones en las cadenas de suministro, menor productividad, contraccion de
la actividad econdmica, menor inversion, cierre de negocios y pérdida de empleos”,
esto en conjunto propicia una crisis que requiere acciones estratégicas del gobierno,
para superar este entorno adverso.

Algunas de las acciones implementadas por los bancos centrales, han sido reducir
las tasas de interés, para favorecer el financiamiento y liquidez que reduzca la
tensién de pagos para los créditos, asi como en materia fiscal, la reduccion de
pago de impuestos para desahogar las consecuencias del desempleo. No todas
estas medidas han sido generales, ni apoyadas por paquetes de rescate econdmico
y apoyo a la reactivacidn econdmica en todos los paises. Para el caso de México, no
se opto por el endeudamiento en las finanzas del gobierno, debido a la fragilidad
de la estructura recaudatoria que se tiene, entonces como lo apuntan Clavelina y
Dominguez (2020:5) “los ingresos publicos dependen de forma importante de las
exportaciones de materias primas, el turismo y las remesas; ingresos que tenderan
a decrecer, dejando a estas economias con menores recursos en un momento
en el que la mayor incertidumbre esta haciendo que los inversionistas lleven sus
capitales a lugares mas seguros”, esto limita los margenes de maniobra para
proponer un esquema de recuperaciéon econdémica.

El gobierno federal plante6 un paquete de rescate econdmico, el cual en opinién
de Provencio (2020:276) “la pertinencia de la estrategia econdmica que se adoptd
en México debe ser reevaluada a la luz de los nuevos aprendizajes, en particular
ante las perspectivas de la pobreza, el empleo y la recuperacion”, por los
factores ya sefalados del sector exportador, turistico, comercial e industrial
asi como las decisiones de inversionistas sobre el destino de sus recursos en
el contexto de incertidumbre. En conclusién, para la economia mexicana
“utilizando las proyecciones de diversas instituciones y organismos con respecto
al crecimiento en México en 2020, se hace una estimacion de la reduccion de los
ingresos presupuestarios resultado de un menor crecimiento econémico, y sus
repercusiones en el balance econémico” (Clavelina y Dominguez, 2020:7).
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No obstante lo anterior, la OCDE en su mas reciente balance de perspectivas
econdmicas 2020 estima que la caida del PIB (Producto Interno Bruto), “sera
de 9.2 y no de 10.2 como los pronosticd en septiembre; para 2021, revisé al alza
su prevision de crecimiento del PIB de 3 a 3.6 por ciento y para 2022 a 3.4 por
ciento”(Milenio:2020, 19), lo cual significa una posibilidad de mejora a la economia
mexicana, dependera de otras medidas financieras, comerciales y de gasto social
que se articulen para acercarse al escenario estimado por esta organizacion
internacional.

Conclusiones

En este capitulo se abordaron cuestiones que la pandemia del COVID 19 ha
puesto de manifiesto, por los cambios a la vida social y entorno de las personas,
instituciones y gobiernos. La forma disruptiva en cdmo se presentd este fendmeno,
ha hecho visibles los aspectos a atender para las cuestiones econdmicas, de
salud, laborales, escolares y personales, que deberan adaptarse en un contexto
de incertidumbre como el actual. Un reto sera modificar los modos de realizar
las actividades productivas, profesionales y personales, ante el riesgo de una
afectacion generalizada a la salud y al medio ambiente, que no afecten derechosy
libertades de las personas.

Consecuencia de medidas como el distanciamiento social, en el tema econdmico
la reflexidn es qué alternativas se pueden implementar para no afectar tan
severamente el ramo de la industria, comercio, servicios, turismoy consumo, como
los motores de la economia de los paises. La cadena de produccidn y distribucién de
los satisfactores, como se ha visto, puede paralizar el desarrollo de las sociedades,
asi como provocar el deterioro de la calidad de vida de las personas.

Por eso, el papel de las organizaciones internacionales sera primordial para asumir
el liderazgo que deben tener en la promocidn de la cooperacidn internacional, con
el fin de homologar estrategias y acciones a seguir, por los gobiernos de los paises
en el mundo.

En el rubro de la salud, la enseflanza que deja la historia de las pandemias y
epidemias es el manejo eficiente de estas, con politicas publicas orientadas a la
prevencion, contencién y control de este tipo de enfermedades virales, que por su
caracteristica son altamente transmisibles los contagios y, por ende, la dificultad
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de evitarlos. La informacidn veraz a la poblacion, el financiamiento a proyectos de
investigacion cientifica y el contar con la infraestructura financiera y material de
atencion hospitalaria al servicio de todos los grupos de la sociedad, son un reto
para resolver para estar en condiciones de actuar con eficacia y oportunidad, ante
eventuales brotes de este tipo de enfermedades respiratorias y la produccién de
vacunas.

La compleja situacion que esta pandemia ha dejado para el tema educativo pasa
por cuestiones como la pedagogia en ambientes virtuales, el disefio de contenidos
y materiales educativos con apoyo en las TICs, hasta cuestiones que tienen relacién
con el aprovechamiento y la desercion escolar. El reto es mayusculo pues no se
trata nada mas de implementar un modelo instruccional hibrido, sino de evaluar
el impacto de éste, en las expectativas de estudiantes y profesores, porque a final
de cuentas, el aprendizaje es lo mas importante en una sociedad del conocimiento
de la que parte esta experiencia educativa a distancia.
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Resumen

El SMet es actualmente uno de los problemas de salud publica mas importantes
en el mundo. Esta relacionado con el estilo de vida, por lo que para su prevencion
y tratamiento se han recomendado dietas que contengan ciertos acidos grasos, ya
que algunos pueden aumentar y otros pueden disminuir el riesgo de desarrollar
SMet y sus enfermedades asociadas. En el presente trabajo se utilizaron tres
modelos murinos de sindrome metabdlico: uno inducido por la administracién
de sacarosa al 30%, las ratas hipertensas espontaneas (SHR) y las ratas Zucker.
En ellos se demostraron efectos benéficos de la ingesta de aceite de pescado
(disminucién de presion arterial, insulina, triglicéridos, LDL, HDL, colesterol, y
acidos grasos libres, expresion del gen fat/cd36); de aceite de coco (disminucion
de la presion arterial, insulinay triglicéridos); de grasa butirica anhidra enriquecida
en CLA y VA (disminucidn de colesterol, triglicéridos, HDL, insulina, adiponectina,
y mejoramiento de la sensibilidad a insulina (HOMA-IR); aceite esterculico
(disminucidn del peso corporal, presion arterial, adiposidad, triglicéridos, HDL, y
adiponectina, expresion de gen de leptina y PPARg).
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LIPIDOS DIETARIOS SOBRE EL SINDROME METABOLICO EN MODELOS MURINOS

Introduccion

En las dltimas décadas, el incremento en la esperanza de vida y el aumento
en el consumo de alimentos ricos en grasas saturadas y azucares anadidos ha
provocado la aparicidon de una serie de alteraciones metabdlicas agrupadas en
el término Sindrome Metabdlico (SMet). Se define como la combinacién de
tres o mas factores fisioldgicos, bioquimicos, clinicos y metabélicos, que estan
interconectados y que se asocian con un incremento en el riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus tipo 2, asi como disfunciones
renales y hepaticas. Las principales manifestaciones del SMet son resistencia
a la insulina, obesidad abdominal, hipertensidn, dislipidemia aterogénica
(niveles sanguineos elevados de triglicéridos y de LDL-colesterol, y bajos
niveles de HDL-colesterol), altas concentraciones séricas de glucosa en ayuno,
disfuncidn endotelial, un estado de hipercoagulacién, de estrés oxidativo y de
metainflamacién; estas manifestaciones aparecen, con variaciones fenotipicas,
en personas con una predisposicion enddgena determinada genéticamente
y condicionada por factores ambientales, tales como una vida sedentaria y
una alta ingesta caldrica (Kaur, 2014; Grundy, 2016). En 1998 la Organizacion
Mundial de la Salud definié al sindrome metabdlico como la combinacién de
tres o0 mas componentes diferentes: obesidad abdominal (definida como una
circunferencia de cintura mayor a 94 cm en los hombres y 80 cm en las mujeres),
concentraciones elevadas de triglicéridos (>1.7 mmol/L), bajas concentraciones
de HDL colesterol (<0.9 mmol/L en hombres y <1.1 mmol/L en mujeres), presion
arterial elevada (130/85 mmHg), y concentraciones elevadas en glucosa en ayuno
(>5.56 mmol/L). Para diagnosticar el SMet se han establecido varios criterios, que
varian de acuerdo con la organizacidn que los define (Organizacion Mundial de la
Salud, (OMS,1999); Grupo Europeo para el estudio de la resistencia a la insulina
(ATP 111, 2001, actualizado en 2005); Federacion Internacional de Diabetes (IDF,
2005)).

El SMet es actualmente uno de los problemas de salud publica mas importantes
en el mundo; se ha calculado una prevalencia global de un cuarto de la poblacién
mundial (Saklayen, 2018) lo que, aunado al aumento en la esperanza de vida
de la poblacidn, hace que los padecimientos asociados con el SMet tengan una
importancia tanto médica como socioeconémica. Una persona con SMet tiene
un riesgo dos veces mayor de padecer enfermedades cardiovasculares, y cinco
veces mayor de padecer diabetes mellitus (Grundy, 2004), que son las principales
causas de morbilidad y mortalidad en el mundo.
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En México, se estima que alrededor de 45% de las muertes se deben a alguna
enfermedad relacionada con el SMet (INEGI, 2018). Particularmente en México, la
obesidad y el sobrepeso son el principal problema de salud publica. De acuerdo con
los resultados de la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT 2018-19), la prevalencia
nacional combinada de sobrepeso y obesidad en 2018 fue de 35.5% en infantes
entre 5y 11 aifos, de 38.4% en adolescentes, y en adultos fue del 76.8% en mujeres
y del 73% en hombres. De acuerdo con la Organizacidon Panamericana de la Salud
(2019), México ocupa el primer lugar mundial en obesidad infantil y el segundo
en obesidad en adultos, precedido sélo por los Estados Unidos, lo que tiene como
consecuencia una mortalidad doce veces mayor en jévenes de 25 a 35 afos, un alto
indice de incapacidad laboral por esta causa, y gastos importantes en el ingreso
familiar.

Para el manejo del SMet se debe incluir la prevencion, el diagndstico temprano
y el abordaje multifactorial. Se han aplicado tratamientos farmacoldgicos, como
la administracion de diuréticos, bloqueadores y antagonistas hormonales, y
tratamientos no farmacoldgicos. Debido a que es un padecimiento intimamente
relacionado con el estilo de vida actual, que se caracteriza por un menor gasto
energético y una abundante disponibilidad de alimentos desequilibrados desde
el punto de vista nutricional (Bourges, 2003), dentro de los tratamientos no
farmacolégicos se han utilizado programas de ejercicio fisico, de disminucion
y control de peso, y se ha puesto especial atencién a la composicion de la dieta,
particularmente al contenidoy, muy especialmente, al tipo de grasas contenidas en
ésta, ya que se ha observado que algunos tipos de acidos grasos pueden aumentary
otros pueden disminuir el riesgo de desarrollar SMet y sus enfermedades asociadas.
La dieta mexicana contiene un exceso de alimentos ricos en grasas saturadas que
elevanelniveldecolesterolytriglicéridos, con pocos acidos grasos monoinsaturados
(acido oleico), y un exceso de acidos grasos n-6 frente a los acidos grasos n-3.
Por lo tanto, para prevenir el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y de
otras enfermedades créonico-degenerativas, es necesario replantear el estilo de
vida de la poblacidn, lo cual incluye establecer una dieta equilibrada en términos
de carbohidratos, proteinas, y tipo de grasas (incrementando el consumo de
aceite de oliva, o de acido oleico, de CLA, y de acidos grasos poliinsaturados n-3,
disminuyendo el consumo de grasas saturadas y polinsaturadas n-6), ademas de
llevar un estilo de vida saludable realizando actividad fisica, manteniendo un peso
adecuado y evitando el consumo de aztcares y tabaco (de la Iglesia et al., 2016).

Sin embargo, los mecanismos responsables de los efectos que ejercen los acidos
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grasos sobre el sindrome metabdlico no se conocen con exactitud. Se han
relacionado principalmente con cambios en ciertos procesos fisiologicos, como la
sintesis de ecosanoides, la apoptosis, la oxidacion de acidos grasos, la actividad
de enzimas involucradas en el metabolismo de los acidos grasos, cambios en la
composicion de las membranas plasmaticas y la consecuente modificacion de las
enzimas y transportadores que se encuentran embebidas en ella. En la actualidad
se conoce que algunos nutrientes pueden modular la expresion de genes de
importancia metabolica de manera directa o indirecta, actuando como ligandos
para la activacion de factores de transcripcion, metabolizandose y de ese modo
alterar la concentracién de substratos o intermediarios, o influyendo de modo
positivo o negativo en las rutas de sefializacion (Gomez-Ayala, 2007; Botta et al.,
2018). El conocer el efecto que tienen los nutrimentos sobre la expresion de genes
esta ayudando a entender, en parte, los mecanismos del desarrollo de algunas
patologias, en especial de enfermedades cronico-degenerativas como son las
enfermedades cardiovasculares, la hipertension, la diabetes y la obesidad.

Antecedentes

A partir de que Bangy Dyerberg reportaron en 1971 (Bang, 1971) una baja incidencia
de enfermedades cardiovasculares en poblaciones de esquimales, se hizo evidente
que los acidos grasos poliinsaturados esenciales (AGPI), en especial aquellos
contenidos en los aceites de pescado (n-3), juegan un papel importante en la
prevencion de este tipo de enfermedades. Desde entonces, se han llevado a cabo
una gran cantidad de investigaciones para dilucidar los mecanismos involucrados
en el efecto de los AGPI esenciales sobre las enfermedades cardiovasculares,
observando que existen diferencias entre los efectos producidos por los AGPI de
las dos familias (n-6 y n-3). Se ha reportado que la ingesta de AGPI n-3 tiene efectos
benéficos sobre el sistema cardiovascular, como la reduccion en la viscosidad de la
sangrey un aumento en el flujo sanguineo en los capilares periféricos, y promueven
la disminucion en los niveles de presion arterial, y de los niveles circulantes de
triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad (LDL), colesterol e insulina, entre
otros (Albracht-Schulte et al., 2018). En contraste, los AGPI n-6, contenidos en
los aceites vegetales como el de maiz y soya, se han relacionado con el desarrollo
de resistencia a la accién de la insulina, por lo que su ingesta elevada ha sido
considerada como factor de riesgo para el desarrollo del sindrome metabdlico. De
igual manera, los acidos grasos saturados, que se encuentran principalmente en
las grasas derivadas de animales, como la mantequilla, la manteca, la crema, el
queso, la grasa de cordero, se asocian con una alta incidencia de enfermedades
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cardiovasculares, elevando los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, y
promoviendo la formacion de placas de ateroma en las arterias (Roche, 2005;
Oliart, et al., 2007; Jang y Park, 2020).

Por otro lado, alos acidos grasos monoinsaturados, cuyo principal representante es
el acido oleico (cis 18:1), presente en todas las grasas animales y aceites vegetales,
especialmente en el aceite de oliva, se les han atribuido efectos benéficos para
la salud, como la normalizacién del perfil lipidico, la reduccion en la oxidacion
de las LDL, la reduccion en la presidn arterial, un aumento en la vaso dilatacion
arterial, una disminucidén de la trombosis, una menor activacion de las células
mononucleares y de la pared vascular, y una mejoria del metabolismo de la glucosa
en la diabetes (Yubero-Serrano et al., 2019). Un caso similar es el del acido linoleico
conjugado (CLA), constituido por una mezcla de isémeros del acido linoleico con
enlaces dobles conjugados, que ha atraido considerablemente la atencion en afios
recientes debido a que se han demostrado sus efectos benéficos en la inhibicion de
la carcinogénesis, en la atenuacion de la arterioesclerosis, de la diabetes mellitus, y
en la reduccion de la grasa corporal en humanos y modelos animales (Inoue, 2004;
Martin-Gonzalez et al., 2020).

El efecto de los acidos grasos, o sus metabolitos, ha sido asociado con la regulacion
de la expresion génica, particularmente de genes asociados con la diferenciacion de
adipocitosy el metabolismo de lipidos. Se han descrito genes regulados por los AGPI
de manera positiva y negativa, teniendo efectos principalmente en la velocidad de
transcripcion del gen, en la transcripcion de factores de transcripcion, o ejerciendo
efectos postranscripcionales, en tejidos como el higado, el tejido adiposo y el
intestino. A este respecto, se ha observado que los AGPI n-3, en especial el acido
eicosapentaenoico (EPA), disminuyen los niveles sanguineos de triglicéridos,
por la inhibicién de la sintesis de acidos grasos a través de la disminucion en la
actividady sintesis de las enzimas lipogénicas acido graso sintasay acetil coenzima
A carboxilasa, y de la diacilglicerol aciltransferasa, y el incremento de la actividad
y la expresion de la lipoprotein lipasa del musculo y corazéon (Roche et al., 2005;
Botta et al., 2018).

En la Unidad de Investigacion de Desarrollo en Alimentos del Instituto Tecnolégico
de Veracruz se desarrolla una linea de investigacion que tiene como objetivo
analizar el efecto de los acidos grasos contenidos en la dieta sobre los diferentes
parametros que componen el sindrome metabdlico en modelos animales, con la
finalidad de aportar conocimiento cientifico sobre estrategias no farmacologicas

156



EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LIPIDOS DIETARIOS SOBRE EL SINDROME METABOLICO EN MODELOS MURINOS

de prevencion y tratamiento del sindrome, asi como de los mecanismos celularesy
moleculares por los cuales los nutrientes ejercen sus efectos.

Metodologia

Para estos estudios se utilizaron tres modelos de sindrome metabdlico en ratas
macho recién destetadas: unoinducido por la administraciéon de sacarosaal 30% en
el agua de beber durante 10 semanas (Bafios, 1997), y dos modelos genéticamente
determinados: las ratas hipertensas espontaneas (SHR) y las ratas Zucker.

Se analizo el efecto de la administracion de dietas ricas en diferentes acidos
grasos sobre los parametros que caracterizan al SMet. Para ello, se administraron
a las ratas dietas preparadas donde la fuente de lipidos fue proporcionada por
aceites con diferente composicion de acidos grasos, al 7.5%. Los acidos grasos
que se utilizaron fueron: acidos grasos polinsaturados esenciales de la familia n-3
(contenidos en el aceite de pescado), acidos grasos polinsaturados esenciales de la
familia n-6 (contenidos en el aceite de maiz), acidos grasos saturados (contenidos
en el aceite de coco), acido linoleico conjugado y acido vaccénico (contenidos en
fracciones de grasa butirica anhidra naturalmente enriquecida), y acido esterculico
(contenido en el aceite de las semillas de plantas del género Sterculia), que fue
administrado al 0.4%. La composicion de acidos grasos de las dietas administradas
se muestra en la Tabla 8.1. Las dietas fueron administradas ad libitum durante seis
semanas, manteniendo a las ratas en un ciclo de luz obscuridad 12/12 h a 25 °C.

Los efectos de las dietas se analizaron en términos de su impacto sobre la
sensibilidad a la insulina, la presion arterial, los niveles séricos de insulina,
glucosa, triglicéridos, colesterol, lipidos, lipoproteinas, factor de necrosis tumoral,
adiponectina, sobre la composicion lipidica de las membranas plasmaticas de
adipocitos, y sobre la expresion del gen fat/cd36, que codifica para una proteina
transportadora de acidos grasos, y del factor de transcripcion PPARy.
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Tabla 8.1. Composicion de acidos grasos de las dietas administradas a las ratas con sindrome

metabolico
Acido graso Maiz- Aceite | Aceite | Aceite Grasa Aceite
canola de de de coco | butirica | estercilico
(%) pescado | maiz (%) anhidra (%)
(%) (%) (%)
Saturados

6.0 Nd MNd Nd Nd 1.41 Nd

8:0 Nd Nd Nd Nd 124 0.05
10:0 0.05 0.07 0.02 (0=] 241 0.03
12:0 Nd Nd Nd 513 282 0.04
14:0 MNd 14.4 Nd 226 674 0.17
16:0 128 219 156 188 13.84 1220
18:0 Nd 23 Nd 035 nel 3.48
200 MNd 65 %= MNd 013 085
220 0.35
Total 1285 451 211 93.9 4021 1717

Monoinsaturados

141 nd Nd Nd Nd Nd Nd

161 nd 1 Nd Ml 178 036
181 507 139 3.8 38 2978 3753
201 nd nd 6.6 Nd 0.20 1.09
2471 nd 26 Nd MNd MNd MNd

VA Nd MNd Nd Nd 10.22 Nd
Total 507 256 384 38 4198 3829

Polinsaturados
CLA 14.09 Md
n-6
82 328 1.4 40.2 11 3.21 3583
20:4 Nd 11 Nd MNd Nd MNd
Total 328 25 402 11 32 3583
n-3

183 35 026 Nd MNd 05 777
184 Nd 2.05 Nd MNd Nd Nd
205 MNd .2 Nd Nl MNd MNd
226 MNd ne Nd M Nd N
Total 35 261 Nd Nd 05 FET
Esterculico 0.25
n-6/n-3 93 0.08 --- -- 6.43 461

Nd: no detectado
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Resultados y discusion

Los tres modelos murinos de sindrome metabdlico presentaron, por lo menos,
tres de los parametros caracteristicos del sindrome (elevacion en presion arterial,
niveles circulantes de insulina, triglicéridos, acidos grasos libres, lipidos totales).

Modelo inducido por sacarosa: en el modelo inducido por la administracidon de
sacarosa al 30% en el agua de beber se analizé el efecto de diversos aceites al 7.5%
en la dieta como Unica fuente lipidica (aceite de pescado, aceite de maiz y aceite
de coco). Después de seis semanas de administracion de las dietas, se observaron
efectos benéficos con la administracion de aceite de pescado: disminucién de la
presion arterial, niveles circulantes de insulina, triglicéridos, LDL, HDL, colesterol,
y acidos grasos libres. El efecto del aceite de coco fue la disminucién de la presién
arterial, y de los niveles circulantes de insulina y triglicéridos. El aceite de maiz
disminuy6 Unicamente los niveles de triglicéridos.

Al analizar la composicidn de los dcidos grasos de las membranas de los adipocitos
se comprobdé la incorporacion de acidos grasos omega 3 en el caso del aceite de
pescado, de omega 6 en el caso del aceite de maiz, y de acidos grasos saturados
en el caso del aceite de coco. La naturaleza de los acidos grasos que componen
la bicapa lipidica de las células determina las propiedades fisicoquimicas de las
membranas, lo cual tiene influencia en las funciones celulares. Un aumento en las
concentraciones de los acidos grasos polinsaturados de la familia n-3 EPA y DHA
en las membranas de los adipocitos incrementa la fluidez membranal, con lo que
se mejora la transduccidén de sefales a través de ellas. Esto favorece la union de la
insulina a sus receptores, la traslocacion de los transportadores GLUT4, y por lo
tanto, mejora la respuesta a la accion de la insulina. Por otro lado, al haber una
mayor cantidad de PUFA n-3 como sustratos para la sintesis de eicosanoides, se
inhibe la formacion de los protrombdticos derivados del acido araquiddnico (n-
6), y se favorece la produccion de metabolitos antinflamatorios, antidiabéticos y
antiobesidad derivados del EPA y DHA (n-3), mejorando con ello la sensibilidad a
lainsulinay las alteraciones metabdlicas caracteristicas del sindrome metabdlico.

La administracion del aceite de pescado provocd también un aumento de la
expresion del gen fat/cd36, implicado en el transporte de acidos grasos a través
de las membranas celulares (Figura 8.1). Se ha propuesto que una deficiencia en el
transportador CD36 tiene como consecuencia resistencia a la accion de la insulina,
alteraciones en el metabolismo de acidos grasos e hipertrigliceridemia (Aitman et
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al. 1999). El aumento en la expresion del gen que codifica para este transportador,
con el consecuente incremento de la proteina en la membrana, debe tener
como consecuencia una mayor captacion y almacenamiento celular de lipidos,
reduciendo la disponibilidad de estos para la sintesis de triacilglicéridos, asi como
la estimulacion de la captacion de glucosa, mejorando la sensibilidad a la insulina
(Lee et al., 2003; Uauy et al., 2000; Alexander et al., 2017). Estos resultados fueron
de hecho observados en las ratas del estudio.

PoOuoal

- . T Shet Shet-AP

Figura 8.1 Niveles de expresion del gen fat/cd36 en las ratas con sindrome metabélico inducido,
después de la administracion de aceite de pescado. T: testigo; SMet: ratas con sindrome metabdlico;
SMet-AP: ratas alimentadas con aceite de pescado.

Ratas hipertensas espontaneas (SHR): En las ratas hipertensas espontaneas se
analizo el efecto del aceite de pescado, de grasa butirica anhidra enriquecida en
CLA y VA, y de aceite esterculico. En este modelo se observaron también efectos
benéficos con la administracion de aceite de pescado: disminucion de la presién
arterial, de los niveles circulantes de insulina, triglicéridos, LDL, HDL, colesterol,
acidos grasos libres. Al igual que con el modelo inducido por sacarosa, en este
grupo también se incremento la expresion del gen fat/cd36 (Alexander Aguilera et
al., 2006) (Figura 8.2).
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Figura 8.2. Niveles de expresion del gen fat/cd36 en las ratas hipertensas espontaneas (SHR),
después de la administracion de aceite de pescado. KW: testigo; SHR: ratas hipertensas
espontaneas; SHR-AP: ratas alimentadas con aceite de pescado.

Con la administracién de la grasa butirica anhidra enriquecida en CLA y VA se
observaron los siguientes efectos benéficos: disminucién de niveles circulantes
de colesterol, triglicéridos, HDL, insulina, adiponectina, y mejoramiento de la
sensibilidad a insulina (HOMA-IR). Aunque la grasa butirica anhidra es rica en
acidos grasos saturados que son considerados como factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares, también se ha reportado que tiene
efectos benéficos en el perfil lipidico y los niveles de oxidacion e inflamacion
(Kumar et al., 1999; Tholstrup et al., 2006; Sharma et al., 2010; Herrera-Meza et al.,
2012), y se ha sugerido que el efecto benéfico esta dado por la presencia de acidos
grasos monoinsaturaldos, acido linoleico conjugado y acido vaccénico, que son
antiaterogénicos y antecancerigenos (Lai et al., 1995; Kumar et al., 1999; Tholstrup
et al,, 2006; Sharma et al., 2010). En el trabajo se demostro la incorporacion de
estos acidos grasos en las membranas celulares, que pueden entonces funcionar
como ligandos de los factores de transcripcion PPAR, regulando asi la expresion de
genes involucrados en el metabolismo lipidico y en la sensibilidad a insulina (Inoue
et al. 2004; Field et al., 2009; Jacome-Sosa et al., 2010; Herrera-Meza et al., 2013).

La administracién de aceite esterculico, utilizado para inhibir la conversién del VA a
CLA (Corletal., 2001), provocd por si mismo efectos benéficos al disminuir el peso
corporal, la presidn arterial, la adiposidad, y los niveles circulantes de triglicéridos,
HDL, y adiponectina. El aceite esterculico contiene importantes concentraciones
de acido esterculico (51%), que es un acido ciclopropenoico que se encuentra en las
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semillas de las plantas del orden Malvales (Guerrere et al., 1985). El aceite utilizado
en este trabajo fue extraido de semillas de Sterculia apetala localizada en la zona
de las Choapas, Veracruz (Herrera-Meza et al., 2014). Se ha demostrado que este
acido graso inhibe la actividad de la enzima delta-9 desaturasa (Gomez et al.,
2003), implicada en el metabolismo de acidos grasos, por lo que se actualmente se
ha considerado como un posible nutracéutico para la prevencidn y tratamiento de
la obesidad (Dobrzyn and Ntambi 2004; Major et al., 2008; Miyazaki et al., 2009;
Ortinau et al., 2012; Ramirez.Higuera et al., 2020).

Ratas Zucker: en este modelo se analizé el efecto de la administracion de aceite
esterculico. En este caso, los efectos fueron limitados, ya que sélo se observé la
disminucidn de los niveles séricos de triglicéridos y en la expresion de los genes
de leptina y PPARy. Seguramente, las alteraciones metabdlicas presentes en las
ratas Zucker hacen de éstas un modelo de dificil reversion (Aleixandre and Miguel,
2008).

Conclusiones

El sindrome metabdlico es un serio problema de salud, con alta prevalencia en
México, por lo que la busqueda de estrategias de prevencién y tratamiento es de
primeraimportancia. Con este trabajo se pretende aportar conocimiento cientifico
sobre estrategias no farmacolégicas de prevencidn y tratamiento del sindrome
metabdlico, asi como de los mecanismos celulares y moleculares por los cuales
los nutrientes ejercen sus efectos. Finalmente, al encontrar el valor terapéutico de
ciertos productos se pretende dar un valor agregado a los alimentos producidos en
la regidn de Veracruz.
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Resumen

ElFactordeCrecimientoTransformantebeta (TGF-B), esunacitocinamultifuncional
implicada en la diferenciacion y proliferacion celular, la cicatrizacidn y reparacién
tisular, entre otros. No obstante, el TGF-B también se ha relacionado con diversos
procesos patolégicos, especificamente cuando se sintetiza en cantidades elevadas,
produciendo alteraciones como la cirrosis hepatica, fibrosis pulmonar, cancer, por
mencionar algunas. Recientemente, se han explorado estrategias farmacolégicas
para la neutralizacion de esta citocina empleando dominios sencillos de cadena
pesada. Para mejorar el rendimiento de expresién de proteina de un dominio
VNAR que puede aplicarse como alternativa de reconocimiento y neutralizacion de
TGF-B, se generd un plasmido recombinante que contiene la secuencia codificante
de un dominio VNAR anti-TGF-B y la proteina de fusion (tiorredoxina). A esta
construccién se le denominé vNAR-T1/Trx. Se realizé la expresion heteréloga en
un sistema bacteriano de E. coli BL21(DE3), demostrando que la construccién
vNAR-T1/Trx en el plasmido pET32a+, favorece la sobreexpresion de la proteina
recombinante (29 kDa). Especificamente, al utilizar el medio de cultivo 2xYT se
incremento el rendimiento de la proteina recombinante vNAR-T1/Trx en 6.4 veces al
compararlo con el rendimiento obtenido en medio LB. El analisis de reconocimiento
mostré que el NAR fusionado con Trx conserva su reconocimiento por TGF-B1. Los
hallazgos aqui presentados sientan las bases para la produccién del vNAR-T1 con

167



MUJERES EN LA CIENCIA PARA EL FORTALECIMIENTO DEL DESARROLLO SUSTENTABLE

mejor rendimiento, facilitando a su vez, el desarrollo de ensayos in vitro e in vivo
en donde una gran cantidad de vNAR es requerida.

Introduccion

En el humano, el TGF-B tiene tres isoformas (TGF-B1, TGF-B2 y TGF-B3) que se
producen en diversas concentraciones y que tienen funciones similares. Se han
desarrollado diversas estrategias farmacoldgicas que buscan la neutralizacidn o
modulacién del TGF-B para el tratamiento de insuficiencia renal crénica, cancer
y otras enfermedades. Principalmente, estos desarrollos se basan en extractos de
plantasy antioxidantes (Hafez et al., 2017; Zheng et al., 2017), inhibidores pequeios
(Song et al., 2020; Wick et al., 2020), antagonistas de los receptores (Yu & Jeremy,
2018), péptidos sintéticos (Zhang et al., 2013), proteinas quiméricas (Takahashi
et al., 2020; Teicher, 2020) y anticuerpos monoclonales (mAb) neutralizantes
de los receptores o de las isoformas del TGF-B (Bedinger et al., 2016; Gonzalez-
Junca et al., 2020). Sin embargo, continua el desafio de generar anticuerpos con
reconocimiento de las tres isoformas (Bedinger et al., 2016).

En ese sentido, los anticuerpos de dominio sencillo (sdAb) aislados de camélidos
(vHH) o tiburones (VNAR), forman parte de la tercera generacion de agentes
terapéuticos basados en anticuerpos (Wang et al., 2016) y potencialmente son
mas eficientes que los mAbs convencionales (Pothin, Lesuisse, & Lafaye, 2020;
Zielonka et al., 2016). En los ultimos afios, se han propuesto como una innovadora
opcion tanto en aplicaciones diagnodsticas y terapéuticas (Cheong, Leow, Abdul
Majeed, & Leow, 2020; English, Hong, & Ho, 2020; Stocki et al., 2019) debido a sus
singulares caracteristicas, entre las que destacan: el peso molecular (12-15 kDa),
termoestabilidad, alta afinidad y avidez, capacidad de reconocer y neutralizar sus
antigenos, buena penetracion tisular y capacidad de replegamiento (Sehlin et al.,
2020; Stocki et al., 2019; Tillib, 2020). Estos dominios son obtenidos a partir de
genotecas y su aislamiento se realiza mediante despliegue en fagos (Alfaleh et al.,
2020).

En el equipo de trabajo se cuenta con un dominio VNAR (nombrado T1) que
fue previamente aislado de una biblioteca no inmune de un tiburén cornudo
Heterodontus francisci en colaboracion con CICESE. EL vNAR-T1 va dirigido contra
el TGF-B humano (hTGF-B) y reconoce las tres isoformas, por lo tanto, es una
alternativa prometedora para la deteccion de TGF-B en tumores sélidos o en la
deteccion de TGF-B en diversas matrices bioldgicas.
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Desarrollo

En el equipo de trabajo se ha producido el vNAR-T1 en sistemas heterdlogos de
levadura (Pichi pastoris) y bacteria (E. coli). Sin embargo, existen problemas
asociados al rendimiento final obtenido (gramos de proteina por litro de cultivo
inducido), lo cual puede estar asociado a los enlaces disulfuro del vNAR-T1.

Para superar esto, los plasmidos pET32a+ (Novagen) estan disefiados para la
expresion de proteinas fusionadas con la proteina de tiorredoxina (Trx-Tag). La
fusion de la proteina de interés con TrxA puede mejorar la formacién de enlaces
disulfuro. El plasmido pET32a+, incluye una etiqueta de poli-histidinas (6xHis),
resistencia a la ampicilina y el promotor T7 (Liu & Yang, 2012). Aqui, planteamos
el uso de una proteina chaperona (tiorredoxina) para incrementar los niveles de
expresion del vNAR-T1 en el sistema heterdlogo de E. coli BL21(DE3). Asi mismo,
analizar tres condiciones de medios de cultivo, una estrategia de extracciéon y un
método de purificacion para finalmente determinar que el yYNAR-T1/Trx mantiene
su capacidad de reconocimiento por TGF-B.

Entorno metodolégico
Sub-clonacion molecular

Con la finalidad de movilizar el fragmento que codifica para el dominio vNAR-T1
hacia el pldsmido pET32a+, se realiz6 una PCR para amplificar el fragmento del
VNAR-T1(~354 pb), adicionando sitios de restriccion para las enzimas Ncol y Xhol.

Los productos de PCR se evaluaron en un gel de agarosa al 1%, en condiciones
de 80 V constantes durante 50 min. Se realiz6 la purificacién de los productos de
PCR empleando el kit de limpieza de ADN y PCR de Monarca® (T1030S, NEB). Los
productos amplificados vNAR-T1y pET32a+ fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Xholy Ncol para generar extremos cohesivos. Para recuperar el pldasmido
pET32a+ digerido, se realizé un gel preparativo (agarosa al 0.8 %), realizando la
electroforesis a 80 V constantes por 2 h. Se recorté la banda correspondiente al
plasmido digeridoy se usé el kit de extraccion de gel de ADN de Monarca® (T1020S,
NEB). Las muestras fueron cuantificadas por Nanodrop a una longitud de onda de
260y 280 nm.
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Para obtener el pldsmido pET32a+vNAR-T1, se ligd el vNAR-T1 con el plasmido
pET32a+, utilizando laenzimaT4 DNA Ligasa (Promega), enrelacién 1:3. Lareaccién
se incubd por 16 h a temperatura ambiente y se inactivé la enzima siguiendo las
indicaciones del fabricante. La tiorredoxina corresponde a un fragmento de ~366
pb, por lo tanto, la construccién obtenida para el fragmento vNAR-T1/Trx fue de
~750 pb.

Seleccion de clona positiva

El plasmido pET32a+vNAR-T1 fue transferido a la cepa de clonacidn E. coli TOP10,
porlaelectroporaciénde 100 pL de célulaselectrocompetentes conTulL de plasmido
pET32a+vNAR-T1, utilizando una celda de 0.2 mm y un electroporador (BioRad).
Se electropord a 25 uF, 100 Q y 2.5 Kv por ~5 ms. Las células transformadas se
recuperaronen 3 mLdemedio SOCyelcultivoseincubddurante1ha37°Cy250 rpm.
Después, se realizd la seleccidn de las clonas transformadas inoculando tres placas
de medio LB (100 pg/mL de ampicilina) con 100 uL, 10 uL y TuL, respectivamente.
Las placas se incubaron a 37 °C durante 16 h. El tamizaje se realiz6 eligiendo al azar
en cinco colonias aisladas. Estas colonias se evaluaron por PCR y se selecciond una
colonia positiva para la purificacién del plasmido pET32a+vNAR-T1. Se inocularon
10 mL de medio LB (100 pg/mL de ampicilina), incubando toda la noche a 37 °C
con agitacion constante a 250 rpm. Al dia siguiente se realizd la extraccidn del
plasmido mediante el uso del kit “Monarch® Plasmid Miniprep” (New England
Biolabs, T1010S) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La integridad del
plasmido se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %, durante 50
min a 80 V constantes.

Expresion de la proteina vNAR-T1/Trx

Se transfirio el pldsmido pET32a+vNAR-T1 a la cepa de expresidon E. coli BL21
(DE3) utilizando las mismas condiciones mencionadas en el apartado anterior.
Para corroborar la transformacion de las colonias con el plasmido recombinante
pET32a+/vNAR-T1, se realizé PCR a cinco colonias seleccionadas al azar. Los
productos de PCR se evaluaron en un gel de agarosa al 1%, en condiciones de 80
V constantes durante 50 min. Se solicité el servicio de secuenciacion (LANBAMA,
IPICYT) de las clonas positivas por PCR.

Después de corroborar la secuencia del plasmido pET32a+vNAR-T1, se realizaron
los experimentos de induccion del pET32a+vNAR-T1/Trx en la cepa E. coli BL21(DE3)
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para producir la proteina recombinante en tres medios de cultivo: LB, TBy 2xYT. Se
colocaron 50 mL de los medios de cultivo en matraces de 250 mL, se incubaron a
37 °C a 250 rpm monitoreando la densidad 6ptica (DOeoo,m). Cuando la DO600,,
se encontraba entre 0.5-0.7 se agrego el inductor IPTG a una concentracion final
de 1 mM. Los cultivos se incubaron durante 5 h a 250 rpm y 37 °C. Finalmente, se
centrifugaron los cultivos, separando la pastilla bacteriana del sobrenadante. Se
almacenaron las muestras a -20 °C hasta su uso.

Extraccion de la proteina vNAR-T1/Trx

Las pastillas bacterianas de cada muestreo se resuspendieron en 200 pL de tampdn
de lisis celular (Tris-HCL 50 mM pH 7.5, NaCl 50 mM). Se realizé la extraccion de
proteina mediante ultra sonicacion. Se centrifugaron los lisados a 13,500 rpm
durante 5 min. Se recupero el sobrenadante y se congeld a -20 °C hasta su uso.

Evaluacion de la proteina vNAR-T1/Trx mediante SDS-PAGE

Losextractos proteicosseevaluaronmedianteelectroforesisengeldepoliacrilamida
SDS-PAGE-Glicina al 12 %. Las muestras se desnaturalizaron en la solucion de carga
a 95 °C por 10 min y se incubaron 3 min en hielo. Las condiciones de corrida fueron
120 V constantes y ~80 min (hasta que el frente de azul de bromofenol alcanzo la
base del gel). Los geles fueron tefiidos con azul brillante de Coomassie (Coomassie
brillant blue R-250) durante 2 h. Para eliminar el ruido de fondo se empled solucién
de destefido (Metanol 50%, Acido Acético 10 %, agua destilada 40 %) durante
toda la noche. Las imagenes se documentaron digitalmente.

Inmunodeteccion de la proteina vNAR-T1/Trx

Después de la electroforesis, se realizd la electro-transferencia desde el gel de
poliacrilamida al 12 % a una membrana de nitrocelulosa (Millipore) de 0,22 um
utilizando un sistema de transferencia en semiseco “Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell” (Bio-Rad). Lascondicionesdetransferenciafueron 200 mA constantes
durante 60 min. Se incubd la membraba con solucién de bloqueo (leche 5%-PBS
1X-Tween 0.05 %) durante 2 h a 37 °C. Se realizaron 3 lavados (2 min c/u) con PBS
1X-Tween 0.05 %. Después se agrego el anticuerpo anti-His primario (1:5,000) y se
incubd toda la noche a 4 °C. Se colocé la membrana en agitacién constante por
20 min, luego se realizaron 3 lavados. Se agrego el anticuerpo secundario anti-
IgG de ratdn, conjugado con HRP (1:5,000), incubando a temperatura ambiente y
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agitacion constante durante 2 h. Finalmente, se realizaron tres lavados y se agregd
la solucién de revelado (5 mg HRP Color development Reagent Bio-Rad, 1.5 mL
Metanol, 8.3 mL PBS 1X, 10 uL H202).

Purificacion de la proteina vNAR-T1/Trx mediante IMAC

El sobrenadante de la extraccion que contenia la proteina vVNAR-T1/Trx se purificd
por cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC), utilizando 2 mL
de resina Ni-NTA (GE) equilibrada con 7 mL de solucion de equilibrio (imidazol 20
mM, NaH2POa4 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8.0). Se colocé el sobrenadante de la
extraccion (imidazol 20 mM, pH de 8.0) en la columna, permitiendo el flujo por
gravedad y se repitio cinco veces. Después se realizaron dos lavados, el primero con
7 mL de solucion de lavado 1 (imidazol 20 mM, NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM,
pH 8) y el segundo con 7 mL de solucién de lavado 2 (imidazol 50 mM, NaH2PO4 50
mM, NaCl 300 mM, pH 8). La elucion se realizd con 500 plL con solucién de elucidn
(imidazol 250 mM, NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8). Se colectaron cinco
eluciones en total y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Se repitio el proceso bajo
las mismas condiciones para los extractos obtenidos de los tres experimentos de
induccion: medio LB, TB y 2xYT, respectivamente.

Dialisis y cuantificacion

Se realizo la didlisis de las alicuotas correspondientes a las eluciones 2 y 3,
empleando 200 mL de PBS-1X por cada mL de muestra. Después, se cuantificé la
proteina VNAR-T1/Trx dializada empleando el kit micro BCA Assay kit (Thermo
Scientific) usando albumina de suero bovino (BSA) como proteina de referencia.

Ensayos de reconocimiento

Para determinar sila proteina VNAR-T1/Trx expresada en E. coli BL21(DE3) mantenia
el reconocimiento a TGF-B, se utilizd la isoforma 1 del TGF-B (PeproTech). Se
colocaron 250 ng/pozo de citocina TGF-B1en una microplaca de 96 pozos (Thermo
Scientific), en unvolumen final de 50 pL. Seincubd durante 2 h a 37 °C. Se colocaron
150 pL de solucidn de bloqueo (3 % BSA-PBS 1X), incubando a 37 °C durante 1h. La
solucién se descartd y se agrego un total de 8.475 pg/ pozo de proteina vNAR-T1/
Trx (purificada y dializada), en un volumen final de 50 uL. Como control positivo
de placa, se empled una proteina con etiqueta de 6xHis. La placa se incubéd toda
la noche a 4 °C. Se realizaron tres lavados (2 min c/u) con PBS 1X-Tween 0.05 %.
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Posteriormente, se agregaron 50 uL del anticuerpo primario anti-His (Biotechne)
a una concentracion de 0.2 pg/mL en 1% BSA-PBS 1X. En los pozos del control
positivo se agregaron 50 uL del anticuerpo de cabra Anti-TGF-B1diluido 1:200 en 1
% BSA-PBS 1X en lugar de la proteina vNAR-T1/Trx. La placa se incubd durante 2 h
a 37 °C. La solucion se descartd y los pozos se lavaron tres veces con PBS 1X-Tween
0.05 % durante 2 min por lavado. Después se agregaron 50 pL del anticuerpo anti-
raton conjugado con peroxidasa (Abcam, Ab97038) (1:10,000) en los pozos que
contenian VNAR-T1 (por triplicado) y en los pozos del control positivo se agregd
anti-IgG de cabra (1:1,000). La placa se incubo durante 2 h a 37 °C. Se realizaron
tres lavados bajo las mismas condiciones. Finalmente, se anadieron 50 pL de
sustrato “TMB Liquid system for ELISA” (Merck Millipore). Se detuvo la reaccién
afiadiendo 100 pL de 500 mM écido sulfurico (H,SO,) después de 7 min. Se midié
la absorbancia a 450 nm.

Digestion de vNAR-T1

Se realizaron 3 diluciones de enteroquinasa (5 IU/uL) definiendo una unidad
de enteroquinasa como la cantidad de enzima necesaria para escindir 50 pg de
proteina fusionada con una eficiencia del 95% con incubacién de ~16 h a 22 °C.
Las diluciones usadas fueron de: 3 IU, 2 IU, 11U con un tampon de dilucién de
enteroquinasa (20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 200 mM NaCl, 2 mM CaClz, 50% glicerol).
Con lo anterior se prepararon las siguientes reacciones: 10 ug de proteina vNAR-T1/
Trx, 5 uL tampén EK 10X (200 mM Tris-HCL, pH 7.4, 500 mM NaCl, 20 mM CaCl,),
2 uL de las diluciones de enteroquinasa 3 1U, 2 1U, 11U, agua mili Q hasta llevar la
reaccion a un volumen final de 50 pL. Las muestras se homogenizaron e incubaron
a 22 °C durante ~16 h. Las muestras digeridas se evaluaron en un gel SDS-PAGE al
15% tefiido con azul de Coomassie, para determinar el mejor resultado de digestion
con las distintas unidades de enzima.

Resultados y Discusiones

La construccion disefiada que contiene la secuencia codificante de vNAR-T1 se
inserto entre los sitios de restriccion Ncol y Xhol del plasmido pET32a+. En la
Figura 1, se muestran los resultados de la subclonacion molecular en donde se
evalué el plasmido pET32a+ digerido con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol
(Figura 9.1A). En el Carril 1, se muestra la digestion del plasmido pET32a+, en el
Carril 2, se muestra el control: plasmido pET32a+ sin digerir. Al mismo tiempo, se
adicionaron los sitios de reconocimiento de las enzimas Ncol y Xhol en la secuencia
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que codifica para el dominio vNAR-T1, mediante PCR punto final. El producto de
PCR se empled en una doble digestion enzimatica con las enzimas Ncol y Xhol
para generar extremos cohesivos. En la Figura 9.1B, se muestra la imagen del
gel de agarosa al 0.8% donde se evalué el vNAR-T1 digerido con las enzimas de
restriccion Ncol y Xhol. En el Carril 1, se observa el inserto vNAR-T1 con extremos
cohesivos. Después de cortar y purificar el plasmido y el inserto se determind la
concentracion, obteniendo 47.4 ng/uL del vector pET32a+ digeridoy 33.4 ng/ L del
vNAR-T1. Después de la reaccion de ligacion, se transfirio el plasmido recombinante
en la cepa de clonacion E. coli TOP10, como resultado, se obtuvieron colonias con
resistencia a la ampicilina, lo que indica que las colonias presentan el plasmido
pET32a+. Se eligieron aleatoriamente cinco colonias para corroborar la presencia
del pET32a+/vNAR-T1 mediante PCR de colonia (Figura 9.1C). Se seleccionaron dos
colonias positivas a pET32a+/vNAR-T1 para realizar la extraccion de plasmido,
para generar una alicuota de almacenamiento que contenga esta construccion.

a) pET32a+ b) VNAR-T1 c) PET32a+vNAR-T1

(5738 ot p— X
5845 bp Insert - _

B~ . QOCEATGOEN: | AEETE oAGE
...e8C TCOAGCA. . . CCOBTACEOT. . . TOGABETCAT
CCBATAC cat AT N R AL
COT. .. TGGAGET

Gel agarosa 1% Gel agarosa 0. Gel agaro

Figura 9.1. Sub-clonacién molecular del dominio vNAR-T1 en el plasmido pET32B+.
A) Vector pET32a+ digerido con las enzimas Ncol y Xhol. Carril 1= Vector pET32a+ digerido, Carril 2=
Control de pET32a+ sin digerir, Carril IKb= Escalera Promega plus DNA leader. B) vNAR-T1 digerido
con las enzimas Ncol y Xhol, en donde: Carril= 1Kb Ladder Invitrogen, Carril 1= Inserto digerido de
vNAR-T1. c) Tamizaje de clonas transformadas con pET32a+/vNAR T1, mediante PCR de colonia,
donde: Carril=1Kb Escalera de Promega plus DNA leader, Carril 1= Colonia 2 (T1C2), Carril 2= Colonia
2.1(T1C2.1), Carril 3= Colonia 3 (T1C3), Carril 4= Colonia 3.1 (T1C3.1).
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Expresion e inmunodeteccion del dominio vNAR-T1

Las células de E. coli BL21(DE3) electrocompetentes se transformaron con el
plasmido pET32a+/vNAR-T1. Se seleccionaron aleatoriamente colonias y se
analizaron por PCR de colonia para corroborar la presencia del plasmido pET32a+/
vNAR-T1. A partir de una colonia positiva (colonia 3) se realizé la produccion de
la proteina recombinante. Se realizaron tres experimentos de induccién con IPTG
como inductor, para la produccion del dominio vVNAR-T1 en E. coli BL21(DE3), la
variable de estos experimentos fue el medio de cultivo (LB, TB y 2xYT). Para
examinar la distribucién de la proteina se analizaron los extractos en condiciones
nativas o desnaturalizantes mediante SDS-PAGE y Western Blot. El resultado
mostro la presencia de una banda especifica de ~29 kDa (~15 kDa vVNAR-T1 + ~14
kDaTrx), lo que indica que se expreso la proteina VNAR-T1/Trx (Figura 9.2A) y puede
ser extraida en condiciones solubles e insolubles. Este resultado coincide con otros
reportes donde emplearon el vector pET32a+ para la expresion heteréloga de la
isoforma mas pequefa de interleucina-24 (IL-24) en E. coli BL21(DE3) (Valiyari et
al., 2017). Ademas, la expresion de la proteina VNAR-T1/Trx en la fraccidn insoluble
es independiente del medio de cultivo utilizado. Este resultado difiere de otros
informes en donde la Trx favorecia la expresion de proteinas ribosomales humanas
en fraccion soluble empleando la misma cepa de E. coli (Correddu et al., 2019).

La Figura 9.2B, corresponde a la inmunodeteccién de la proteina vNAR-T1/Trx con
el anticuerpo anti-histidina. La proteina VNAR-T1/Trx es sefialada con la flecha (~29
kDa) ademas, se puede observar una sefal colorimétrica en ~58 kDa, es probable
que corresponda a la formacion de homodimeros de la proteina vNAR-T1/Trx.

Se emplearon las fracciones solubles para la purificacion y los ensayos de

reconocimiento donde se evaluo si el YNAR-T1 fusionado con la TrxA conservaba el
reconocimiento del TGF-p.

175



MUJERES EN LA CIENCIA PARA EL FORTALECIMIENTO DEL DESARROLLO SUSTENTABLE

a) SDS-PAGE

b) WESTERN BLOT

Figura 9.2 Andlisis de los ensayos de expresion de proteinas vNAR-T1/Trx en E. coli BL21 (DE3), mediante

A) SDS-PAGE y B) Western blot. En donde, carril 1= Proteina soluble (PS) en medio LB, carril 2= Proteina

insoluble (PI) en medio LB, carril 3= PS en medio TB, carril 4= Pl en medio TB, carril 5= PS en medio 2xYT,

carril 6= Pl en medio 2xYT, Carril 7= Control negativo proteina soluble (cepa E. coli BL21(DE3) sin inserto

de interés en medio LB), carril 8: Control negativo proteina insoluble en medio LB, carril 9: control negativo
proteina insoluble en medio 2xYT.
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Purificacion de la proteina vNAR-T1/Trx

Una vez que se corroboro la expresion de la proteina, se realizo la purificaciéon del
extracto proteico que contenia la proteina vNAR-T1/Trx. La presencia de la etique-
ta 6xHis en la proteina recombinante permitio la purificacién mediante IMAC, ob-
teniendo al final del proceso cinco eluciones de cada experimento que se evaluaron
en un gel de poliacrilamida al 12% (Figura 9.3). La flecha azul sefala la proteina
VNAR-T1/Trx con un peso aproximado entre ~29 kDa. La Figura 9.3A, corresponde
a la purificacion de la proteina vNAR-T1/Trx expresada por E. coli BL21(DE3) en el
medio LB, donde se observé que la mayor cantidad de proteina se recupera en las
eluciones E2 y E3, y que se remueven gran parte de las proteinas enddégenas de E.
coli BL21(DE3).

Por otra parte, la Figura 9.3B muestra la purificacion de la proteina vNAR-T1/Trx
expresada el medio TB. Se observan las bandas que corresponden a la proteina de
interés (~29 kDa) sefialada con una flecha azul. En las eluciones 2, 3y 4 se observo
mas intensidad en la banda de la proteina vNAR-T1/Trx, en la elucion 2 también
hay bandas accesorias de menor peso molecular. De manera similar, la Figura 9.3C
muestra la purificacion de la proteina VNAR-T1/Trx expresada por E. coli BL21(DE3)
en el medio 2xYT, indicando con la flecha a la proteina vNAR-T1/Trx en las elucio-
nes 2, 3y 4, donde se observa la banda con mayor intensidad. Sin embargo, en la
elucién 2 también se observan proteinas accesorias, evidenciando que la purifica-
cién aun puede optimizarse.

Al emplear el medio 2xYT, se favorecié la produccion de la proteina recombinante,
en comparacion con la proteina obtenida en los medio LB y TB, no obstante, se ob-
servé que el proceso de purificacion presenta puntos de mejora, pues el resultado
indica que la columna se saturay las bandas accesorias no han sido removidas por
completo.
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Medio TB

c)

Medio 2xYT 2

Figura 9.3 Expresidn de la proteina vNAR-T1/Trx, empleando diferentes medios de cultivo: A) medio LB,

B) medio TBy C) medio 2xYT. En donde, Carril MPM= Precision plus protein™ standars (dual color),Carril

SP= Proteina sin purificar, Carril NR= Proteina no retenida en la columna, Carril L1= Lavado 1, Carril L2=
Lavado 2, Carril ET-E5= Eluciones 1-5.
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Se seleccionaron las eluciones E2 y E3 para realizar la dialisis, cuantificacion y
posteriores ensayos. El rendimiento de vNAR-T1/Trx obtenido fue de 0.922 mg/L,
3.716 mg/L y 5.877 mg/L al emplear los medios LB, TB y 2xYT, respectivamente.
Este resultado muestra que al emplear el medio 2xYT para la produccién de la
proteina recombinante, se aumenta el rendimiento 6.4 veces en comparacion con
la induccion realizada en el medio LB.

Ensayo de reconocimiento

Se analizo el reconocimiento de la proteina vVNAR-T1/Trx contra TGF-B1empleando
un ensayo basado en ELISA, como control negativo se colocd BSA al 3%. El control
positivo consistio en el uso de un anticuerpo monoclonal anti-TGF-B de cabra. En
la Figura 9.4A se presenta el valor de absorbancia promedio de cada tratamiento
y la desviacidn estandar se muestra con las barras del error. Como se observa,
la proteina VNAR-T1/Trx reconoce al TGF-B1 con diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.001) respecto al control negativo de BSA 3%. Previamente se
evalué el reconocimiento del vNAR-T1 por las tres isoformas de TGF-B, sin embargo,
para la proteina vNAR-T1/Trx auin es necesario realizar el ensayo de reconocimiento
contra las isoformas TGF-B2 y TGF-B3. Una estrategia similar a la que presentamos
fue reportada por Henry y colaboradores, quienes aislaron un VHH de camélido, sin
embargo, este VHH reconoce Unicamente a TGF-B3 (Henry et al., 2016).

En la Figura 9.4B, se analizé la digestion de enteroquinasa realizada con distintas
unidades de enzima (11U, 2 IU y 3 IU) para eliminar la proteina chaperona Trx y
liberar el vNAR-T1. La flecha azul sefiala a la proteina sin digerir (~29 kDa). La
proteodlisis de VNAR-T1/Trx resulto en dos proteinas: VNAR-T1 (~15 kDa) y Trx (~14
kDa). La flecha verde sefiala el YNAR digerido.

De acuerdo con lo observado, auin es posible mejorar las condiciones de digestion

con enterocinasa, ya que no se logré digerir el 100% de la proteinay es posible que
se requieran mas de tres unidades de enzima para obtener una mejor digestion.
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a) ELISA de reconocimiento de TGF-
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JluAb anti-TGE-B
Ll

vNAR T1 Control- Control + Control +
(6xHis)

b) SDS-PAGE

Figura 9.4 A) ELISA de reconocimiento del TGF-f. Se representan los valores promedio de tres replicas

bioldgicas, las barras del error indican las desviaciones estdndar. ANOVA de una via seguido de una

prueba de comparacion multiple de Turkey, p < 0.001. B) Andlisis de la digestion con Enteroquinasa.

Carril MPM: Precision plus protein™ standars (dual color), Carril 1: Reaccién con 31U, carril 2: Reaccidn
con 21U, Carril 3: Reaccién con 11U, Carril 4: Control negativo (tampon sin enzimay).
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Conclusiones

En el presente trabajo, se demostré que la adicion de la proteina chaperona
tiorredoxina al vNAR-T1 mejoré el rendimiento y produccidn en un sistema
heterdlogo de E. coli usando el plasmido pET32a+. Se obtuvieron mejor expresidn
de la proteina vNAR T1-Trx y rendimiento cuando se utilizé el medio 2xYT (5.877
mg/L), que representd un incremento de 6.4 veces respecto a medio LB. En el
ensayo de ELISA, se demostré que el vNAR T1 conservé el reconocimiento por la
citocina TGF-B1 cuando se encontraba fusionado con Trx. Nuestros resultados de
rendimiento y reconocimiento especifico demuestran que la construccion pET32
a+/vNAR-T1en la cepa E. coli BL21(DE3) en medio 2XYT, inducido con IPTG permite
la produccion rapida del dominio vNAR-T1. La optimizacién en los rendimientos de
produccion de un dominio vNAR anti TGF-B favorecerd el desarrollo de proyectos
con incidencia en salud humana, donde este factor de crecimiento se vea
desregulado, con aplicaciones en modelos in vivo, in vitro o asociado a sistemas
de deteccidon y monitoreo como biosensores o sistemas en el punto de atencion
(PoC).
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Resumen

Anualmente en el mundo, se producen cerca de 400 millones de toneladas de
plasticos (Giacovelli, 2018; Lebreton y Andrady, 2019), de las cuales casi un trillon de
bolsas de plastico de un solo uso se utiliza cada afio, es decir, cerca de dos millones
por minuto (Earth-Policy-Institute, 2014). Los desechos como bolsas comunes
de plastico tardan desde 5 hasta mas de 2500 aios en degradarse, mientras que
una botella de PET tarda 2500 afios aproximadamente, esto dependiendo de las
condiciones ambientales a las que esta expuesto el residuo para su degradacion, ya
sea terrestre o marino (Fundacion-Aquae, 2020; Chamas et al., 2020).

En el presente trabajo se realizd una propuesta tedrica para la produccion de
un biopolimero a partir de cuticula de jitomate y acido lactico, enfocandolo a la
produccion de bolsas con potencial biodegradable.

La primera etapa retoma la obtencion de acidos grasos hidroxilados a partir de la
cuticula de jitomate (hidrolizado de cuticula), y la sintesis de biopolimeros a partir
delhidrolizado de la cuticulay acido lactico, catalizada por cutinasas. En la segunda
etapa se generd una estimacion de residuos de dicho vegetal a nivel nacional, junto
con un balance de masa de la obtencion de la cuticula de jitomate y simulaciones
de acoplamiento molecular (“docking”) para comprobar tedricamente la sintesis
del biopolimero.
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Introduccion

Los biopolimeros, como se conoce a los polimeros derivados de recursos naturales
renovables, se pueden clasificar en tres grupos: los extraidos directamente de
biomasa (como almidon, celulosa o quitosano), los obtenidos como producto
de la fermentacion de los microorganismos (como celulosa bacteriana o
polihidroxialcanoatos-PHAs), y los obtenidos por sintesis a partir de monémeros
derivadosdebiomasaodeaceites(comoelacido polilactico-PLA o policaprolactona-
PCL) (Fabra, Lopez-Rubio, & Lagaron, 2014). La Asociacion Europea de Bioplasticos
(EUBP) define a éstos como los plasticos elaborados con materiales biodegradables
o los producidos de fuentes renovables. Es importante recordar que los plasticos
son polimeros comprimidos con un alto peso molecular, ligeros, higiénicos y
resistentes que se pueden moldear de distintas maneras y utilizar en una amplia
gama de aplicaciones. La mayoria de los plasticos no se biodegradan, pero si
pueden degradarse por accidn mecanica, térmica, quimica o descomponerse
con la luz, obteniéndose lentamente pequenos fragmentos conocidos como
microplasticos (Giacovelli, 2018). La degradacion de los bioplasticos es mas rapida
que la de los plasticos convencionales (por ejemplo, PLA vs. polietileno: 11 meses
vs. 500 afios) y depende tanto de su estructura fisica y quimica en términos de
cadenas poliméricas, grupos funcionales y cristalinidad como de las condiciones
ambientales a las cuales estan expuestos (humedad, oxigeno, temperaturay pH).
Esta degradacion puede realizarse por descomposicion aerdbica o anaerébica por
accién de microorganismos o enzimas de los microorganismos bajo condiciones
normales del medio ambiente, y la presencia de enlaces éster, amida o carbonatos
hidrolizables incrementan la susceptibilidad de degradacion (Coppola et al., 2027;
Valero-Valdivieso, Ortegdn, & Uscategui, 2013).

Anualmente se producen aproximadamente en el mundo 400 millones de
toneladas de plasticos, cuyos residuos se encuentran distribuidos de la siguiente
manera: un 79% se encuentra en vertederos, basureros o en el medio ambiente,
12% es incinerado y solo el 9% es reciclado, terminando entre 8 a 12 millones
de toneladas aproximadamente en los océanos (Geyer, Jambeck, & Law, 2017;
Giacovelli, 2018; Lebreton y Andrady, 2019). La acumulacion de residuos plasticos
representa un grave problema de contaminacién, ambiental que se agrava aun
mas considerando que los tiempos de degradacién de estos polimeros sintéticos
en la naturaleza son prolongados. En la tabla 10.1, se muestran algunos ejemplos
de tiempos de degradacién de materiales plasticos.
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Tabla 10.1 Ejemplos de tiempo de degradacién de plasticos y bioplasticos.

Residuo Tiempo estimado de
degradacion
Botellas de plastico (tereftalato de polietileno) 100 a 2500 afos
Vasos desechables 1000 afios
Bolsas de plastico 150-600 afios
Unisel Mas de 2500 afios
Bolsas biodegradables (biomasa) 90-240 dias
Bolsas oxobiodegradables 2-3 afios
Recipientes para alimentos (cafa de azuicar, paja de 90-200 dias
trigo, fécula de maiz)

Informacion de: (Mufioz Garcia & Ramirez Bobadilla, 2018; Chamas et al., 2019)

Recientemente se han propuesto soluciones a esta problematica, siendo una de
estas la generacion de nuevos polimeros biodegradables, la cual es un area que
esta en constante crecimiento (Rahman, M. H. y Bhoi, PR., 2021). Es importante
mencionar, que muchos de los bioplasticos se obtienen de productos de una
agricultura altamente industrializada como el maiz o la papa, que implica destinar
por ahora un 0.2% del area agricola para la produccién del bioplastico en lugar
de la alimentacion, y se espera que esta proporcion crezca en los proximos
afos. Adicionalmente, esto provoca escasez de agua, extincion de especies,
desertificacion y pérdida de habitat natural; por lo que incrementar el cultivo de
materias primas agricolas no esta generando una opcidn para producir plastico
ecoldgico (Mederake, L. et al., 2019). Por lo tanto, en el presente trabajo se realiza
una propuesta tedrica para la produccion de un biopolimero a partir de cuticula
de residuos de jitomate y acido lactico, enfocandolo a la produccion de bolsas con
potencial biodegradable.

Desarrollo
El residuo vegetal propuesto en este proyecto es la cuticula o membrana cuticular

de jitomate, la cual es una membrana continua extracelular de lipidos solubles y
polimerizados, que cubre la pulpa del jitomate, Solanum lycopersicum, un fruto
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perteneciente a la familia Solanaceae (Guala y Déring, 2020) y se encuentra en
contacto con el medio ambiente (Arrieta-Baez, et al., 2011). De acuerdo con su
composicidn quimica, las cuticulas suelen dividirse en dos grupos: cutinas y
suberinas (Gomez-Patifio et al., 2012).

La estructura intermolecular de la cutina no es la misma en todas las especies
(Figura 10.1) ya que la formacion del poliéster esta coordinada, en ultima instancia,
por el nimero y la posicion de los grupos funcionales esterificables (Heredia,
2003). La estructura intermolecular del monomero de la cascara del jitomate es
acido 10,16-dihidroxihexadecanoico (Figura 10.2) (Gomez-Patifo et al., 2013).
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Figura 10.1 Ejemplos de mondémeros que conforman la red polimérica de la cutina (Tomada de
(Gomez-Patifio et al.,2012)
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Figura 10.2 Estructura del mondmero de la cascara del jitomate, acido 10,16-dihidroxihexadecanoico
(Gémez-Patifio et al., 2012).
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Segun los estudios de Fideicomisos Instituidos en Relacion con la Agricultura (FIRA),
que recolectan informacidn de diferentes organizaciones como la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacidny la Agriculturao “Food and Agriculture
Organization Of The United Nations” (FAO por sus siglas en inglés), el pais que
ocupd lanovena posicidén en el mercado internacional en la produccidén del jitomate
fue México, sin embargo es el primer pais exportador de jitomate a nivel mundial,
seguido de Paises Bajos y Espaiia en el 2017 (FIRA, 2019).

Reafirmando los estudiosde FIRAy FAO, deacuerdo conlaSecretariade Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), el principal
proveedor a nivel mundial de jitomate es México (SAGARPA, 2017), a pesar de ser
uno de los productos agricola de mayor produccién ya que es un fruto sumamente
perecedero que requiere de transportacidn rapida y eficiente. Esto es un factor
inconveniente para los productores, debido a las pérdidas de produccion que esto
implica. Una solucidn para dichas pérdidas es la utilizacidon de estos desechos de
jitomate para la produccion de materiales biodegradables como los bioplasticos.

Elusodelosresiduos devegetales o agroresiduosvateniendo cadavez masimpacto,
y ya existen bioplasticos generados basados en residuos de frutales utilizando
diferentes polimeros, donde el mas utilizado en la produccién de peliculas
biodegradables es el almiddn por ser abundante, barato, de gran disponibilidad y
biodegradable en muchos entornos (Sepulveda L. et al., 2016).

En la produccion de bioplasticos, se emplea el almidén obtenido de los residuos
frutales y vegetales, utilizando como aditivo comun la glicerina, pero se pueden
generar dichos biopolimeros empleando enzimas por medio de sintesis enzimatica.
Cabe destacar, que el consumo energético de los procesos de dichas sintesis es
mucho menor, ya que la temperatura éptimade trabajo de las enzimas se encuentra
entre 25-65°C, frente a los 180-230°C a los que tienen lugar las reacciones
convencionales de obtencion de estos polimeros (Marti, Ferrero y Verdejo, 2020).

EL 2-hidroxipropanoico o acido lactico (Figura 10.3), es un liquido con consistencia
de jarabe, incoloro, soluble en éter, miscible con agua y alcohol e insoluble en
cloroformo, éter de petréleo y disulfuro de carbono o un sélido de punto de fusion
bajo en estado puro (Herryman y Blanco, 2005). Es un compuesto muy versatil
utilizado en industrias quimica, farmacéutica, de alimentos y del plastico. El acido
lactico es polimerizado en presencia de solventes para producir acido polilactico
(APL) de alto peso molecular.
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Figura 10.3 Estructura quimica del acido lactico (AL)

La unién del AL con los biopolimeros de la cutina de jitomate es para generar
una mayor resistencia hidrofébica y de tensidon en la creacion de las peliculas
biodegradables.

Las enzimas a explorar que pueden llevar a cabo la reaccién enzimatica son
las cutinasas, como la que produjo Vazquez (2018) clonando el gen mrcutl en
Escherichia coli. Esta enzima tiene la capacidad de degradar poliésteres como el
politereftalato de etileno (PET), pesticidas, polimeros que constituyen de la pared
celular, asi como la cuticulay cutina. Siguiendo la termodinamica de las reacciones,
si la enzima puede hacer la hidrdlisis, también seria capaz de hacer la sintesis
(Vazquez-Alcantara, 2018). Otro ejemplo es la cutinasa 4PSC de Trichoderma reesei,
de la cual ya se conoce su estructura y que comparte un 43.96% de similitud con
MRCUT1 (Roussel A. et. Al., 2014). Por lo anterior el proyecto consiste en disefar
la sintesis enzimatica de un bioplastico obtenido a partir de cuticula de jitomate y
PLA con cutinasas como la MRCUT1y la 4 PSC de T. reesei. Dado que la estructura
molecular de la cutinasa 4PSC ya ha sido determinada por cristalografia, este
sirvid como base para establecer un modelo estructural para MRCUT], el cual
fue validado y demostré que los sitios activos de ambas enzimas son similares,
por lo que en el presente trabajo se utilizé la enzima 4PSC para los ensayos de
acoplamiento molecular (Roussel A. et al., 2014).

En cuanto a las normas que debe cumplir el bioplastico que se genere, tenemos las
cuatro siguientes:
1. NMX-E-260-CNCP-2014, la cual se encarga de establecer los términos
relacionados con materiales bioplasticos;
2. ASTMD6400-19,seencargadelaespecificacion estandar paraeletiquetado
de plasticos disefados para compostaje aerdbico en instalaciones
municipales o industriales;
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3. EN13432de 2002, esta norma estipula una serie de pruebas para determinar
si un material es biodegradable, como degradarse como minimo un 90%
en 6 meses si es sometido a un ambiente rico en didxido de carbono, entre
otras;

4. 1SO 17088: 2012, aborda los cuatro aspectos sobre compostabilidad, los
cuales son: biodegradacion, desintegracion durante el compostaje, efectos
negativos sobre la instalacidn y proceso de compostaje y efectos negativos
sobre la calidad del compuesto resultante.

Utilidad de los biopolimeros en la industria alimentaria.

Los recursos renovables, su uso y la biodegradabilidad del producto se consideran
los nuevos requisitos para disminuir el impacto ambiental ocasionado por la
acumulacion de materiales sintéticos (Rodriguez, 2012).

Un ejemplo donde se pueden implementar el uso de los biopolimeros es en la
industria de envases, ya que los desechos generados por ésta son una problematica,
los biopolimeros pueden ser utilizados para desarrollar bioplasticos que permitan
disefar envases biodegradables, con un bajo impacto ambiental (Villalobos, 2015).

El uso de biopolimeros es una alternativa en la industria alimentaria que genera
plasticos de un solo uso que causan contaminacion y al ser estos degradables
ayudan a disminuir dicho problema (Hernandez y Guzman, 2009).

Metodologia
Estudio de mercado.
Produccion mundial del jitomate. Utilizando los datos de paginas
oficiales sobre importacidn y exportacién mundial, se crean graficas de la
produccidn de los principales paises agricolas de jitomate (%), ubicando
donde se posiciona México en dicha produccion, si es un importador de que

paises recibe jitomate o exportador a que pais envia jitomate.

Produccion nacional del jitomate. Usando los datos de paginas
oficiales del gobierno de México sobre importacion y exportacidon nacional,
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se generan graficas de la produccién de los principales estados agricolas
de jitomate (Ton), ubicando donde se posiciona el estado con mayor
produccion en México.

Historico produccion nacional. Se realiza una busqueda histérica del
crecimiento en la produccién del jitomate en México, si ha decrecido o
aumentado durante el intervalo de una década registrada (Ton).

Produccion por estados. De acuerdo con los datos obtenidos de las
paginas oficiales de México sobre la produccidn dentro de dicho pais, se
crean graficas de dicha produccion de todos los estados que cultiven
jitomate, ubicando los principales estados agricolas de la Republica
Mexicana (Ton); una vez localizado el estado con mayor actividad agricola,
se plantea la idea de donde instalar la planta productora de biopolimeros.

Ubicacion de planta de bioplastico.

Con base a los datos obtenidos, se propone la mejor ubicacion de la planta de
bioplasticos, que permita asegurar una afluencia de residuos de jitomate para la
produccidn de biopolimeros y el desarrollo de bioplasticos con cutina de jitomate
en México.

Proceso de produccion de bioplastico.
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Extraccion quimica-enzimatica y balance de masa tedrico. Con
base a la literatura, se realiza una recoleccion de informacion sobre el
procedimiento de la extraccidén y obtencion del hidrolizado del jitomate,
de acuerdo con trabajos ya existentes, para generar un producto teérico
y se calcula un balance de masa tedrico para la planta productora de
bioplasticos, con el fin de obtener los porcentajes de produccion, pérdidas
y ganancias de dicha planta, con el fin de ver la factibilidad de éste.

Reaccion enzimatica tedrica. Se generan disefios tedricos de reacciones
enzimaticas por medio de “docking”, en las cuales se toman en cuenta
las diferentes mezclas tedricas con los solventes, el hidrolizado y el acido
lactico. El proceso de acoplamiento molecular o “docking” es un método
“in silico” basado en la estructura, que permite describir la forma en que
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una molécula interacciona con otra para formar un complejo estable en un
espacio tridimensional. Es un método computacional que se utiliza para
identificar las posiciones correctas de los ligandos en un sitio de union
(binding site) para asi predecir la afinidad entre el ligando y la proteina.
Es decir, nos permite predecir interacciones ligando-objetivo a nivel
molecular, o delinear las relaciones estructura-actividad (SAR), sin conocer
a priori la estructura quimica de otros moduladores de la diana. Aunque
originalmente se desarrollé para ayudar a comprender los mecanismos de
reconocimiento molecular entre moléculas pequefas y grandes, los usos y
aplicaciones del “"docking” en el descubrimiento, por ejemplo de farmacos,
ha cambiado mucho en los ultimos afios (Pinzi, L. y Rastelli, G., 2019).
Este proceso ayuda también a generar simulaciones del comportamiento
molecular de una enzima en un medio ya determinado. La herramienta
(molecular docking) es un método muy conveniente y de bajo costo para
entender el mecanismo de reaccion de las enzimas con los ligandos con una
gran precision (Lui et al., 2018).

Diseno de la planta y esquema del proceso. Se desarrolla un diagrama
de flujo sobre los diferentes procesos de acuerdo con las necesidades y la
capacidad de la planta.

Resultados
Produccion mundial del jitomate. De acuerdo con la informacion obtenida de
FIRA en el afo 2019, en la produccion internacional del jitomate esta concentrada

en diez paises (Grafica 10.1) de la siguiente manera: China, India, Turquia, Estados
Unidos, Egipto, Iran, Italia, Espafia, México y Brasil.
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Fuente de elaboracion: FAQ, 2017; FIRA, 2019

Grafica 10.1 Paises productores de Jitomate

En el 2017 México ocupa la novena posicion en paises productores de jitomate, pero
es el primer pais exportador de jitomate a nivel mundial (Grafica 10.2), seguido de
Paises Bajos, Espafa, Iran, Marruecos y Turquia (FIRA, 2019).

W México M Paices Bajoz WEcpafia ®iran WMamuecos MTurguia B Otros

Fuente de informacion: UN Gomtrade, 2017; FIRA, 2019.

Grafica 10.2 Paises exportadores de Jitomate

Produccidon nacional de jitomate. Durante el afio 2016, la producciéon de
jitomate fue de 3.35 millones de toneladas métricas (Tm) (100%), el consumo
nacional fue de 1.74 Tm y en exportaciones fue de 1.61 Tm (Grafica 10.3), segun los
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datos del SIAVI (Sistema de Informacion Arancelaria Via Internet) y el SIAP de ese
mismo afio (SAGARPA, 2017). En dicho afio, el jitomate mexicano cubrié 90.67%
de las importaciones de Estados Unidos y 65.31% de Canada (SAGARPA, 2017).
Conforme con los datos de UN Comtrade en el 2017, México abastecié 84.9% del
volumen de tomate fresco importado por Estados Unidos (FIRA, 2019).

MExportacioncs M Consumo Nacienal

Fuente de informacion: SIAP y SIAVI, 2016; SAGARPA, 2017.

Grafica 10.3 Produccién y distribucion de jitomate en México

Historico produccion nacional. De acuerdo con informacién del Servicio de
Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) y la Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural (SADER), la produccion de tomate rojo en México crecié a una
tasa promedio anual de 3.6 por ciento entre 2007 y 2017, para ubicarse en un
maximo histérico de 3.47 millones de toneladas en total de las siembras del campo
y agricultura protegida (SAGARPA, 2017; FIRA, 2019).

Produccion por estados. La produccion de tomate por estados en México esta
concentrada en once entidades, que produjeron 77.67% del total nacional en
2017, las cuales son: Sinaloa, San Luis Potosi, Michoacan, Jalisco, Zacatecas, Baja
California, Puebla, Sonora, Morelos, Oaxacay Querétaro (Grafica 10.4) (SAGARPA,
2017; FIRA, 2019).
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Fuente de informacion: SIAP y SADER, 2017; FIRA, 2019.

Grafica 10.4 Produccidn de jitomate

Pero el mayor dinamismo de dicha produccion entre las principales entidades pro-
ductoras, se encuentran en Puebla, Querétaro, Oaxaca y San Luis Potosi, debido a
que en la produccion del periodo 2015-2017 hubo un incremento notable en estas
regiones, como se observa en la Grafica 10.5 (SIAPy SADER, 2017; FIRA, 2019).
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Fuente de informacién: SIAP y SADER, 2017; FIRA, 2019.

Grafica 10.5 Principales estados productores de jitomate en México (miles de toneladas)
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Ubicacion de la planta de bioplastico

Como se observa en el mapa de la Figura 10.4, la produccién de jitomate esta muy
extendida en el pais.

Figura 10.4 Estados de la Republica Mexicana que producen el jitomate
(Mapa elaborado a partir de la informacion de SAGARPA, 2017 y FIRA, 2019).

A pesar de que Sinaloa (Graficas 10.4 y 10.5), es el estado que mas produce, los
productores con la finalidad de obtener producto de calidad de exportacidn estan
produciendo en los estados de Michoacan, Jalisco y Querétaro, con el propdsito
de tener acceso a la exportacion durante el verano (FIRA, 2019). Esto implica que
la zona mas conveniente para ubicar la planta de bioplastico seria la zona central.
Ademads, también se debe considerar la ubicacidn de las empresas que utilizan el
jitomate para la generacién de productos (puré, jugo, catsup, entre otros). Este
tipo de empresas como La Costeia, Clemente Jacques, Heinz, Jumex, entre otras,
tienen sus plantas principales en Querétaro y en el Estado de México.

Lo anterior permite proponer la mejor ubicacion, considerando el transporte de re-

siduos en el Estado de México, ya que se podria recibir materia prima de los estados
cercanos (Figura 10.5).
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Figura 10.5 Estados de la Republica Mexicana donde impactaria la ubicacion de la planta de
bioplasticos situada en el Estado de México.

Extraccion quimica-enzimatica y balance de masa tedrico

De acuerdo con los resultados obtenidos del punto anterior, los residuos de
jitomate en México anuales son de 310,000 toneladas, que serian 25,833.33
toneladas mensuales.

El proceso total de extraccién del material cuticular de jitomate y la reaccién
enzimatica dura aproximadamente diez dias, por lo que podrian hacerse 3 lotes al
mes. Es decir, se dispondrian para procesar 8,493.15 toneladas de residuos por lote,
sin embargo, la capacidad de la planta solo se propone para cubrir para alrededor
del 10% del total, con la idea de poder instalar varias plantas pequefas en puntos
estratégicos. Para el escalamiento tedrico de la planta, se utilizan los resultados
experimentales de la tesis de Moya (2018), donde se recupera el 3.2% de cascara
de jitomate del total de residuos. Para este trabajo se propone una planta con un
reactor de capacidad de 1000L, para tratar 3 toneladas de residuos de jitomate
(Figura 10.6). Se prosigue a la obtencién del hidrolizado del material cuticular, en
el cual se realiza una hidrélisis basica con filtraciones y neutralizados, hasta que el
material tenga un pH neutro.
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3 Ton de jitomate

Agua » Lavado y pelado > 2.903 Ton de pulpa

97 kg de cascara

Tratamientos
enzimaticos

Lavado, filtrado y
neutralizado

4 kg de hidrolizado
de cuticula

Figura 10.6 Extraccion de material cuticular de la cascara del jitomate basado en datos
experimentales de Moya (2018).

Reaccion enzimatica tedrica

Para la reaccion enzimatica, se utiliza el acido lactico para la polimerizacion con los
mondmeros del hidrolizado de la cuticula buscando que el biopolimero generado
sea mas resistente (Figura 10.7). Esta reaccion produce el bioplastico y por ultimo
se dirige al moldeado.
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Figura 10.7 Reaccion enzimatica propuesta para sintetizar el biopolimero de LA y acido
10,16-dihidroxihexadecanoico.

Aunque podrian formarse otros subproductos, la reaccion enzimdatica que se busca
dirigir es un polimero lineal con una posible ramificacién (Figura 10.7). El control
de la regioselectividad se puede llevar a cabo con solventes organicos y utilizando
distintas proporciones de sustratos (Chavez-Flores, Beltran, Arrieta-Baez, &
Reyes-Duarte, 2017; Islam, 2012). Se utiliza una relacion de 3:1 de acido lactico con
el Acido 10,16-dihidroxihexadecanoico para generar un lipido de cadena larga que
se repetira las veces que sean necesarias (unidad del biopolimero) (Figura 10.7).

En la Figura 10.8 se observa el diagrama de flujo de la etapa de la reaccidn
enzimatica.
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Cuticula
hidrolizada 4 kg

Acido Lactico 12 kg Reaccion
(3:1) enzimafica
(Cutinasa)

Filtrado 3 2kg de residuos

Moldeado

Bioplastico 12.8 kg

Figura 10.8 Diagrama de flujo de la reaccion enzimatica con cuticula de jitomate para la generacion
de bioplasticos.

Suponiendo que el rendimiento de la reacciéon enzimatica es de 80%, los 4 kg
de cuticula mas los 12 kg de acido lactico se obtendran 12.8 kg de bioplastico. Si
para cada bolsa se requieren 10 gramos aproximadamente de bioplastico, se
podrian producir 1280 bolsas cada 10 dias, es decir casi 4 mil bolsas al mes por
planta de residuos, recordando que sélo se esta procesando el 10% de residuos
posible. Segun datos de la Cdmara de Diputados (2019), se utilizan en promedio
200 bolsas de plastico por persona al afo. Si se aprovechara el 50% de residuos
para hacer bioplasticos, se estarian produciendo aproximadamente 20 mil bolsas
biodegradables al mes, que cubririan una demanda para 1200 personas.

Reaccion enzimatica tedrica. El programa que se utilizé para el “docking”
fue AutoDock 4.2.6 que es un conjunto de herramientas de acoplamiento
automatizadas, disefado para predecir cdmo moléculas pequefias, como
sustratos, se unen a un receptor de estructura 3D conocida (Morris, G.M,, et al.,
2009). También se utilizd6 Avogadro, un editor molecular que permite dibujar
estructuras moleculares, con representaciones flexibles de alta calidad que permite
la visualizacion en 3D en cualquier direccion de dichas estructuras (Hanwell, M.
D., et al.,, 2012). Una vez obtenidas estas estructuras, tanto del ligando (lipido
creado con el acido lactico y el acido 10,16-dihidroxihexadecanoico) como de la
macromolécula, la cual es la cutinasa de Trichoderma reesei con el cédigo 4PSC de
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su estructura en el Protein Data Bank (PDB), se realiza el “docking” utilizando el
programa de AutoDock.

Los resultados de este “docking” fueron de 10 diferentes conformaciones donde el
ligando puede estar estable con la macromolécula, al hacer un “docking” “ciego”
(sin informacion de cuales aminoacidos de la cutinasa son afectados) solo se pudo
generar ocho diferentes conformaciones en el sitio activo, donde hay puentes de
hidrégeno entre las estructuras, pero se tomd en cuenta la conformacidn donde
la una unién mas estable en comparacion con las otras y los &tomos se encuentran
a una distancia adecuada de interaccion (Figura 10.9).

Figura 10.9 Distancia de los puentes de hidrégeno creados por la interaccién del lipido y la cutinasa
4PSC.

De acuerdo con el ensayo de “docking” la catalisis de la reaccién de sintesis
enzimatica de un biopolimero a partir de acido lactico y la cutina realizada
con la cutinasa de T. reesei podria llevarse a cabo.

Esquema del proceso. Para el disefio del esquema del proceso se utilizd
Visual Paradigm Online Diagrams, un software en linea para la creacién
de diagrama de procesos industriales (Visual Paradigm Online Diagrams,
2020), como podemos observar en la Figura 10.10, se necesitaran un total
de 14 pasos para la fabricacidon de las bolsas con el bioplastico. Algunos
equipos se vuelven a utilizar, como los reactores enzimaticos.
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Linaa de produccicn de bolsas

Sezado

Fsacckin enzimisco

Figura 10.10 Diagrama de proceso industrial para la generacién de bolsas de bioplasticos.

Conclusiones

El uso de residuos vegetales para la creacion de materiales biodegradables es algo
necesario, debido a el periodo que tardan los polimeros a base de petroleo en
degradarse es de 150 a 2500 afios en comparacién con los meses que tardan en
degradarse los biomateriales. Seria de gran utilidad poder emplear los residuos de
jitomate e incluso los jitomates que se consideran como residuos al sufrir dafio, ya
sea por factores fisicos o bioldgicos, los cuales se venden al minimo. Se recomienda
asociarse con una empresa productora de este fruto o que utilice el jitomate como
materia prima con el fin de emplear sus residuos como la cascara. Se recomienda
hacer la sintesis del biopolimero con la cutina de T. reesie experimentalmente para
comprobar los datos teoricos obtenidos en el “docking”. Se recomienda evaluar
los solventes organicos como el iso-octano y el éter dietilico, para determinar el
solvente adecuado para la estabilidad de la cutinasa en la reaccion de sintesis.
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