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Prélogo

La clencia de los alimentos se perfila hacia el desarrollo de nuevas tecnologias
que aseguren la calidad y seguridad de los alimentos, con un costo minimo en su
produccion y utilizando técnicas amigables con el medio ambiente. Hoy en dia
los avances en ciencia y tecnologia de los alimentos ha sorprendido al mundo,
permitiéndole encontrarse con una diversidad de conocimiento que se
transforma en formulaciones que se ofrecen a los consumidores, asimismo se
reconoce la importancia de la nutricién y buenos habitos alimenticios para el

bienestar integral de los individuos, incluyendo su salud.

En este contexto, en la actualidad es comun escuchar términos como
antioxidante, probidtico, funcional o sobre los componentes de los alimentos
(vitaminas, minerales, grasas omegas, entre otros), conceptos enfocados a la
salud del consumidor. Adicionalmente existen otros términos de importancia
como antiinflamatorio, anticancerigeno, antitumoral, osteoprotectores, y otros
mas que se investigan en muchas frutas, hortalizas, leguminosas y cereales, que
complementan la dieta humana. De igual forma, las fuentes de proteina animal
son temas de investigaciéon recurrente en funcién del procesamiento para
estudiar los cambios fisicos, quimicos, bioldgicos, estructurales y sensoriales,

orientados a disminuir efectos negativos en la salud.

Los conceptos antes mencionados abren un amplio panorama de nuevas
posibilidades para la elaboracién de alimentos que aunados con la trazabilidad
de los productos alimentarios permite asegurar su inocuidad y calidad. Por ello
es importante que existan espacios donde se muestren los avances cientificos y
tecnoldgicos que permitirian producir alimentos y bebidas que cumplan con las
demandas de calidad de los consumidores y de los mercados globales actuales, y
ademas garanticen la seguridad alimentaria a través de procesos productivos

sostenibles y eficientes, cubriendo la demanda.
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En este sentido, la presente obra es la compilacién de diversos trabajos de
Investigacion en clencia y tecnologia de los alimentos, que han sido realizados
por investigadores de distintas instituciones en México y otros paises de América.
En ella se establecen una serie de capitulos enfocados a diferentes tematicas que
se pueden abordar de forma indistinta en areas como: biotecnologia alimentaria,
Ingenieria y tecnologia de alimentos, quimica y bioquimica de alimentos, calidad
alimentaria, desarrollo e innovacion de alimentos, nutricién, alimentacién y
salud, ademas de seguridad alimentaria. Al interior de los capitulos se
encuentran investigaciones donde se desarrollan aspectos de extraccion,
purificacién, técnicas analiticas, formulacién, estudios cinéticos, caracterizacion,
entre otras, por lo que invitamos a los estudiantes y profesionales del area a
degustar una buena taza de café o chocolate rico en antioxidantes y de una

buena lectura.
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Reconocimiento

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia de México (CONACYT) por el
apoyo econémico brindado al IX Simposio Internacional de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos Dr. Mario Yanes Garcia a través del proyecto nimero 293005 en la
convocatoria 2018 del Programa de Apoyos para Actividades Cientificas,
Tecnolégicas y de Innovaciéon de la Direccién Adjunta de Desarrollo Cientifico. A
través del Simposio se gener6 la informaciéon de los capitulos presentes en esta

obra.
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Seccion 1.
Biotecnologia de
Alimentos
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Extraccién, purificacién y caracterizacién de fibroina y sericina de
fibras de seda (Capullos de Bombyx mori)

lAngeles-Jiménez, A.A., 'Aguilar-Arteaga, K.,*Castafieda-Ovando, A.,
’Gonzalez Olivares, L.G., Hernandez Martinez, V., Diaz-Batalla, L.

'Universidad Politécnica de Francisco I. Madero. Ingenieria Agroindustrial.
Domicilio Conocido s/n, Francisco I. Madero, 42660 Tepatepec, Hgo., México.
?Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. Area Académica de Quimica.

Laboratorio de Fisicoquimica de Alimentos ?Ciudad Universitaria, Carr. Pachuca-
Tulancingo km. 4.5, Mineral de la Reforma, Hidalgo. México. C.P. 42184. Tel: +52
(771) 7172000 ext. 2512, Fax: +52 (771) 717 2109.

e-mail: kaguilar@upfim.edu.mx

Resumen

La seda es una fuente de biopolimeros, utilizados en productos textiles; sin
embargo, en la actualidad se estan explorando otras aplicaciones para la sericina
y fibroina proteinas mayoritarias en la seda. En el presente proyecto, cuyo
objetivo es extraer, purificar y caracterizar a las proteinas de seda, se evaluaron
dos métodos de extraccion; el sistema abierto y en sistema cerrado. Se cuantifico
la concentracion de proteina en los extractos de sericina y fibroina utilizando
métodos espectrofotomeétricos de Biuret y Bradford, usando albumina como
estandar. Se determiné el porcentaje de nitrogeno total por el método Kjeldahl
en las fracciones extraidas. El mayor porcentaje de proteina se obtuvo a partir
del desgomado por sistema cerrado con un porcentaje de 78.86% en fibroina y
14.29% en sericina. Mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) se
obtuvieron microfotografias a 15 kV, a 15 mm de distancia y un rango de conteos
de 50 a 600.

Palabras clave: Bombyx mori, fibroina, sericina, proteina entomolégica.
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Abstract

Silk is a source of biopolymers, used in textile products; however, other
applications for the sericin and fibroin major proteins in silk are currently being
explored. The present project, which aims to extract, purify and characterize silk
proteins, evaluated two extraction methods; the open system and closed system.
The concentration of protein in sericin and fibroin extracts was quantified using
spectrophotometric methods of Biuret and Bradford, using albumin as standard.
The total nitrogen percentage was determined by the Kjeldahl method. The
highest percentage of protein was obtained from degumming by closed system
with a percentage of 78.86% in fibroin and 14.29% in sericin. By means of
Scanning Electron Microscopy (SEM), microphotographs were obtained at 15 kV,

a 15 mm distance and a range of counts from 50 to 600.

Keywords: Bombyx mori, fibroin, sericin, entomological protein.
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1. Introduccién

Hoy en dia el uso de empaques no biodegradables ha aumentado
significativamente los indices de contaminacién a nivel mundial (Rollandi, 2016).
Por tal razdn es necesario crear nuevas alternativas para combatir esta
problematica, a través de la investigacidbn en nuevos biomateriales que
favorezcan la biodegradacion de las materias primas empleadas. Algunos de
estos materiales pueden ser residuos agroindustriales cuyo aprovechamiento
necesita ser estudiado y evaluado para conocer su composicion, origen y calidad,
para que de esta manera se puedan determinar sus posibles aplicaciones (Henao
y Marquez, 2008). Estos residuos son desechados por la industria sericola, ya que
produce residuos que oscilan entre el 80% del peso total del capullo de gusano de
seda Bombyx mori (Nand y Viswanath, 1994), donde a partir de estos residuos

fibrosos se pueden extraer dos proteinas: sericina y fibroina.

La fibroina esta formada por un par de fibras paralelas, unida por una
capa de sericina en su superficie, representa entre el 70 y 80% del peso de las
fibras de seda, esta constituida principalmente por los siguientes aminoacidos:
glicina, alanina, serina y tirosina (Scheibel y Hardy, 2010). Presenta buenas
propiedades como  dureza, fuerza, firmeza, biocompatibilidad @y
biodegradabilidad (Duei et al.,, 2015) para ser utilizada en la fabricacion de
biomaterial en formas tan diversas como peliculas, esponjas, geles o andamios
celulares. Es importante mencionar que la fibroina puede ser combinada con
otros blopolimeros permitiendo mejorar caracteristicas fisicoquimicas. La
obtenciéon de esta proteina se realiza utilizando altas concentraciones de
soluciones salinas a través de un proceso de desgomado con carbonato de sodio
(Na2COs) el cual permite la separacion con la sericina, asi como el uso de altas
presiones y temperaturas, sometiendo las fibras de seda a un tratamiento en

autoclave.
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Por otro lado, la sericina es una proteina globular soluble en agua, se
obtiene como subproducto en el proceso de desgomado, constituye entre el 20 y
30% del peso de la fibra, es una proteina que se compone principalmente por
glicina, serina y acido aspartico. Las sericinas se clasifican en A, B y C de acuerdo
a su solubilidad. Las sericinas A y B se disuelven sencillamente en agua a una
temperatura cercana a 60 °C, mientras que la sericina C requiere temperaturas
de hasta 83 °C (Pandamwar y Pawar, 2004). Esta proteina por ser de bajo peso
molecular puede utilizarse en productos cosmeéticos para el cuidado del cabello y
la piel, también es utilizada para materiales biomédicos, biomembranas
funcionales, hidrogeles y en la elaboracion de fibras funcionales (Zhang, 2002).
Estudios han demostrado y evaluado otras propiedades de la sericina como su
capacidad antioxidante, antimicrobiana, su actividad para inhibir tiroxinasa.
También presenta funciones farmacolédgicas y anticoagulantes, ayuda a combatir
el cancer y acelerar la digestién (Alvarez, 2013). La sericina, al tener contacto con
agentes alcalinos, se hidroliza mediante un rompimiento en los enlaces
peptidicos y que a su vez da paso a la formacién de péptidos hidrosolubles (Ho et
al., 2012).

2. Materiales y Métodos

Para la extracciéon de sericina y fibroina se evaluaron dos meétodos
diferentes de desgomado a los que hemos denominado: sistema abierto y

cerrado.
2.1 Desgomado

Para realizar el desgomado en sistema abierto, se utilizdé 200 ml de Na,COs
al 0.01% y 5 g de seda nativa se calent6 a bano Maria a una temperatura de 80 °C
por una hora. Posteriormente se separaron por filtracién a vacio las fibras de
fibroina, lavando con agua destilada hasta que el pH de las aguas de lavado

fuera neutro. A continuacién, se secaron las fibras en un horno durante 1 h a 75
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°C, y se almacenaron en un desecador. A la solucién alcalina de sericina se le
eliminé la humedad en horno durante 72 h a 100 °C, se dejaron secar y se

almacenaron en desecador para analisis posteriores.

Por otra parte, el sistema cerrado consistid de los siguientes pasos. A 5 g de
seda nativa en base seca se le annadio 200 ml de agua destilada y se calentaron a
1 atm y 125 °C durante 15 min. Posteriormente se separaron por filtraciéon a vacio
las fibras de fibroina. Las soluciones sobrenadantes fueron también secadas en
hormo a 100 °C durante 72 h. Para ambos sistemas los experimentos fueron
realizados por triplicado, obteniendo los pesos de cada una de las fracciones para
posteriormente calcular los porcentajes de rendimiento de extracciéon de ambas

fracciones proteicas: fibroina y sericina.
2.2 Disolucién en medio bdsico de fibroina.

Con la finalidad de evaluar la solubilidad de la fibroina en medio acuoso,
se realizaron experimentos previos de solubilizacién, observando que, a pH
acidos y neutros, sin la adicion de sales, no existe una disolucion; sin embargo, a
pH alcalinos impuestos con NaOH si se logra solubilizar a las fibras de fibroina;
se evaluo el efecto que tiene el medio alcalino sobre la desnaturalizacion de la

proteina.
2.3 Determinacién de proteina mediante métodos espectrofotométricos

Para cuantificar el porcentaje de proteina en cada una de las muestras y
fracciones se utilizé el método espectrofotomeétrico de Biuret, midiendo a una A

de 540 nm y el método de Bradford a una A de 595 nm.

Para el método espectrofotométrico de Biuret se prepard la curva de
calibracion a partir de albumina de huevo en un rango de 0 y 10 ppm en medio
de NaCl al 1%, para ello se mezclé un volumen adecuado de la solucién madre
de albumina (100 ppm) y el correspondiente volumen necesario de NaCl, de

acuerdo con la Tabla 1. Para la determinacién en las muestras, se colocaron en
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cada tubo 800 pl, 900 pl y 1000 pl de muestra mas 3 ml de reactivo Biuret. Se
dej6 reposar en oscuridad durante 20 min. Posteriormente se mide la

absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro Uv-Vis.

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion por el método de Biuret.

pg ml* ( 2 4 6 8 10
(proteina) mgL* mg L* mgL* mg L* mg L

ml ( 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
(albimina)

ml . 24. 24 23. 23 22.
(NaCl 1%) 5 5 5 5

ml . 25 25 25 25 25
total 5

Para el método espectrofotométrico de Bradford se prepar¢ la curva patron
de albumina en un rango de 0 a 60 mg L* de tal manera que el volumen final en
cada tubo fue de 300 pul, se mezclé el volumen adecuado de la solucién madre de
albumina y el correspondiente volumen de agua destilada de acuerdo con la
Tabla 2.

Tabla 2. Preparacion de la curva patrén de Albtimina por el método de Bradford.

pg ml 1 2 3 40 5 6
! (proteina) 0 0 0 0 0
mg
m m m L? m m
gL’ gL’ gL’ gL’ gL’
ul 1 2 3 40 5 6

18



(albumina) 0 0 0 0 0

ul 2 2 2 260 2 2
(agua) 00 90 80 70 50 40

pl 3 3 3 300 3 3
total 00 00 00 00 00 00

Para la determinacién en las muestras, se coloco en micro tubos 100 pl,
200 pl y 300 pl de cada muestra mas 1 ml de reactivo Bradford. Se dejo reposar
durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se mide en un

espectrofotometro Uv-Vis a 595 nm.
2.4 Determinacién del contenido de Nitrégeno

Se cuantificé el porcentaje de Nitrogeno por el método Kjeldahl, para
poder estimar la cantidad y rendimientos de los métodos de extraccidon
evaluados, asi como la pureza de las proteinas obtenidas, en las muestras y
extractos obtenidos por los dos métodos evaluados para el desgomado. El

porcentaje de nitrégeno se calcul6 utilizando la Ecuacién 1.

%N E

_ (vol.de la muestra — vol del blanco)(0.1)(0.014) ¢l
B g de muestra

* 100

Los porcentajes de N en la muestra fue multiplicado por un factor de
conversion (6.25) para obtener el porcentaje de proteina presente en cada una de

las muestras analizadas.
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2.5 Caracterizacion estructural de las fibras de seda natva y fibroina

Para evaluar fisicamente la extraccion de sericina y verificar la ausencia de
este sobre las fibras de fibroina, se realizé microscopia electrénica de barrido
(SEM). Las microfotografias se obtuvieron a 15 kV, a 15 mm de distancia y un
rango de conteos de 50 a 600. También se tomaron espectros de infrarrojo con

trasformada de Fouriler (FTIR).
3. Resultados y Discusién

Evaluacién de la separacion de secirina y fibroina (Desgomado por ambos

métodos).

La etapa de desgomado permite retirar el recubrimiento de sericina,
proteina que representa alrededor del 30% del peso del capullo de seda y que
consiste en 18 grupos de amino acidos que contribuye con propiedades fisicas,
quimicas y biologicas tales como adhesion y proteccion hidréfoba, inconveniente
en la matriz de las particulas deseadas debido a su caracteristica aglomerante,
entre otros atributos de la sericina destacan la actividad antioxidante, supresion
de la oxidaciéon de lipidos e inhibicién de la actividad de la tirosina (Silva et al.,
2012).

La ausencia del recubrimiento de sericina en los filamentos de fibroina se
comprobd mediante Microscopia Electréonica de Barrido (SEM) donde las
microfotografias se obtuvieron a 15 kV, a 15 mm de distancia y un rango de
conteos de 50 a 600. En la Figura 1 se puede apreciar la diferencia entre las fibras
de fibroina desgomada en sistema abierto (A) y la fibra desgomada en sistema
cerrado (B). En (A) exhibe fibras con una superficie parcialmente irregular,
ademas de una capa superficial de aspecto laminar, dando mayor grosor, lo que
corrobora que la fibroina desgomada en sistema abierto aun tiene fibras
adheridas por la sericina. Por otro lado, en (B) muestra fibras individuales, mas

angostas y de superficie mas homogénea y regular.
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Figura 1. Microfotografias de las fibras de fibroina, (A) desgomadas en sistema abierto y, (B)
fibroina desgomada en sistema cerrado.

Un espectro de FTIR mostrado en la Figura 2 exhibe la banda caracteristica
de los enlaces hidroxilo (-OH) que aparece en un rango que va desde los 3570-
3200 cm?, dichos grupos se deben a su presencia en la treonina, serina y tirosina,
aminoacidos estructurales de la fibroina. Cabe resaltar que la banda se presenta
en una forma ancha pero definida. De igual forma se puede apreciar la banda
caracteristica del grupo funcional metileno que aparece en el rango que va de
2935-2865 cm y se presenta de forma estrecha y definida. La aparicion de dicha
banda se debe a las ramificaciones tanto de la alanina como de la glicina,

aminoacidos mayoritarios en la composicion de la fibroina.

Espectro FTIR para fibroina desgomada en sistema cerrado

-carbonilos
20 4 -N-H tipo amida
-OH

3950 3450 2950 2450 1950 1450 950 450
cm!

Figura 2. Espectro de FTIR para fibroina desgomada en sistema cerrado.
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La determinacion de la pureza de las dos fracciones proteicas, extraidas de
la seda nativa mediante los dos métodos evaluados, permitira establecer sus
caracteristicas, estabilidad, asi como su funcionalidad en diversas aplicaciones
alimenticias, que incluyen la fabricacion de materiales para empaque, hidrdlisis,
actividad antioxidante y antimicrobiana, entre otras. Las determinaciones de
nitroégeno total que se muestran en la Tabla 3, sugleren que la separaciéon de
sericina y la fibroina es mas conveniente por el método de autoclave, ya que
permite obtener un mayor porcentaje de N proteico en ambas fracciones
obtenidas, asi como eliminar la adiciéon de sales, que posteriormente tendrian

que eliminarse por microfiltracion o dialisis.

Tabla 3. Porcentaje de N proteico, ligado a las fracciones de proteina obtenidas de

seda nativa mediante dos métodos de desgomado diferentes.

Fracci %N (DER,
6n n=3)

SA 2.91 (3.89)

SMB 0.98 (10.10)

FA 12.25 (6.15)

FMB 13.00 (6.27)

SN 15.96 ()

SA: Sericina obtenida por autoclave, SMB: Sericina Obtenida
en sistema abierto y medio bdsico, FA: Fibroina obtenida en
autoclave, FMB: fibroina obtenida en medio bdsico y sistema

abierto y SN: seda nativa.
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Considerando el % de N total en SN, y los porcentajes calculados para las
dos fracciones obtenidas por ambos métodos, se puede observar que el % de N
para las fracciones obtenidas por autoclave se ajustan mejor si se considera que
la sumatoria debe ajustar al % de N en SN. Por otro lado, un mayor % de N en la
FMB confirma que la sericina no esta siendo removida en su totalidad de la
superficie de las fibras, lo cual fue observado mediante MEB y se muestra en las
microfotografias de la Figura 1. Por otra parte, el método de alta presion no
adiciona sales permitiendo la eliminacién del paso de microfiltraciéon de la
sericina y mayores porcentajes de pureza en las proteinas obtenidas por este

método.

Los métodos espectrofotométricos permitieron evaluar la concentraciéon de
proteina en las soluciones de sericina, asi como estimar la cantidad de proteina
en la fibroina disuelta en medio alcalino, y evidenciar la hidrolisis y pérdida de la
proteina en medio fuertemente alcalino. La Figura 3, muestra la curva de
calibracion desarrollada para la determinacién de proteina en solucion
utilizando el método Bradford, con una sensibilidad analitica de 0.0176 mg Lty

un coeficiente de regresion de 0.9971.

0.8

0.6 1

Abs U.A.

0.4 4

y =0.0176x + 0.0056
021 v R2 = 0.9971

0 10 20 30 40 50 60
mg L

Figura 3. Curva de calibracién obtenida para la cuantificacion de proteina en

solucion mediante el método Bradford.
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Utilizando el modelo lineal mostrado en la Figura 3, se calcularon las
concentraciones de proteina en solucidén alcalina de NaOH 2 M y fibroina
(después de su agitacion durante 24 h) extraida con autoclave y la solucién de
sericina obtenida también por autoclave. Las concentraciones calculadas fueron
de 46 mg L' y 4 mg L?, respectivamente. En el primer caso la concentracion
encontrada muestra un deterioro de la proteina fibrosa, indicando que, aunque
se logra su solubilizacién, en estas condiciones se hidroliza hasta sus
componentes mas basicos. Respecto al método Biuret mostro un coeficiente de
regresion inferior al 0.96, por lo que se descarté para su aplicacion en este

proyecto.

4. Conclusiones

El método mas apropiado para la separacion de sericina y fibroina, en las
condiciones evaluadas fue el método de autoclave, que contempla una
temperatura de 120 °C a una atm durante 15 minutos, mostrando mejores

porcentajes de N las fracciones proteicas obtenidas.

En medio altamente alcalino, se logra la solubilizacién de la fibroina; Sin
embargo se deteriora significativamente. Por lo que se recomienda otras

condiciones de solubilizacién e hidrolizado controlado.

La fibroina y sericina son proteinas con caracteristicas apropiadas para su

aplicacién en la industria alimentaria y tecnologia de alimentos.

Como perspectivas a este proyecto se buscara la solubilizacién y
purificacion de las fracciones proteicas, asi como la hidrolisis enzimatica de
ambas proteinas, cuantificacién de propiedades funcionales, texturales y

fisicoquimicas en general.
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Resumen

La melaza es un residuo que se genera principalmente durante el procesamiento y la
obtencién de azucar de cana, es utilizada para la elaboracion de piloncillo, también
conocido como panela, como aditivo en la alimentacién de ganado y ampliamente
utilizada en la industria de la fermentacion En este trabajo se evalu6 la producciéon de
biomasa de una levadura comercial y una cepa nativa aislada en una fermentacién
previa de granos de cacao en cajas. Las cinéticas de crecimiento se realizaron en
matraces Erlenmeyer utilizando melaza como fuente de carbono y sustrato principal.
Los medios se prepararon utilizando dos concentraciones de urea (U), 0.11y 0.22 g L*
y dos diferentes valores iniciales de pH, 4.5 y 6.0, con el fin de determinar las
condiciones mas adecuadas para obtener la mayor concentraciéon de biomasa. En
cada tratamiento se determinaron: grados brix, volumen celular empacado, y cuenta
de levaduras en placa. Los resultados obtenidos demuestran que ambas levaduras
pueden crecer en melaza y que las condiciones de pH, y urea favorables para ambas
fue de pH 4.5 y una concentracion de urea de 0.11 g L''. En estas condiciones el
comparativo del contenido de biomasa a las 16 h por el método de cuenta en placa,
mostraron que la cepa comercial alcanz6 una poblacién de 3400 UFC ml?, en tanto
que en el mismo tiempo la cepa nativa obtuvo 5400 UFC ml? A las 24 h la
concentracion de levaduras continu¢ siendo mayor en la cepa nativa que en la cepa

comercial. En esta ultima, se pudo observar crecimiento tipo diauxico, no



observandose este crecimiento en la levadura nativa. Al comparar la velocidad de
consumo de sustrato para las dos levaduras, mostré que el mayor valor lo presento la

levadura nativa.

Palabras clave: Levaduras, comercial, nativa, cinética, melaza.
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1. Introduccién

Las actividades humanas dedicadas a la transformaciéon de las materias
primas, tienden a generar residuos como parte de su produccién, los cuales sin
un tratamiento al ser desechados pueden generar un dano al medio ambiente
debido a su cantidad y origen. En Tabasco estos residuos son generados
principalmente durante el procesamiento de la leche para la elaboracién de
quesos y la elaboracion de azucar de cana (suero de leche y melaza), estos
residuos al no tener un aprovechamiento posterior son vertidos a los desagues

sin un tratamiento previo, generando un dano al medio ambiente.

El suero de leche es un liquido que deriva del proceso de produccion del
queso y de la caseina después de aplicar algunos procesos de separacién, este
fluido no tiene un tratamiento adecuado al ser desechado de una manera no
controlada, con base a esto, este residuo es altamente contaminante en los
mantos acuiferos en ciertas regiones del pais. Y no hay suficientes tecnologias
para la aplicacion del procesamiento de este contaminante. Ya que, de cada 10
litros de leche que se procesan para la elaboracién de queso alrededor de 7.2 y
8.5 litros se convierten en desecho como suero lactico. Tomando en cuenta que
tan solo en el ano 2017 se procesaron 164 mil 504 toneladas de productos

lacticos, de los cuales el mayor residuo es suero de leche.

Por otra parte, la melaza es el residuo de cristalizacién final del azucar,
describiendo este como un jarabe o liquido denso y viscoso. Esta es
comercializada en una escala pequena como alimento de rumiantes, debido a los
azlcares que esta contiene, también gracias a esto, puede ser aplicado a
procesos fermentativos para obtener productos. En el pais se produjeron 1.97
millones de toneladas de melaza tan solo en el anio 2016. Esta no es aprovechada
de una manera adecuada y por esta misma razéon los productores han buscado la

manera de disminuir su producciéon a un estimado de 500 toneladas al ano.



Por ello se plantea el aprovechamiento de estos residuos organicos ricos en
carbohidratos, como posible fuente de carbono para la obtencién de biomasa
como producto, a partir de una levadura comercial de Saccharomyces cerevisiae y
una cepa nativa extraida de una fermentaciéon de cacao. Con esto, se busca
generar una disminuciéon en el vertido de estos residuos a partir de un
tratamiento que permita obtener un producto de valor econdémico y generar a su

vez una contribucién al medio ambiente.
2. Materiales y Métodos
2.1 Acondicionamiento de las materias primas

El jugo de cacao se prepard, batiendo las semillas del cacao en agua

destilada, posteriormente se filtrd y ajusté a 5 °Brix

2.2 Técnicas microscopicas

Tincién en fresco

Se realiza un frotis tomando una gota de la muestra, fijandolo al calor.
Tincién de Gram

1. Se realiza la tincién del frotis previamente fijado al calor con cristal violeta

durante 1 minuto. Haciendo que las células se tinan de color azul-violeta.

2. Se anade la solucién de yodo lugol y se deja actuar durante 1 minuto. Para que

el cristal violeta se fije a las células.

3. Posteriormente se decolora brevemente con alcohol- acetona alrededor de 15
segundos. Las células Gram positivas permanecen color azul-violeta mientras

que las Gram negativas se decoloran.

4. Por ultimo, se tine con safranina durante 1 minuto. Las células Gram

negativas toman un color rosa o rojo.
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2.3 Analisis fisicoquimicos
Determinacion de grados Brix

Para ello se utilizé un refractometro digital. Previo a su uso se calibrd, con
agua destilada, colocando unas gotas sobre el prisma para obtener una lectura
de cero. Una vez verificada la lectura a cero °Brix. Se retird el agua con ayuda de

un pano suave.
Medicion del pH

Para tomar las lecturas del pH se utilizé pH-metro digital, el cual se calibra

en soluciones buffer a diferentes pH para lecturas mas precisas.
2.4 Técnicas microbioldgicas
Volumen empacado

Se toma una muestra concentrada con una pipeta Pasteur, y se anade a un
tubo Wintrobe, este se introduce a la centrifuga, previamente programada a
30,000 rpm durante 10 minutos, una vez transcurrido el tiempo se observa la

cantidad de sedimento obtenido.
Cuenta directa en camara de Neubauer

A un tubo de dilucién, se le anaden dos gotas de una dilucién de azul de
metileno, posteriormente se introduce el liquido por capilaridad entre la camara
y el cubreobjetos. Se observa la reticula al microscopio con el aumento

apropiado y se cuentan las células.
Cuenta en placa

Se preparan tubos de ensayo con 9ml de agua estéril. Se toma 1 ml de
muestra con una pipeta estéril, seguidamente se introduce en un tubo de ensayo

con 9 ml de agua estéril para obtener diluciones decimales 1:10, se agita en un
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vortex alrededor de 3-5 segundos. Posteriormente se toma 1ml de nuestra
dilucién 1:10 y se coloca en otro tubo con 9 ml de agua estéril, para obtener
nuestra dilucién 1:100 y asi sucesivamente hasta obtener todas las diluciones

necesarias.

Se anade 1 ml de la muestra liquida diluida en las cajas Petri, utilizando
una pipeta estéril. Se vierte 15 ml de agar papa dextrosa acidificado, fundido y
manteniéndolo a 45 °C en un bano maria. El tilempo transcurrido entre la
preparacion de la dilucidn primaria y el momento en que es vertido el medio de

cultivo, no debe exceder de 20 minutos.

Se mezcla cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a
1zquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en el sentido
contrario y seis de atras hacia adelante, sobre una superficie lisa. Se deja la
mezcla solidificar, dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal

fria.

Las cajas son invertidas y colocadas en la incubadora a 25 °C durante 24 h.
Posteriormente se cuenta el total de colonias, multiplicando el total por el
inverso de la diluciéon y se reportan, unidades formadoras de colonias por gramo

o mililitro (UFC g* o ml") de levaduras en agar papa-dextrosa acidificado.
3. Resultados y Discusién

Cinéticas de degradacion y crecimiento con las condiciones y pardmetros

establecidos

En la Figura 1 se puede observar los efectos de los tratamientos pH1N1,
pHIN2, pH2NT1 en los °Brix a través del tiempo, en las cinéticas realizadas con
melaza. Se especifica que se partid6 de una concentraciéon de grados brix
aproximadamente de 5, se logro registrar que a las condiciones con pH1 tuvieron

disminuciones notables a partir de las 8 h.
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= CCM (pH1N1)
—#—CCM (pH1N2)
e CCM (pH2N1)

CCM (pH2N2)

°Brix

0 4 8 12 16 20 24 28 h

Figura 1. Medicién de °Brix levadura comercial.

En la Figura 2 se observa que los tratamientos pHIN1, pHIN2 pH2N1, son
las que presentaron una disminucién de °Brix mayor en comparacion con el

tratamiento restante, siendo mas evidente a partir de la 12 h.

«t—CNM (pH1N1)
s CNM (pH1N2)
et CNM (pH2N1)

CNM (pH2N2)

°Brix

Figura 2. Medicion de °Brix levadura nativa.
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En la Figura 3 se observa que el tratamiento pHIN2 es la que presenta
mayor incremento de biomasa celular, es importante mencionar que en el
tratamiento pHIN1 hubo menos variacién y presenta un incremento de biomasa

considerable, no tan favorable como el tratamiento antes mencionado.

==g==CCM (pH1N1)
=== CCM (pH1N2)
w=p= CCM (pH2N1)

CCM (pH2N2)

28 h

Figura 3. Volumen empacado levadura comercial.
En la Figura 4 se muestra que el tratamiento pHIN1 es la que presenta

mayor incremento de la biomasa celular, seguida de la pHIN2 siendo esto

evidente a partir de 4 h.

—#— CNM (pH1N1)
s CNM (pH1N2)
4 wd CNM (pH2N1)
CNM (pH2N2)

mi/l

26 h

Figura 4. Volumen empacado levadura nativa.
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En la Figura 5 se puede observar que el tratamiento pHIN2 es la que
presenta mayor incremento de células ml* siendo esto evidente a partir de 4 h,

seguida de la pHIN1 en la cual se observa el incremento de células ml* en la

hora 8.

1200 |
———CCM (pHIN1)

1000 —#— CCM (pH1N2)
800 | s CCM (pH2N1)
2 CCM (pH2N2)
3600 -
0
[&]

400 &

200

il.a__/
04 : : :
0 4 8 1

2 16 20 24 28h

Figura 5. Cuenta directa levadura comercial.
La Figura 6 muestra que el tratamiento pH1IN2 es la que presenta mayor

incremento de células ml* evidente a partir de 12 h, seguida de la pH1INT1 en la

cual se observa el incremento de células ml? en la hora 8.

90 -

800 -

700

600 - —4—CNM (pH1N1)
% 500 - —=CNM (pH1N2)
S 400
E  —a—CNM (pH2N1)
3 300 -

200 | . \/ CNM (pH2N2)

0 4 8 12 16 20 24 28 h

Figura 6. Cuenta directa levadura nativa.
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En la Figura 7 se muestra que los tratamientos pH1N2, pH1N1 son las que
presentan un mayor incremento en las UFC ml? siendo esto evidente a partir de

las 8 h, manteniéndose en fase exponencial hasta el final de la cinética.

8000

et CCM (pHIN1)
= 6000 et CCM (pHIN2)
O CCM (pH2N1)
> 4000 CCM (pH2N2)

2000
o P—=C
0 10 20 30 h

Figura 7. Cuenta en placa levadura comercial.
En la Figura 8 se presenta que el tratamiento pH1N1 es la que presenta un

mayor incremento en las UFC ml?! a partir de las 8 h, manteniéndose en fase

exponencial hasta las 24 h.

10000

8000
«o—=CNM (pH1N1)

—s.CNM (pH1N2)

§ 6000
2 CNM (pH2N1)
o]
4000 CNM (pH2N2)
2000
on .
0 10 20 30 h

Figura 8. Cuenta en placa levadura nativa.
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Analisis estadistico para la seleccién de sustrato

La Tabla 1 muestra el comportamiento con respecto a la degradacion de

azucares de la levadura comercial y la levadura nativa en el medio de melaza.

Tabla 1. Tasa maxima en degradacion de azucares en ambas cepas.

Melaza gs

CcCM )
0.0233

CNM )
0.058

La Tabla 2 representa la velocidad maxima de crecimiento durante la fase
exponencial de volumen empacado de ambas cepas en el medio de melaza con

respecto al tiempo.

Tabla 2. Velocidad mdxima de crecimiento por volumen empacado en ambas

cepas.
Melaza . ¥
maxima
0.0
CCM
88
0.0
CNM
752
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Se puede observar en la Tabla 3 que el comportamiento de la levadura
nativa es similar al de la levadura comercial en el mismo método, ya que su

velocidad maxima de crecimiento celular es semejante.

Tabla 3. Velocidad mdxima en crecimiento células ml* en ambas cepas.

Melaza . H
maxima
0.0
CCM
605
0.0
CNM
459

De 1gual manera en la Tabla 4 encontramos la velocidad maxima de
crecimiento por las UFC ml' de levadura nativa y levadura comercial con

respecto al tiempo de incubaciéon en el medio de melaza.

Tabla 4. Velocidad madxima en UFC/ml en ambas cepas

Melaza . H
maxima
0.1
CCM
808
0.0
CNM
502
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4. Conclusiones

Al hacer la seleccion de levaduras nativas extraidas de una fermentacion
de cacao, se observd que la cepa CL9 presento mejor rendimiento tanto en tubos
como en pruebas de fermentacién, es por eso que, esta cepa fue la que se utilizé

para experimentos posteriores.

Después de la seleccion de levadura nativa, el sustrato necesario para la
fermentacién como fuente de carbono y a los resultados analizados, se puede
determinar que la melaza es un residuo organico no aprovechado que favorece el
crecimiento no solo de la levadura comercial de Saccharomyces cerevisiae, sino
también de levaduras nativas. No obstante, cabe mencionar que se logrd el
crecimiento en el suero de leche, sin embargo, este crecimiento no fue mayor al

obtenido con la melaza.

En cuanto a los valores de pH y concentraciéon de urea agregados a la
melaza como fuente de carbono, para encontrar condiciones o6ptimas que
favorecieran el crecimiento de ambas cepas, se encontré que las condiciones
favorables son pH 4.5 y concentraciones de urea de 0.11 gL'y 0.22 g L' (pHIN1y
pHIN2). Sin embargo, cabe destacar que la cepa de levadura comercial obtuvo
mayor crecimiento aplicando ambas condiciones con pH1 obteniendo hasta 6000
x 10 UFC ml?y ambas concentraciones de urea, y la cepa nativa 8000 x 10° UFC

ml=.
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Resumen

El uso inadecuado de los plaguicidas con el fin incrementar la productividad
de los cultivos favorece la presencia de sus residuos en las frutas y vegetales frescos,
afectando de esta manera la salud de los consumidores. Por consiguiente, diversos
paises y organizaciones han establecido el Limite Maximo de Residuo (LMR) de un
plaguicida con el fin de monitorear su contenido en las frutas y vegetales para su
comercializacion. Este monitoreo incluye la utilizacién de métodos analiticos para la
identificacién y/o cuantificacion de plaguicidas. El objetivo del presente trabajo fue
determinar los residuos de Az, Sz y Pz en 10 muestras de frutas y vegetales frescos
procedentes de tres supermercados (S1, S2 y S3) en Tabasco, utilizando el método
LSE-SPE-HPLC. Este método permiti6 cuantificar residuos de clorotriazinas a niveles
de concentracion superiores a 0.005 ppm. La Az se manifesté con mayor frecuencia
en el total de muestras analizadas, prestandose los niveles mas altos en cana de
azucar y elote (0.15 y 0.13 ppm, respectivamente), cuyos valores son menores al LMR
establecidos a nivel nacional. El tomate, la cebolla y el pimiento fueron los vegetales
que registraron un valor de frecuencia menor en residuos de clorotriazinas. Las
muestras procedentes del S3 presentaron niveles trazas de las tres clorotriazinas.
Las muestras de vegetales y frutas estudiados cumplen con los valors del LMR de Az,

Sz y Pz, establecidos tanto por la CICLOPLAFEST como el Codex Alimentarius.

Palabras Clave: Clorotriazinas, Frutas, Vegetales Frescos, HPLC, SPE



Abstract

The improper use of pesticides in crops in order to increase their
productivity favors the presence of their residues in fresh fruits and vegetables,
thus affecting the health of consumers. Therefore, several countries and
organizations have established the Maximum Residue Limit (MRL) of a pesticide
in order to monitor its content in fruits and vegetables for commercialization.
This monitoring includes the use of analytical methods for the identification and
/ or quantification of pesticides. The objective of the present work was to
determine the residues of Az, Sz and Pz in 10 samples of fresh fruits and
vegetables from three supermarkets (S1, S2 and S3) in Tabasco, using the LSE-
SPE-HPLC method. This method allowed the quantification of chlorotriazine
residues at concentration levels higher than 0.005 ppm. The Az occurred more
frequently in the total samples analyzed, with the highest levels in sugar cane
and corn (0.15 and 0.13 ppm, respectively), whose values are lower than the MRL
established at the national level. The tomato, onion and pepper were the
vegetables that registered a lower frequency value in chlorotriazine residues.
Samples from S3 showed trace levels of the three chlorotriazines The samples of
vegetables and fruits studied comply with the MRL values of Az, Sz and Pz,
established by both the CICLOPLAFEST and the Codex Alimentarius.

Keywords: Chlorotriazines, Fresh Fruits, Fresh Vegetables.
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1. Introduccién

Las frutas son una fuente natural de vitaminas y minerales. Una raciéon de 3
a 4 frutas aporta una gran cantidad y variedad de vitaminas y minerales
principalmente vitamina C, la cual es esencial para el organismo ya que éste no la
sintetiza. Las frutas hidratan el organismo rapidamente, asi mismo, ayudan al
correcto funcionamiento del aparato digestivo. El consumo de frutas facilita el
drenaje de liquidos, ademas de que aportan fibras vegetales solubles. Las frutas
no aportan grasas pero si una gran cantidad de antioxidantes naturales. Por otra
parte, las hortalizas son de gran importancia para la alimentacién y buena
nutricion de las personas. Sus hojas, frutos, raices, tallos y flores son consumidos
para satisfacer las necesidades del organismo, por su alto contenido de minerales,
vitaminas y proteinas que contribuyen a mejorar y mantener una buena salud.
Las hortalizas son muy importantes ya que proveen de energia al organismo,
ademas de que proporcionan proteccién al cuerpo contra ciertas enfermedades
(FAO, 2011).

Sin embargo, el uso de plaguicidas en los cultivos de frutas y verduras ha
traido consigo un efecto adverso en la salud humana, debido a que su mal manejo
propicia la presencia de sus residuos en los productos de la cosecha y afecta de
una manera negativa la calidad de los mismos. Aunque el uso de plaguicidas ha
generado muchos beneficios en la producciéon agricola a nivel mundial, el mal uso
de los mismos ha producido diferentes formas de contaminacién ambiental que a
su vez afectan a los productos agricolas por la acumulacién de sus residuos
(Guerrero, 2003; Pierre y Betancourt, 2007). Este uso inadecuado, tiene relacion
con la acumulacion de residuos en el producto cosechado, afectando
negativamente su calidad alimenticia y su seguridad toxicologica, ademas de la

salud de los consumidores (Pierre y Betancourt, 2007).

Un plaguicida “es cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina
a controlar cualquier plaga, incluidos los vectores que transmiten enfermedades

humanas y de animales, las especies no deseadas que causen perjuicio o que



interfieran con la produccion agropecuaria y forestal, por ejemplo; las que causan
dano durante el almacenamiento o transporte de los alimentos u otros bienes
materiales, asi como las que interfieran con el bienestar del hombre y de los
animales que ocasionan un dano duradero u otras que interfleren con la
produccién, procesamiento, almacenamiento, transporte y comercializacién de
los alimentos” (COFEPRIS 2015; FAO, 2002). Los plaguicidas usados en el sector
agricola para la produccién de alimentos son un conjunto de sustancias con
caracteristicas variadas y se distinguen principalmente dos grupos: el primero
definido por el organismo sobre el cual actian (insecticidas, herbicidas,
acaricidas, fungicidas, raticidas, etc.), y el segundo, se sustenta en la estructura
quimica del plaguicida (organoclorados, organofosforados, carbamatos, acidos
carboxilicos, piretroides, amidas, anilinas, fenoles, imidas, aminas entre otros

(Badil y Landeros, 2007).

Dentro de los plaguicidas mayormente utilizados por los agricultores de los
Estados Unidos y México se encuentran los herbicidas, empleados para el control
de malezas en los cultivos. Los herbicidas son una mezcla de sustancias
destinadas a matar o inhibir el crecimiento de plantas que son consideradas
indeseables, entre ellas las denominadas malezas o malas hierbas que afectan la
calidad de los cultivos. Existen varios tipos de herbicidas: los residuales que
persisten por mucho tiempo; los no residuales que actian sobre las plantas
expuestas y su efecto no es persistente; los sistémicos que se traslocan dentro de
la planta; los de contacto que actiian en un punto de contacto donde ejercen su
efecto y no se traslocan, los selectivos que atacan a grupos particulares de plantas
y, por ultimo, los no selectivos los cuales actuan sobre todo tipo de plantas
(Mendoza, 2011; Miranda-Cruz, 2010).

Las triazinas son los herbicidas que se utilizan con mayor frecuencia en el
control de malezas durante el cultivo de hortalizas, frutas, raices y semillas;
siendo las de mayor uso comercial las triazinas simétricas que se caracterizan por
su baja solubilidad en agua. En condiciones normales de almacenamiento son

estables; se hidrolizan en medio alcalino o acido a temperaturas elevadas; por lo
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general, son compuestos débilmente basicos, poco solubles y de baja polaridad,

estables tanto en estado s6lido como en disoluciéon (Gutiérrez, 2015).

Los herbicidas triazinicos se emplean en las etapas de pre y postemergencia
de los cultivos de cania de azucar, maiz, pina, platano, naranja, avena, cebada,
esparrago, lenteja, papa, sorgo, zanahoria, chicharo, tomate y trigo, entre otros
(Flores, 2000). Estan considerados como productos fitosanitarios utilizados para
controlar especies vegetales no deseadas por su impacto negativo en la
produccion y rendimiento. La actividad mas importante de las triazinas es la
destruccion de plantas en los primeros estados de desarrollo, de diez a quince dias
después de la germinacién, y destruyen una amplia gama de hierbas, tanto

anuales como perennes (EPA, 2015).

La contaminacion de alimentos por plaguicidas, la mayoria de veces, es
causada por un mal manejo en las etapas finales del desarrollo de los productos
agricolas, durante su almacenamiento, transporte y/o procesado (Idrovo, 1999;
Guerrero, 2003). La presencia de sus residuos en los alimentos se debe
principalmente al uso indiscriminado de éstos en la agricultura y, porque su
eliminacién depende de diversos factores como el crecimiento propio del vegetal,
la accion de agentes atmosféricos como la lluvia y el viento, su grado de
solubilidad y volatilidad, el tipo de degradacion quimica que sufra y la naturaleza
quimica del propio plaguicida, asi como la importancia de considerar el
cumplimiento del intervalo de seguridad recomendado (Ortiz et al., 2003; Pérez et
al., 2013).

Los residuos de pesticidas son pequenas cantidades de pesticidas o
subproductos de su degradacion que permanecen y se acumulan en los alimentos
recolectados o almacenados, de tal forma que al ser ingeridos en grandes
cantidades por el ser humano pueden afectar su salud. El 85% de los alimentos no
contienen residuos de pesticidas y los que si contienen, se presentan en
cantidades muy bajas y supuestamente seguras para los consumidores. Por
consigulente, dado que el consumo de alimentos con residuos de plaguicidas

constituye un peligro para la salud humana, la Comisién del Codex Alimentarius
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(a través del Comité de Residuos de Plaguicidas), la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion (FAO)
han estudiado la toxicidad de los plaguicidas en los alimentos y han establecido el
Limite Maximo de Residuos (LMR) de plaguicidas en ellos a través de un programa
conjunto de normas alimenticias. El LMR es la concentracion maxima de residuos
de plaguicidas expresada en miligramos de sustancia quimica por kilogramo de
producto (mg/kg) o partes por millon (ppm) para que se permita legalmente su
uso en la superficie o la parte interna de los productos alimenticios para consumo

humano y piensos.

De igual forma, diversos paises realizan sus propios estudios toxicologicos
para establecer los LMR que deberan cumplir los productos agricolas que ingresen
a sus mercados (Codex Alimentarius, 2016; Miranda; 2006). Los alimentos que
cumplen los LMR se consideran toxicolégicamente aceptables (Badii y Landeros,
2007). Para conocer el contenido de un plaguicida o sus residuos en un alimento es
necesaria la implementacion de meétodos y técnicas analiticas que permitan
cuantificar los residuos de estas sustancias y compararlos con los valores de LMR
establecidos por la legislacién correspondiente. La mayoria de los métodos para la
determinacién de residuos de plaguicidas en alimentos constan de tres etapas
principales: la primera que consiste en la preparacién de la muestra, la cual es
crucial para obtener resultados precisos; la segunda etapa que corresponde a la
extraccion y concentracion del analito de interés. Ambas etapas ocupan
aproximadamente el 60% del tiempo de analisis; y la tercera etapa referida a la
deteccidn y/o cuantificacion del analito por la técnica analitica seleccionada. Para
realizar la seleccion de una metodologia es necesario considerar como principales
criterios que el método sea facil, rapido, de bajo costo y muy eficaz y sobre todo
para una amplia aplicacién de matrices (Pérez et al., 2013).

Los métodos comunmente empleados en la extracciéon de analitos
corresponden a extracciéon solido-liquido (LSE) mediante el empleo de solventes
organicos auxiliado de agitacién o ultrasonido, donde se trabaja tanto con la fase

acuosa como con la organica; esta etapa puede repetirse de una a tres veces
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juntando las fases correspondientes; extraccion en fase solida (SPE) y
microextraccion en fase sélida (SPME). Con relacién a la limpieza de la muestra en
muchas ocasiones se realiza extraccion liquido-liquido (LLE) seleccionando
cuidadosamente el solvente a emplear, o bien fases soélidas con distintos
polimeros, y con menor frecuencia extraccion liquida con membranas (MLE) y
microextraccion en fase soélida (SPME). Finalmente, para el proceso de
preconcentracion de la muestra, la mayoria de las veces se recurre la SPE o bien

por evaporacion a sequedad (Miranda-Cruz et al., 2010).

Actualmente, existe una amplia gama de técnicas analiticas que permiten
la identificaciéon y cuantificacién de los principios activos de los plaguicidas
utilizados comunmente en diversos cultivos, sin embargo, la mayoria de ellas son
costosas o requieren de equipos costosos y sofisticados. En diversos casos, la
1dentificacion y cuantificacion de los analitos (triazinas) se ha realizado mediante
el empleo de patron interno y/o mediante curvas de calibracion, respectivamente
(Rodriguez-Gonzalo et al., 2009). En particular, para el analisis de triazinas en
muestras alimentarias, se han descrito métodos basados en cromatografia liquida
con dos sistemas de deteccion: ultravioleta/visible HPLC-UV/VIS y espectrometria
de masas LC-MS. También se han utilizado distintos métodos basados en
reacciones heterogéneas antigeno-anticuerpo con anticuerpos unidos a una
enzima (ELISA). Otras técnicas también descritas son las de cromatografia de
gases con analizadores de masas o detectores de fotometria de llama (GC-FTD) y

las de cromatografia en capa fina (TLC).

En México, aun no existen metodologias establecidas o reguladas para la
determinacién de plaguicidas triazinicos en hortalizas, por lo que en muchas
ocaslones se siguen las establecidas por la Agencia de Proteccién Ambiental (EPA)
de los Estados Unidos. Cualquiera que sea la técnica analitica utilizada, se
necesita de una etapa de “acondicionamiento de la muestra”, que incluye
extraccion, eliminacién de interferentes (limpieza) y preconcentracion. Para
desarrollar esta etapa es necesario conocer las caracteristicas fisicoquimicas del

analito (Miranda-Cruz et al., 2010).
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2. Materiales y Métodos

2.1 Seleccién de supermercados y frutas y vegetales frescos.

Los tres supermercados comerciales (S1, S2 y S3) seleccionados son
representantes en la venta de frutas y vegetales frescos, en el municipio de
Centro, Villahermosa, Tabasco. La seleccién de frutas y vegetales frescos se
realizé con base en la demanda del producto, el uso autorizado del grupo de
herbicidas de las clorotriazinas utilizadas en los distintos cultivos (CICOPLAFEST,
2016) y lo reportado en investigaciones previas. Las frutas y vegetales frescos
seleccionados fueron: cana de azucar, maiz, naranja, papa, apio, tomate, cebolla

y pimiento (estos tres ultimos se incluyeron por su alto consumo per capita).

2.2 Herbicidas estudiados
Atrazina (Az), propazina (Pz) y simazina (Sz).
2.3 Reactivos y materiales

Los solventes organicos utilizados fueron: acetonitrilo (ACN) y metanol
(MeOH) de grado HPLC, marca comercial Merck (Darmstadt, Alemania) y agua
UHQ (ultra high quality) adquirida en Merck. La Az, Sz y Pz se adquirieron en
Sigma-Aldrich, marca Riedel de Han (Hannover, Alemania), con un porcentaje
minimo de pureza superior al 98%. Las soluciones madre de cada herbicida se
prepararon en metanol (MeOH) a una concentraciéon de 100-500 mg/L y se
almacenaron a 4 °C en frascos ambar herméticamente cerrados. Como material
de SPE se utilizé una fase sélida de una mezcla de polimeros denominado Oasis
MCX®, marca Waters (Milford, EEUU). Se utilizé como patrén estandar interno a
la Ametrina (Am), cuya solucién madre se prepard en metanol (MeOH) a una
concentracion de 100 mg L' y se almacendé 4 °C en un frasco ambar

herméticamente cerrado.
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2.4 Toma de muestras y almacenamiento:

Se obtuvo una muestra representativa con un muestreo aleatorio simple, y
el nimero de unidades correspondié a lo indicado en el método de muestreo
para la determinacion de residuos de plaguicidas del CAC/GL 33-1999 y en el
Manual Técnico de Muestreo de Productos Agricolas para Determinacion de
Residuos de Plaguicidas (2014). El etiquetado de muestras se realizd con base en
los elementos necesarios indicados en el Manual Técnico de Muestreo de
Productos Agricolas para la Determinacién de Residuos de Plaguicidas de
SAGARPA-SENASICA (2014). Después de recolectar las frutas y vegetales frescos
y etiquetarlas, éstas se colocaron en una nevera y fueron trasladadas al

Laboratorio para su almacenamiento a 4 °C y posterior analisis.
2.5 Tratamiento de muestras para la extraccion de analitos

Cada muestra se procedié a su trituracion mediante el empleo de una
licuadora, marca comercial Moulinex Classic Metallic, a una velocidad media
indicada con el numero 2. Esta muestra molida se dividié en 10 submuestras, a
partir de las cuales se constituy6é una muestra de 100-200 g, y a partir de esta
ultima submuestra se pesaron 5 g para proceder al proceso extraccion-limpieza-

preconcentracion.
2.6 Extraccion sélido-liquido (LSE) asistida por ultrasonido

Se utilizoé el método propuesto por Rodriguez-Gonzalo et al. (2009); y por
cada muestra se realizaron tres repeticiones. Cada muestra se colocé en un tubo
de centrifuga con tapa de 45 ml de capacidad y se le adicionaron 15 ml de agua
ultrapura, colocandose la tapa para proceder a la extraccion en el bano de
ultrasonido (Branson, Serie MH, Mod. 3800) por 10 minutos a una temperatura
entre 25-30 °C. Transcurrido el tiempo, a cada muestra se le adicion6 10 ml de
solucion extractante diclorometano/acetona/n-hexano (1:1:1 v/v) y se colocaron

nuevamente en el ultrasonido por otros 10 minutos. Una vez concluido el tiempo
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de extraccion en ultrasonido se procedi¢ a la separacion de las fases liquidas
(organica y acuosa), y la fase soélida mediante la centrifugacién a 17776 g por 10
minutos en una Centrifuga Multiuso 5810/R de Eppendorf; el sobrenadante de la
fase acuosa se colectd con la ayuda de una pipeta pasteur en un recipiente para
su desecho. La reproducibilidad y precision del método de extraccion se realizd
mediante el enriquecimiento de las muestras de frutas y vegetales frescos con

una solucion estandar de las clorotriazinas a una concentracion de 0.05 ppm.
2.7 Extraccion en fase solida (SPE)

La fase organica se adicion6 por gravedad a los cartuchos Oasis MCX,
colocados sobre un colector Vac Elut 20 bajo vacio durante 10 min a 20 mm Hg (1
mm Hg = 133.322 Pa). La elucién de los componentes retenidos se realizd con 4
ml de una mezcla de hidroxido de amonio/MeOH (15:85 v/v) y se colectd en un
vial de vidrio de 4.5 ml con tapa. Los extractos se llevaron a sequedad bajo una
corriente de nitrégeno y bano maria a temperatura de 40-50 °C. se empled como
fase so6lida un Oasis MCX de Waters previamente acondicionado, a través del
cual se pasd la fase organica obtenida y el extracto resultante se evapord a

sequedad.

2.8 Deteccién por HPLC

El extracto seco se reconstituy6 con 2 ml de ACN/MeOH (50:50 v/v), y una
alicuota de 20 ulL se utilizd6 para su inyecciéon en el equipo de HPLC
SpectraSYSTEM P4000 (Florida, USA), equipado con un detector UV-DAD-6000LP,
una bomba de vacio para desgasificar SpectraSYSTEM y un sistema de inyeccién
manual. Se registraron las senales de absorbancia de 200 a 300 nm. La fase movil
empleada fue acetonitrilo (ACN)-0.005 M de tampoén fosfato (pH 7.2), el gradiente
de elucién inicio con 2.0% de ACN que aumento linealmente en 15 minutos a
45%, en 30 minutos a 50%, después en 2 minutos regreso a las condiciones

iniciales. La columna se equilibré durante 5 minutos y el caudal empleado fue de
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1.0 ml/min. La columna empleada fue una Spherisorb S5 ODS2 de 4.0 mm X 250
mm empaquetada con particulas de 5 um de octadecil-silano, adquirida a
Waters (Milford, MA, USA). La temperatura de la columna fue la temperatura
ambiente. La senal analitica empleada fue el area del pico (PA) normalizado
contra un patrén interno.

3. Resultados y Discusién

Los supermercados donde se llevo a cabo el muestreo fueron seleccionados
de acuerdo a la afluencia de personas que acuden a ellos; se omite el nombre de
los mismos a peticion de los involucrados (Supermercado 1, S1, Supermercado 2,
S2 y Supermercado 3, S3). Las frutas y vegetales frescos de estudio seleccionados
fueron: cana de azucar, maiz (elote), naranja, papa, apio, tomate, cebolla y
pimiento, con base en el uso de triazinas en la produccién de dichos cultivos
(CICLOPPLAFEST, 2016), su consumo per capita (SIAP, 2016) y los residuos de
estos herbicidas reportados por otros autores. Se realizaron dos muestreos con
base en los meses indicados en la Tabla 1 y Tabla 2; asimismo se indica la

nomenclatura empleada en la identificacién de muestras.

Tabla 1. Identificacion de muestras para el primer muestreo.

Fruta y/o vegetal Mes S1 S2 S3
fresco

Cana de azucar Enero CA- CA- CA-
M1-S1 M1-S2 M1-S3

Maiz (elote) Mayo MA- MA- MA-
M1-S1 M1-S2 M1-S3

Naranja Marzo NA- NA- NA-
M1-S1 M1-S2 M1-S3
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Papa Enero PA- PA- PA-
M1-S1 M1-S2 M1-S3
Papa Marzo PA- PA- PA-
M2-S1 M2-S2 M2-S3
Apio Enero AP- AP- AP-
M1-S1 M1-S2 M1-S3
Tomate* Enero TO- TO- TO-
M1-S1 M1-S2 M1-S3
Cebolla* Enero CE- CE- CE-
M1-S1 M1-S2 M1-S3
Pimiento* Enero PI- PI- PI-
M1-S1 M1-S2 M1-S3
Supermercado 1, S1, Supermercado 2, S2 y Supermercado 3, S3.
Tabla 2. Identificacion de muestras para el seqgundo muestreo.
Fruta y/o vegetal Mes S1 S2 S3
fresco
Cana de azucar Julio CA- CA- CA-
M2-S1 M2-52 M2-53
Maiz (elote) Octu MA- MA- MA-
bre M2-51 M2-52 M2-S3
Naranja Novi NA- NA- NA-
embre M2-S1 M2-S2 M2-S3
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Papa Julio PA-M3- PA- PA-
S1 M3-S2 M3-S3

Apio Julio AP-M2- AP- AP-
S1 M2-S2 M2-S3

Tomate Julio TO- TO- TO-
M2-S1 M2-S2 M2-S3

Cebolla Julio CE-M2- CE- CE-
S1 M2-S2 M2-S3

Pimiento Julio PI-M2- PI-M2- PI-
S1 S2 M2-S3

Supermercado 1, S1, Supermercado 2, S2 y Supermercado 3, S3.

Para verificar la reproducibilidad y precisiéon del método se doparon las
muestras en estudio con Az, Sz y Pz (0.01 ppm) y se procedi¢ a aplicar el método
LSE-SPE-HPLC. Con base en los cromatogramas obtenidos no se presentaron
interferentes, mostrandose muestras limpias durante su analisis por HPLC; por
lo tanto la metodologia no requirid6 de modificacién alguna en sus distintas
etapas para la obtenciéon de los analitos en estudio. Los porcentajes de
recuperacion de Az, Pz, y Sz en las muestras dopadas fueron superiores al 95%,
con coeficientes de variacion inferiores al 15 o 20% para la mayoria de las
analitos y %RSD inferiores al de rechazo (%RDS=2.5).

En la Tabla 3 y 4 se muestran los resultados de la cuantificacién y/o
deteccidon de Az, Pz y Sz en las frutas y vegetales frescos estudiados para los dos
muestreos y tres supermercados. Con base en los datos reportados se observa

que las muestras correspondientes al primer muestreo y para los tres
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supermercados (Tabla 3) presentaron los valores mas altos de residuos de Az con
respecto al segundo muestreo (Tabla 4), con oscilaciones entre 0.01 mg L*a 0.15
mg L? seguida de la Sz y Pz. También en el primer muestreo se manifiesta un
mayor numero de muestras con deteccion de clorotriazinas, incluyendo las
muestras con presencia de trazas de estos herbicidas. Con base en el total de
muestras procedentes de los tres supermercados, el S3 presenté un mayor
numero de muestras con residuos de clorotriazinas, incluyendo las muestras con
niveles de trazas; mientras que las muestras del S1, mostraron una menor

deteccidn de residuos de clorotriazinas.

Tabla 3. Contenido de clorotriazinas en frutas y vegetales frescos estudiados en el

primer mes de muestreo.

M Superm Superm Supermerc
uestra ercado 1 ercado 2 ado 3
¥y 4 Yy 4 ¥y 4 ¥y 4 ¥y 4 ¥y 4 z z 4
d--------------- ppm--—---—-=-=-------- >
Cc

A-M1-S1 15 d .01 d d .01 A1 d .05

M
A-M1-S1 C d c 13 d d C d C

N
A-M1-S1 .02 d d C d C .01 d d

P

A-M1-S1 d d d d d d d d d

A-M2-S1 .01 d d .02 d d C d d
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P-M1-S1 d d d d C d d d C

0-M1-S1 d d d d d d C d d

E-M1-S1 d d C C C d C d d

Pl
-M1-81 C d d d d C d C d

NC= No cuantificable por el método; nd=No detectado. (n=3 por

cada muestra).

Tabla 4. Contenido de clorotriazinas en frutas y vegetales frescos estudiados en el

segundo mes de muestreo.
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M Super Superm Super
uestra mercado 1 ercado 2 mercado 3
z z z z z z z z z
A------- - m - - ppm ---------------- >
C

A-M2- d4d d 01 12 d d 05 d d
S1

A-M2- d4d d d d d .01 C d C
S1

A-M2- d d C d d d C d d
S1



A-M3- d C d C d d d 01 d
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NC= No cuantificable por el método, es decir trazas; nd=No detectado. (n=3

por cada muestra).

En la Figura 1 se muestra el contenido maximo (ppm) de clorotriazinas
encontrado para cada fruta y vegetal fresco estudiado, considerando los tres
supermercados y los dos meses de muestreo, con el fin de indicar los valores
maximos que se registraron de estos herbicidas en el presente estudio. Como se
puede observar la cana de azucar y el maiz fueron las muestras que presentaron
mayor cantidad de residuos de clorotriazinas (0.15 ppm y 0.13 ppm,
respectivamente); la naranja y la papa presentaron la misma cantidad de
residuos de clorotriazinas (0.02 ppm) y, por ultimo, el tomate, la cebolla y el

pimiento fueron los vegetales que menor cantidad de residuos de clorotriazinas
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presentaron (0.01 ppm cada uno); mientras que en el caso del apio no se detecto

la presencia de estos herbicidas.

0.20 -
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0.16 { 0.15
0.14 - 0.13
D012
g o0
£ 0.08 -
g 0.06 -
0.04 -
0.02 dh- 00 001 001 0.01
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CA MA NA PA AP TO PI CE
Fruta ylo vegetal fresco

Figura 1. Contenido madximo (ppm) de clorotriazinas encontrados en las
frutas y vegetales frescos estudiados. [Para N= 18 por cada muestra
considerando los tres supermercados y los dos muestreos. (CA = cafa de
azucar, MA = maiz (elote), NA = naranja, PA = papa; AP = apio; TO = tomate,
CE = cebolla, PI = pimiento). NC: No cuantificable.

En la Figura 2 se muestra la frecuencia porcentual de la presencia de
residuos de clorotriazinas en las muestras estudiadas procedentes de los tres
supermercados. El 51.0% de las muestras estudiadas presentaron residuos
cuantificables de Az, el 29.4% presento trazas de este herbicida y el 19.6% de las
muestras no se detecto. El contenido de residuos de Az en las frutas y hortalizas
estudiadas puede ser debido a diversas causas, entre ellas el uso inadecuado de
esta clorotriazina en las practicas agricolas durante el establecimiento,
desarrollo y producciéon de los cultivos, en particular durante la produccién de
cana de azucar y maiz. Con relacién a la Pz, el 13.7% de las muestras
procedentes de los tres supermercados manifestaron la presencia de residuos de
esta clorotriazina, el 13.7.0% trazas y 2.0% valores entre el 0.005 al 0.15%,

mientras que en el 84.3% no se encontraron residuos de Pz. En cuanto a la Sz, el
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13.7% de las muestras analizadas presentaron residuos de

trazas y en el 68.6% de las muestras estudiadas no se detecté.

simazina, el 17.6%
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Figura 2. Frecuencia relativa porcentual del contenido de Az, Sz y

Pz que presentan las muestras de frutas y vegetales frescos estudiados.

N= 51 por cada muestra considerando los tres supermercados y los dos

muestreos. (NC=trazas, nd=no detectada,.

De acuerdo con Garcia y Percy

(2011),

las clorotriazinas fueron

desarrolladas para su aplicacién en la etapa de pre-emergencia y/o post-

emergencia, v la causa principal de la presencia de residuos de Az yv Sz en las
g y p p p y

frutas y vegetales frescos se debe a que la mayor aplicacién de clorotriazinas se

realiza en la etapa de post-emergencia.

En la Figura 3 se muestra un analisis de la frecuencia relativa porcentual

de la presencia de las clorotrizazinas estudiadas por cada supermercado; en esta

Figura se observa que el 58.8% de las muestras procedentes del S1 no

presentaron residuos de Az, el 23.5% de las muestras registro trazas y el resto no

se detecto este analito. El 88.2% de muestras no presentaron residuos de Pz, y el
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11.8 de las muestras registré solo trazas; y por ultimo el 70.6% de las muestras
no presentaron residuos de Sz, el 17.6% manifesto solo trazas y 11.8% presento
valores entre el 0.005 al 0.15 ppm de residuos de este analito. En el caso del S2, el
23.5% de las muestras presentaron residuos de Az a niveles de concentracién de
0.005 a 13 ppm, el 17.7% trazas de este analito y en el 58.8% de las muestras no
se detecto; el 76.5% y 70.6% de muestras no presentaron residuos de Pz y Sz,
respectivamente, y solo el 17.6% de las muestras presentaron Sz con niveles de
concentracion que oscilaron entre el 0.005 al 0.13%. Con relacién al S3, los
valores de frecuencia correspondieron al 17.6%, 5.9%, y 11.8% de residuos de Az,
Pz y Sz respectivamente, cuyos valores oscilaron entre el 0.005 al 0.11 ppm. El

35.3% de muestras no registro residuos de Az, el 88.2% de Pz y el 64.7% de Sz.

[ 0.005-0.15 ppm ZZANC [Jnd S [ 0.005-0.13 ppm EZZZANC[Ind S2 [T 0.005-0.41 ppm EZZANC [Ind 83

Atrazina Propazina Simazina Atrazina Propazina Simazina Atrazina Propazina Simazina

Figura 3. Frecuencia relativa del contenido de Az, Pz y Sz en las muestras de
frutas y vegetales frescos procedentes de los tres supermercados (S1, S2 y S3). N=17
(NC=trazas, nd=no detectada).

Es importante senalar que en los tres supermercados, predomind la
presencia de Az seguida de la Sz y Pz; mientras que en las muestras procedentes
del S3 manifestaron la presencia de residuos de las tres clorotriazinas, con
niveles de contraccion que oscilaron entre el 0.005 al 0.11ppm, con una
frecuencia relativa de 17.6%, 5.9% y 11.8% para Az, Pz y Sz, respectivamente.
Aunque cabe mencionar que estos valores se encuentran por debajo de los LMR
establecidos por CICLOPLAFEST para este tipo de muestras. Algunos autores

reportan que la presencia de niveles traza de estos herbicidas en las muestras
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estudiadas se debe probablemente a una contaminacion cruzada, durante su

cosecha, transporte y distribucion.

Es importante destacar que la topografia del suelo, donde se establecen los
cultivos de frutas y vegetales frescos, es uno de los factores que influye en la
gran variabilidad de datos obtenidos en el contenido de clorotriazinas, dado que
la pendiente de los terrenos influye significativamente sobre la dinamica de los
plaguicidas en el suelo y, por ende, en su adsorcién y absorcion por los cultivos.
Ademas, la topografia del suelo afecta los procesos de lixiviacién y arrastre del
propio plaguicida, los cuales, a su vez, dependen de las caracteristicas
fisicoquimicas, tanto del plaguicida como del suelo y de la cantidad de agua
contenida en el suelo, ya sea por lluvia o por riego (Duffiner et al., 2012; Leistra y
Boesten, 2010).

Por otro lado, la aplicacién de plaguicidas en una etapa tardia impide su
eliminacién durante el ciclo biolégico de la planta (Pérez et al, 2013). Por
ejemplo, a la cebolla su naturaleza biolégica la hace un vegetal facil de acumular
residuos (Cejudo-Espinosa et al.,, 2009). En el caso de la papa por su naturaleza
vegetal y nutricional es vulnerable a la acumulaciéon de residuos de
clorotriazinas, y es propensa a la acumulacién especifica de atrazina (Garcia y
Percy, 2011); ademas como es un tubérculo; la atrazina es absorbida por la parte
lipidica de la raiz, debido a su afinidad con la parte hidrofilica de la atrazina
(Cejudo - Espinosa et al., 2009). Por otra parte, la vida media de la atrazina
contribuye considerablemente a la acumulacién de sus residuos (Hansen et al.,
2013).

4. Conclusién

La atrazina se manifesté con mayor frecuencia en el total de muestras
analizadas, considerando los dos muestreos y los tres supermercados. La cana de
azucar y el elote (maiz) presentaron los niveles de Az mas altos (0.15 y 0.13 ppm,
respectivamente), pero con valores menores al LMR establecidos a nivel

nacional. Estas muestras correspondieron al primer muestreo, en cuyos meses se
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encuentra la mayor producciéon de estos cultivos. El tomate, la cebolla y el
pimiento registraron la menor frecuencia porcentual de residuos de

clorotriazinas, tanto cuantificable como de trazas.

Las muestras procedentes del S3 presentaron el mayor porcentaje de
frecuencia de residuos de clorotriazinas a niveles de trazas; no obstante cumplen

con los LMR establecidos a nivel nacional.

Las muestras de vegetales y frutas estudiados (cana de azucar, elote
(maiz), naranja, papa, apio, tomate, cebolla y pimiento) cumplen con los valores
del LMR de Az, Sz, y Pz establecidos tanto por la CICLOPLAFEST como por el

Codex Alimentarius.

El método propuesto LSE-SPE-HPLC es recomendable para el analisis
cuantitativo de residuos de clorotriazinas en muestras de cana de azucar, elote
(maiz), naranja, papa, aplio, tomate, cebolla y pimiento en fresco, debido a su
simplicidad y bajo costo, alta recuperacion de analitos (valores superiores al
95%), con coeficientes de variacién inferiores al 15 o 20% para la mayoria de las

analitos y los valores del %RSD fueron inferiores al de rechazo (%RDS=2.5).
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Resumen

México tiene una diversidad de productos agroalimentarios tradicionales, con
importantes virtudes nutricionales y que han sido utilizados durante cientos de anos
por los pueblos indigenas. Muchos de esos productos hoy en dia son considerados
superalimentos porque tienen un alto valor nutrimental, ejemplos de ellos son la
chia y el amaranto, pero poco se consumen de manera directa y mucho menos en
alimentos procesados, por lo que incluir estos granos en productos con alto
CONSUMO Ccomo una barra nutritiva mejoraria la calidad nutrimental del alimento y
en consecuencia la nutricién de quien lo consume. Con base en lo anterior, en este
proyecto se plante¢ elaborar una barra nutritiva incorporando harinas de chia y
amaranto, para mejorar su calidad nutrimental. Se evaluaron diferentes
formulaciones mediante una prueba sensorial de preferencia para seleccionar la
mejor. La barra seleccionada se evalud en su composicién quimica y sus propiedades
nutricionales, capacidad antioxidante y compuestos fendlicos; asi como una prueba
sensorial de nivel de agrado. Los resultados mostraron que la formulacion
seleccionada fue 20-20-60% harinas de amaranto-chia-trigo respectivamente, la cual
tuvo una mejor calidad nutrimental que las barras comerciales, control y tuvo una

aceptacion sensorial del 71% y una calificacion de 7.25.

Palabras clave: Amaranto, Chia, Barra nutritiva, Superalimento, Calidad nutrimental.
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Abstract

Mexico has a variety of traditional food products, with important
nutritional virtues and that have been used for hundreds of years by indigenous
peoples. Many of these products are today considered superfoods because they
have a high nutritional value, examples of these are the chia and amaranth, but
little is consumed directly and much less processed foods, so include these
grains in products with high consumption as a nutritious bar would improve the
nutritional quality of food and consequently the nutrition of those who consume
it. Based on the above, in this project it was raised to prepare a nutritious bar
incorporating Chia and amaranth, to improve their nutritional quality. Different
formulations using the sensory preference test were evaluated to select the best.
To the selected bar its chemical composition and its nutritional properties,
antioxidant capacity and phenolic compounds; assessed you as well as a sensory
test of pleasure. The results showed that the selected formulation was 20-20-60%
of Amaranth-chia flour - wheat respectively, which had better nutrient quality
than commercial bars and control and sensory acceptance of 71% and a score of
7.25.

Keywords: Amaranth, Chia, Nutritious bar, Superfood, Nutritional quality.
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1. Introduccién

En la historia de la humanidad, puede ser que la actual, sea la generacion
mas sobrealimentada, pero al mismo tiempo la mas malnutrida y con mas
enfermedades cronicas. La dieta esta llena de alimentos refinados e
industrializados, que han eliminado de la dieta diaria minerales, vitaminas y
nutrientes fundamentales para una buena salud (Superalimentos, 2018). La dieta
de los antepasados era mas completa, pues tenian dentro de sus alimentos
semillas con alto valor nutrimental como la chia y el amaranto. La chia tiene
muy diversas cualidades y se destaca por ser una semilla con una buena fuente
de fibra, grasa, proteinas, minerales y vitaminas del complejo B y por sus
antioxidantes que la hace ser considerada como un superalimento. La chia es la
fuente vegetal con mas alta concentracion del acido graso omega 3, posee entre
un 28-38% de aceite, donde el omega 3 representa aproximadamente el 60% y el
omega 6 el 20%. Como es sabido el consumo de estos acidos grasos ayuda a
prevenir enfermedades cardiovasculares, hipertension, también reduce el nivel
de colesterol, entre otros beneficios (Di Sapio et al., 2017). Por eso, la chia puede
ser considerada como un “alimento funcional”, porque ademas de contribuir a la
nutricion humana, tiene efectos benéficos para la salud como los que ya se
menclionaron y también previene enfermedades inflamatorias y desordenes del
sistema nervioso central. Hoy en dia la semilla de chia ofrece un gran potencial
en las industrias de la salud, alimenticia y farmacéutica entre otras, debido a sus

componentes funcionales (Munoz, 2013).

También, el amaranto es un alimento que se ha utilizado a lo largo del
tilempo en México, es uno de los mas antiguos de Mesoamérica, siendo parte de
la dieta de mayas, incas y aztecas, tiene muchas preparaciones y usos, asi como
diferentes cualidades nutricionales (Algara et al., 2013). El amaranto, a diferencia
de otros granos tiene proteinas con un alto contenido de aminoacidos esenciales,
el valor nutritivo de las proteinas del amaranto se acerca mucho al de la leche.

De acuerdo a la FAO y la OMS, sobre el valor proteico de 100, este contiene 75, la



leche 84.5 y es superior al presentado por el maiz 44, trigo 57 y cebada 62. En
cuanto a vitaminas el amaranto posee riboflavina, niacina, acido ascorbico, acido
félico, tiamina, biotina y beta-caroteno, ademas de minerales como el calcio y el
hierro, todos ellos basicos para una alimentaciéon equilibrada (Paredes, 2001).
Ademas, tiene una alta cantidad de fibra y compuestos fendlicos, comparados
con los cereales, que posicionan al amaranto como alimento o ingrediente
funcional con beneficios para la salud cientificamente comprobados (Orsini,
2015).

Por otra parte, actualmente cada vez mas personas se preocupan en informarse
sobre los nutrimentos que contienen los alimentos presentes en su dieta,
mostrando una tendencia hacia el consumo de productos saludables. Ademas,
estan los consumidores que no tienen tiempo o interés en informarse sobre la
calidad nutrimental de los alimentos que consumen, y su eleccién se basa en lo
facil y rapido de preparar y barato que sea el alimento. Dicho lo anterior, este
proyecto, esta dirigido para estos tipos de consumidores, ya que,se pretende
desarrollar una barra “nutritiva” que contengan chia y amaranto, con la
finalidad de mejorar su calidad nutrimental sabiendo que tanto el amaranto
como la chia tienen caracteristicas nutricionales excelentes y son una buena
fuente de fibra dietética y compuestos antioxidantes que apoyan el sistema
inmune, ayudan a desintoxicar y reducen el riesgo de enfermedades cronicas,

mejorando la salud fisica (Superalimentos, 2013).
2. Materiales y Métodos

Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron granos de amaranto de la
especie Amaranthus hypochondriacus L., variedad Tulyehualco cosecha 2016,
granos de Chia de la especie Salvia hispanica L., obtenida en el Estado de Puebla

cosecha 2016 y harina de trigo marca Tres estrellas®.

Se llevo a cabo la molienda de los granos (amaranto y chia), utilizando un

molino para café KRUPS GX4100; y el producto obtenido se tamizd con una malla
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#40 USA serie Tyler, esta harina fue utilizada para su analisis y la elaboracion del
producto por lo que se mantuvieron guardadas en frascos de vidrio bien tapados

a 4 °C hasta su uso.

Se realizé el analisis quimico proximal de la materia prima: harina integral
de amaranto y chia, asi como a la harina de trigo marca Tres estrellas®; las
pruebas fueron; humedad, extracto etéreo, proteina, cenizas, fibra vy

carbohidratos, de acuerdo a los métodos propuestos por el A.O.A.C. (2002).

Se probaron cuatro formulaciones en la elaboracién de la barra nutritiva
en las que solo se variaron los porcentajes de harinas; integral de amaranto,
integral de chia y de trigo (15-15-70; 20-20-60; 25-25-50; 30-30-40)
respectivamente y los demas ingredientes de la formulacién se mantuvieron
constantes, ademas se incluy6 un control elaborado con 100% trigo. Se evaluaron
las barras elaboradas con amaranto y chia mediante una prueba sensorial de
preferencia para elegir la mejor formulaciéon (Ramirez, 2012). A la formulacién
seleccionada se le evalud su composicion quimica, asi como al control y a una
barra de marca comercial (de trigo con semillas de amaranto y chia enteras) para

hacer un comparativo (AOAC, 2002).

Calidad nutrimental se evalu¢ realizando digestibilidad in vitro; la cual se
llevé a cabo utilizando un sistema multienzimatico compuesto por tripsina,
quimotripsina y peptidasa (solucion A) (Sigma), el cual es anadido a la muestra
que debe tener un pH= 8.0, se dej6 en agitacién por 10 minutos a 37 °C,
exactamente a los 10 minutos se adicion¢ proteasa (solucion B) (Sigma) y al
mismo tiempo se transfiere el vial a un bano con agua a 55 °C. Exactamente a los
19 minutos después de anadida la solucién A, se transfirié el vial a un bano de 37
°C. A los 20 minutos después de anadida la soluciéon A medir el pH (Hsu et al.,
1977).

También se cuantificod triptéfano; en este caso se hizo una hidroélisis

enzimatica agregando pepsina (Sigma) a la muestra dejandola incubar a
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temperatura ambiente por tres horas después se adicion¢ pancreatina (Sigma) y
se dej6 incubar por 24 hrs. a temperatura ambiente. Después del tiempo de
incubacion se filtré la muestra y se desarrolld color con p-dimetilamino
benzaldehido (Sigma) dejandose incubar por 15 minutos en la oscuridad, y al
final se adiciond nitrato de sodio y se realiz6 la lectura de la muestra en un
espectrofotometro a 590 nm (Rama et al., 1974). Se hizd una extraccién para la
determinaciéon de: capacidad antioxidantes (Londono, 2012); y la determinacion

de compuestos Fendlicos (Garcia et al., 2015).

Para la extraccién se pesa 0.1 g de muestra se diluye con 1 ml de metanol-
HCl. Hervir 10 minutos a bano maria, se dejan enfriar y se centrifugan,
obteniendo un sobrenadante, el cual se coloca a 65 °C hasta su total evaporacion.
Una vez evaporados redisolver en 1 ml de agua desionizada y agitar. Centrifugar

y obtener el extracto con el que se trabajara.

Para la Capacidad Antioxidante por el método de DPPH: del extracto
obtenido tomar 500 pl, agregar 500 pl de solucién DPPH 120 uM, dejar reposar 30

minutos en oscuridad absoluta. Leer a 518 nm en espectrofotémetro.

Para la Determinacién de Compuestos Fenodlicos: del extracto obtenido
tomar 400 pl, agregar 3750 pl de agua destilada, agregar 250 ul de Folin, agitar y
reposar por 5 minutos, agregar 500 ul de Na,COs, agitar y reposar por 15 minutos.
Leer absorbancia a 760 nm. Finalmente se evalud la formulacion elegida

mediante una prueba sensorial de nivel de agrado (Ramirez, 2012).
3. Resultados y Discusién

Se observo (Tabla 1) que cada uno de los componentes quimicos de la
harina refinada de trigo marca Tres estrellas®, presentaron diferencia
estadisticamente significativa (P<0.05) con respecto al contenido de la harina
integral de amaranto y chia. La harina integral de amaranto y la de chia tuvieron

casi el doble de proteinas que el trigo, sels y treinta veces mas grasa
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respectivamente, mas de ocho veces el contenido de fibra y dos veces mas de
cenizas. Estos resultados confirmaron que la harina de amaranto y la de chia

tienen mayor calidad quimica que la harina de trigo.

Tabla 1. Andlisis quimico proximal de harina de trigo tres estrellas® y harina de

amaranto y harina de chia.

Muest Hume Prot Gra Ce Fib CHOS
ra de harina dad eina sa nizas ra
Trigo 12.06 8.94 1.1 0.5 0.7 76.682
+0.1% +0.0 + +0. +0
152 0.01# 022 0142
Amar 10.94 13.8 6.3 2.5 6.6 59.73P
anto 4 1 8
+0.24° +0.
+0.0 +0. +0 420
ob 06P 07°b
Chia 6.1 18.8 31. 3.8 38. 1.12¢
+0.11¢ +0.5 89 1 28
c +0. +0. +0.
76¢ 09¢ 66°

*

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05)

Los resultados de la prueba sensorial de preferencia se muestran en la
Tabla 2 y se observo que la formulacién que obtuvo el mayor puntaje fue la que

contenia 20 g de amaranto y 20 g de chia por 100 g de harina y tuvo una
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diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) con las otras tres

formulaciones, por lo tanto, esta fue la formulacién seleccionada como la mejor.

Tabla 2. Resultados de la prueba sensorial de preferencia de la barra nutritiva con

diferentes porcentajes de harina integral de amaranto y chia.

Formul 1 2 2 30:
aciones 5:15:70 0:20:60 5:25:50 30:40

Puntaj 2 2 2 2578
e 342 76° 33@

* Letras diferentes entre columnas indican diferencia estadisticamente

significativa (P<0.05).

A la muestra seleccionada se le realizé el analisis quimico proximal (Tabla
3) y se compard con una barra comercial y una control elaborada con 100%
harina de trigo. Se observd que el contenido de proteinas aumento
aproximadamente 50% y la fibra un 40% en la barra 20:20:60 comparada con la
comercial; mientras que en la grasa no hubo diferencia estadisticamente
significativa P<0.05, pero comparada con el control si hubo diferencia

significativa y fue 30% mayor.

Tabla 3. Andlisis quimico proximal de las barras comercial, control y seleccionada.

Mues Hu Protei Gra C Fi C
tra medad na sa enizas bra HOS
Com 5.32 5.83 22.0 1. 7. 5
ercial +0.0 +0.012 1 02 64 8.18?
22 +0.0 +0 +0
72 .02 07
Cont 6.23 6.47+ 13.5 0. 5. 6
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rol +0.0
8b

20- 8.82

20-60 +0.1
4C

0.015° 3+0.12°
10.0+ 19.9
0.02¢ 9+0.41¢

94 54 7.29°
+0 +0
01° 31°
1 11 4
98 48 7.73¢
+0 +0
017¢ 53¢

*

Letras diferentes

la misma columna indican diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05).

También se evalud el contenido de triptéfano y la digestibilidad in vitro de

las muestras (Tabla 4). Los resultados mostraron que la barra 20-20-60 no tuvo

diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) con la comercial pero si con el

control, esto se debe a que las harinas de chia y amaranto contienen cantidades

mayores de triptéfano y se mantienen en la barra nutritiva.

Mientras que en los resultados de la digestibilidad in vitro (Tabla 4) no

existe diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre las tres diferentes

barras, todas tienen una buena digestibilidad.

Tabla 4. Resultados de triptofano y digestibilidad de la barra comercial, control y

seleccionada.

Triptéfano Digesti
bilidad
(g de Trp/100g de
proteina) %
Com 0.79+0.038¢ 91.43+0
ercial 252
Contr 0.69+0.012° 90.36+0
342
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ol

20- 0.74+0.003% 90.66+0
20-60 .13

* Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05)

También se evalud la capacidad antioxidante a las tres muestras (Tabla 5),
observando que hay una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre
ellas, ya que la formulacion 20-20-60 tiene mayor capacidad antioxidante esto es
debido a que la chia contienen una muy buena cantidad de compuestos con
potente actividad antioxidante (principalmente flavonoides) siendo los mas
abundantes el acido rosmarico, acido protocatéquico, acido cafeico y acido
galico. Estos antioxidantes protegen de tumores, afecciones cardiovasculares,
inflamaciones, virus y radicales libres (Martinez-Cruz y Paredes Lopez, 2014). Por
otra parte, se ha demostrado actividad relacionada con polifenoles en el grano de
amaranto, entre ellos el acido protocatéquico, que han resultado beneficiosos
para aquellas personas con elevado riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares y con elevada presién sanguinea (Orsini, 2015 y Alvarez-Jubete
et al., 2010).

Tabla 5. Resultados de capacidad antioxidante y contenido de fenoles de la barra

comerclal, control y seleccionada.

Capacidad Fenoles
antioxidante
(mg
% EAG/g muestra)
Co 65.29+1.102 0.69+0.02
mercial 22
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Con 7.03+0.2° 0.31+0.00
trol 5P

20- 79.57+1.10¢ 1.19+0.00
20-60 3¢

* Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05).

También se observo un mayor contenido de compuestos fendlicos en la
barra nutritiva que contiene harinas de chia y amaranto y esta diferencia es
estadisticamente significativa (P<0.05), lo cual tiene una relacién directa con la
mayor capacidad antioxidante, pues como se menciond anteriormente, son
compuestos fenodlicos presentes en la chia y el amaranto los que le confieren a

estos dos granos esta propiedad.

Por ultimo, al realizarse una prueba sensorial de nivel de agrado a la barra
seleccionada, los resultados mostraron un 71% de aceptaciéon por parte del
consumidor y le otorgaron una calificacion de 7,25 en una escala del 1 al 10,
siendo estos valores aceptables en un producto de nuevo desarrollo (Ramirez,
2012).

4. Conclusiones

Se pudo elaborar una barra nutritiva con harina integral de amaranto y
chia en proporciones de hasta 20 g 100 g' de cada una, teniendo buenas
caracteristicas fisicas y sensoriales. La formulacion seleccionada en este estudio
que contenia 20 g harina integral de amaranto, 20 g harina integral de chia, 60 g
harina refinada de trigo, presentd mejor calidad nutrimental con respecto a una
barra comercial y a una control. La barra nutritiva seleccionada en este trabajo
presenté una mayor Capacidad antioxidante y un mayor contenido de fenoles
que la barra comercial y la control. Estos resultados nos permiten concluir que

se obtuvo una barra nutritiva que podria considerarse como un superalimento y
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como un alimento funcional. Ademas, el producto tuvo una buena aceptacién

por parte del consumidor en una prueba de nivel de agrado.
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Resumen

La leche de bufala tiene diferencias marcadas con relacién a la leche de
vaca que lo hace un alimento altamente nutritivo y recomendable para un buen
crecimiento. Con esta leche se elaboran diversos productos, aunque su consumo
es muy limitado por falta de conocimientos acerca de los beneficios que aporta y
por la creencia de poseer caracteristicas sensoriales desagradables. Con el
objetivo de determinar si las muestras de queso tipo panela de leche entera vaca
y bufala son perceptiblemente diferentes, se realizé la prueba de diferenciacion
duo-trio y para definir el grado de aceptacién de cada muestra, se realizd la
prueba afectiva de preferencia. Las muestras de leche fueron analizadas
fisicoquimicamente antes del proceso de elaboracién, asi como su rendimiento
posterior. Se obtuvieron valores de grasa, proteinas, solidos totales vy
rendimientos mayores en la leche entera de bufala. El analisis sensorial mostro
que los jueces determinaron correctamente las diferencias en el sabor, color y
olor, pero no asi en la textura y de acuerdo a la prueba de preferencia la mayoria

de los jueces eligieron el queso panela elaborado con leche entera de bufala.

Palabras clave: Leche de bufala, queso panela, evaluacién sensorial.
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Abstract

Buffalo milk has marked differences in relation to cow's milk which makes
it a highly nutritious food and recommended for good growth. With this milk
various products are made, although its consumption is very limited due to lack
of knowledge about the benefits it provides and the belief of having unpleasant
sensory characteristics. In order to determine if samples of panela cheese of cow
and buffalo whole milk are significantly different, the duo-trio differentiation
test was carried out and to define the degree of acceptance of each sample, the
preferred affective test was carried out. The milk samples were analyzed
physicochemically before the elaboration process, as well as their subsequent
performance. Fat, protein, total solids and higher yields were obtained in whole
buffalo milk. The sensory analysis showed that the judges correctly determined
the differences in taste, color and smell, but not in the texture and according to

the preference test most judges chose panela cheese made with whole buffalo

milk.

Keywords: Buffalo, panela cheese, sensory analysis



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

1. Introduccién

Uno de los grupos de alimentos mas consumidos por las personas son los
lacteos, ya que, desde la infancia se le proporciona a todo ser vivo para que se
desarrollen correctamente. En la actualidad el mercado de estos alimentos se ha
expandido considerablemente, debido a las necesidades de las personas al
buscar consumir productos altamente nutritivos y que ayuden a mantener la
salud del consumidor (Alais, 2014). Se estima que la poblacién mundial consume
anualmente cerca de 500 millones de toneladas en equivalente en leche en
diversas presentaciones para alimento humano. El 85% corresponde a leche de
vaca y el resto a otras especies como bufala 11%, cabra 2% y otras 2% (FAO,
2018).

Dentro de esta diversificaciéon de productos lacteos, en nuestro pais se
estan elaborando productos de otras fuentes como lo es la leche de bufala, esto
porque contlene un gran valor nutricional. Esta leche posee un delicioso sabor
caracteristico que se inclina hacia el dulzor. No posee caroteno en su grasa, por
lo que resulta ser un suplemento ideal para cualquier dieta alimentaria. Cuando
se compara con la leche de vaca o la leche materna, esta resalta por el alto

contenido energético. (Patino y Guanziroli, 2005).

Hurtado et al. (2005) destacan en esta leche su contenido de proteinas que
es un 10% mas que la proveniente de la leche de vaca, respecto a la grasa, se
eleva en un 30% en comparacién con la de la leche de la vaca, la Vitamina A
lgual hace una presencia abundante en este producto, y es por ello que su
coloracién es muy blanca y cremosa, posee una fuente natural de B2 que permite
la oxigenacion de las células. Esto mejora el estado de las células del sistema
nervioso, asi como los tejidos de todo el cuerpo. La FAO (2018) recomienda su
consumo ya que contlene altos valores de fésforo y calcio que son esenciales
para la formacion de los huesos, dientes y encias. Su alto contenido de zinc lo

convierte en un antioxidante que resulta ser fabuloso. Favorece al crecimiento



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

del cabello y las unas, también la renovacién celular de la piel, asi como el
revestimiento ocular. Esta leche también tiene una mayor relacion caseina-
proteina. El alto contenido de calcio de la caseina facilita la fabricaciéon de

quesos.

La leche de bufala solo tiene importancia en el comercio local de paises del
sur de Asia como India y Paquistan. En México la produccion de este tipo de
leche ha crecido en 30.5%. En comparaciéon con la leche de vaca que sigue
estando en un porcentaje de 59.3%. Esto muestra como se ha ido incorporando
cada vez mas en el mercado la leche de bufala respecto a su principal

competidor (Secretaria de Economia, 2012).

El estado de Tabasco se cuenta con alrededor de 10 mil cabezas de bufalo,
distribuidos en los municipios de Huimanguillo, Comalcalco, Cardenas,
Cunduacan, Macuspana, Jalapa, Teapa, Emiliano Zapata, Tenosique, Balancan y
Jonuta. Lo que da una produccién considerable de leche fresca que, debido a su
poco uso, se esta utilizando para elaborar productos lacteos como quesos de tipo
provolone, mozzarella, scamorza, aunque también pueden obtenerse,
mantequilla, leche en polvo, yogurt, crema de leche, leche condensada y leche
evaporada, dulces, helados, entre otras (Osorio, 2016). Muchas de las personas no
consumen estos productos porque argumentan que su sabor y su aroma es
diferente a la de la vaca tradicional, por lo que se hace importante realizar una
comparacion sensorial de un queso elaborado con estos dos tipos de leche y

determinar las diferencias sensoriales entre ellas.

Aunque esta leche aporta beneficios a la salud su consumo aun no se ha
extendido ya que se argumentan diferencias sensoriales entre esta leche y la de
vaca. Por ello para este trabajo se realiz6é un analisis sensorial a un queso fresco
tipo panela elaborados de leche de bufala y de vaca para determinar diferencias

sensoriales.
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2. Materiales y métodos
2.1 Toma de muestras

Las muestras de leche fresca de bufala (Bubalus bubalis) utilizados para este
trabajo fueron adquiridas en el rancho Las Carolinas, ubicado en Huimanguillo,
Tabasco. La leche fresca de vaca (Bos taurus) fue adquirida en el rancho la
Trinidad ubicado en el Km 1.5 de la carretera Teapa — San Antonio, en la ciudad

de Teapa, Tabasco.

Todas las muestras fueron transportadas a 25 °C a la planta piloto de
Tecnologia de alimentos de la Universidad Tecnoldgica de Tabasco y

almacenadas a 4+2 °C en la camara de refrigeracién, previo a su procesamiento.
2.2 Andlisis fisicoquimicos preliminares

Se realizaron las pruebas fisicoquimicas preliminares a la leche de vaca y
bufala por triplicado para conocer su calidad y determinar su uso en la
elaboracion de quesos, las determinaciones realizadas fueron: grasa, proteina,
solidos totales, densidad y acidez, esto de acuerdo a la NOM-155-SCFI-2012
“Leche-Denominaciones, especificaciones fisicoquimicas, informacién comercial

y métodos de prueba” (Secretaria de Salud, 2013).
2.3 Elaboracién de quesos

Se elaboraron los productos en base a la metodologia descrita por Isique
(2014), se emplearon para ello leche entera sin ningun proceso de descremado.
Se determinaron los rendimientos expresados en litro de leche utilizados por

kilogramo de queso.
2.4 Analisis sensorial

Se realiz6 la prueba discriminativa de Duo-Trio con un grupo de 20 jueces

consumidores en el laboratorio de evaluacién sensorial de la Universidad
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Tecnologica de Tabasco, aplicando la metodologia descrita por Pangborn y
Pedrero (1996) con la finalidad de establecer diferencias en los atributos
sensoriales de sabor, color, olor de las muestras de queso panela. Para esta
prueba se presento a los panelistas tres muestras simultaneas, de las cuales una
de ellas fue marcada como muestra de referencia con la letra “R” (queso panela
con leche de vaca) y dos muestras codificadas, con numeros aleatorios de las
cuales una de ellas es igual a la muestra patrén y la otra es diferente (queso
panela con leche de bufala). Las preguntas realizadas fueron: En cuanto a olor,

color, sabor o textura ;Cual de las otras dos es igual a la de la referencia “R"?.

Se efectud ademas una prueba de preferencia de cada una de las muestras
y determinar su predileccién hacia una formulacién en especifico, utilizando la

metodologia descrita por Anzaldua (1994).
2.5 Andlisis de datos

Para la prueba duo-trio, los datos se analizaron a través de un
ordenamiento de respuestas correctas y los resultados, tomados como numero
de aciertos, se evalué manejando el método estadistico de Ji cuadrada utilizada

para pruebas de diferenciacion.

Para la prueba de preferencia los datos se analizaron a través del método

estadistico de ordenamiento por rangos.

Para el analisis estadistico se empled el programa estadistico Minitab 18
(Minitab Inc).

3. Resultados y discusién

En la Tabla 1 se muestran los resultados de las determinaciones
fisicoquimicas realizadas a la leche recepcionada para ser utilizada en la

elaboracion del queso panela.
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Tablal. Resultados de determinaciones fisicoquimicas en leche entera de vaca y

bufala.
Determi NOM- Lech Lech
nacion 155-SCFI- e de vaca* ede
2012 bufala*

Densida 1.029 1.029 1.032
d (g/ml) min

Acidez 1.3 min 1.4 1.4
g/l 1.7 max

pH 6.7 min 6.7 6.7

6.9 max

Sélidos 83 min 83 99
totales

Grasa 30 min 15.7 28.5
g/l

Proteina 30 min 38.5 445
g/l

*Valor promedio de las tres repeticiones

De acuerdo a los resultados obtenidos la leche de vaca entera cumplié con
lo establecido en la normatividad, salvo en el contenido de grasa que fue menor
a lo especificado en dicha norma ya que la leche entera de vaca presentd solo
15.7 g L' mientras que la normatividad indica que minimo debe cumplir 30 g L,
esta variacion puede deberse a la estacion del ano, la alimentacion o raza del

animal como lo menciona Walstra et al. (2001).
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Los valores obtenidos en la leche de bufala muestran que presenta valores
similares a la leche de vaca en cuanto a la acidez y al pH, pero se observan
valores mas altos en la densidad, contenido de solidos totales, grasa y proteinas,
coincidiendo con lo mencionado por Hurtado et al. (2005) y Patino y Guanziroli
(2005). Asi mismo estos autores senalan que, aunque el contenido de grasa es
mayor, su contenido de colesterol es menor que la de la leche de vaca, por lo que
es menos perjudicial. Su alto contenido de proteinas y solidos totales lo hacen
una materia prima para elaborar productos mas nutritivos, energéticos y con

mayor rendimiento.

Respecto al rendimiento observado en la elaboracion del queso panela,
este fue de 8.2 L de leche entera de vaca para elaborar 1 Kg de queso, mientras
que con la leche de bufala solo fueron necesarios 5.4 L, es decir se obtuvo un
rendimiento 52% mayor utilizando leche entera de bufala, estos resultados
superan lo mencionado por Patino (2009) donde seniala que los rendimientos de

los productos lacteos de bufala son mayores entre 20 y 40%.

Después de haber realizado la evaluacion sensorial se observa que los
jueces pudieron determinar correctamente las diferencias en cuanto a sabor
(75%), olor (85%) y color (95%) de cada muestra presentada, mientras que para
textura solo el 10% pudo determinar correctamente diferencias entre las

muestras, esto se muestra en la Figura 1.

Los resultados obtenidos con respecto al olor muestran que los jueces
determinaron diferencias entre las muestras de quesos e indicaron que los
productos elaborados con leche de vaca tienen un olor mas pronunciado y fuerte
que la de bufala debido especialmente al tipo de grasa que contiene, por lo que

se puede distinguir la diferencia como lo mencionan Andrade et al. (2009).
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Figura 1. Porcentaje de respuestas correctas determinadas por atributo.

En relacion al sabor, los jueces confirmaron las diferencias establecidas
por Hurtado et al. (2005) donde se menciona que en productos lacteos elaborados
con leche de vaca el sabor es mas fuerte, mientras que para la leche de bufala
este atributo es mas suave con tendencia a ser mas dulce por lo que muchas

veces se recomienda su consumo para ninos.

Respecto al color, la diferencia fue notoria tanto que el 95% de los jueces
acertaron, esto debido a que el queso elaborado con leche de vaca presentd un
color amarillento mientras que el elaborado con leche de bufala el color fue mas
blanco y opaco, debido esto como menciona Hurtado et al. (2005) a que la leche
de bufala no posee beta-caroteno, porque este animal es capaz de metabolizar
este pigmento en vitamina A. Lo que le permite tener el color mas blanco y
cremoso que de otros animales. Los resultados muestran en cuanto a la textura,
solo el 10% de los jueces acertaron en determinar las diferencias, indicando que
fue el atributo afin entre las muestras y donde los jueces dudaron para tomar
una decisiébn ya que ambas muestran presentaron una textura suave y sin

arenosidad.

El analisis estadistico mostré a través de la prueba de Ji cuadrada los

jueces detectaron de manera significativa (p<0.05) las diferencias existentes
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entre el sabor, olor, color, de las muestras, con un nivel de seguridad de fallar en

esta aseveracion menos de 5 veces en 100.

En la Figura 2, se muestra que el queso elaborado con leche de bufala
presentd 70% de aceptacion que el elaborado con leche de vaca, esto debido
principalmente a su sabor, pero mas aun por su color, ya que, al ser elaborado
con leche entera, el color es amarillento en el producto lo hace poco agradable a
la vista. De acuerdo al analisis estadistico con una significancia del 5%,
utilizando la metodologia propuesta por Anzaldua (1994), se observo una mayor
preferencia para el queso elaborado con leche de bufala con respecto al queso

elaborado con leche de vaca.

Porcentaje de aceptacion global

= Queso de leche de bufala = Queso de leche de vaca

Figura 2. Porcentaje de aceptacion global de cada muestra

4. Conclusiones

Los valores encontrados en la composicion fisicoquimica de las leches
utilizadas confirman su variabilidad, se observaron mayores cantidades en el
contenido de grasas, proteinas y soélidos totales en la leche de bufala que se
tradujo en mayores rendimientos al elaborar los productos lacteos como en este

caso el queso panela donde se obtuvo un rendimiento mayor de 50%.
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Para la prueba duo-trio, los panelistas pudieron identificar las diferencias
entre las muestras presentadas y estas se basan especialmente en el sabor, color
y olor, esto debido a las caracteristicas propias de cada leche utilizada. El analisis
estadistico a través de la prueba de Ji cuadrada muestra que los jueces

detectaron de manera significativa dichas diferencias (p<0.05).

Respecto a las observaciones realizadas por los panelistas predominé la
percepcion de menor intensidad en el sabor y olor del queso de leche de bufala,
mientras que en el color las diferencias se hicieron notar al presentar el queso de

la leche de vaca tintes amarillentos que no present¢ la de bufala.

La prueba sensorial de preferencia indica que el queso de leche de bufala
presentd mejor aceptacion, al tener un sabor suave hasta dulzéon, mientras que
el queso elaborado con leche de vaca el color presento tintes amarillentos y un

sabor y olor muy acentuado.
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Resumen

Las creacion de empresas, permite involucrar personas, instituciones,
recursos e 1ideas i1nnovadoras para responder a las exigencias de los
consumidores y la sustentabilidad, el caso de la “Comunidad Arroyo Polo 2da.
Secciéon Municipio de Centla” empresa recién creada utiliza al pez armado
(Pterygoplichthys spp.). El objetivo del presente trabajo fue generar estrategias,
para la extraccion y comercializacién de filete del pez armado que contribuye a
proporcionar nutricién complementaria por su alto contenido de proteina y
omega3, e impacta en la utilizaciéon de especies invasoras en sistemas de agua
dulce, para apoyo de crecimiento de especies nativas; se desarrollaron aspectos
administrativos, propuestas técnicas de produccién, estudio financiero, y agenda
de innovacién; se considera la utilizacién, captura y aprovechamiento, de 12.0
ton. mensuales, para extraer 1.80 ton. de filete, cumpliendo BPM para su
obtencién, su venta es dirigida a la ciudad de Frontera y Villahermosa Tabasco,
en su primera etapa, el proyecto tiene un RBC de 1.94, TIR de 78.72 y VAN
positiva, las inversiones se recuperan en un lapso de cinco anos, en el aspecto
social se integran 10 socios lo que impacta en la generacién de mano de obra
directa con un negocio viable, rentable y sustentable con productos de

Innovacion.

Palabras clave: Ecologia, estrategias, innovacion, pez, procesamiento.
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Abstract

The creation of companies, allows to involve people, institutions, resources
and innovative ideas to respond to consumer demands and sustainability, the
case of the "Arroyo Polo Community 2nd. Section Municipality of Centla "newly
created company uses the armed fish (Pterygoplichthys spp.). The objective of this
work was to generate strategies for the extraction and commercialization of fillet
of the armed fish that contributes to provide complementary nutrition due to its
high protein content and omega3, and impacts on the use of invasive species in
freshwater systems, to support the growth of native species; administrative
aspects were developed, technical production proposals, financial study, and
innovation agenda; the utilization, capture and use, of 12.0 ton is considered.
monthly, to extract 1.80 ton. of fillet, complying BPM to obtain it, its sale is
directed to the city of Frontera and Villahermosa Tabasco, in its first stage, the
project has a RBC of 1.94, TIR of 78.72 and positive VAN, the investments are
recovered In a period of five years, in the social aspect, 10 partners are
integrated, which impacts on the generation of direct labor with a viable,

profitable and sustainable business with innovation products.

Keywords: Ecology, fish, innovation, processing, strategies
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1. Introduccién

En el mundo, el pez armado (Pterygoplichthys spp.), presenta impacto,
ecolégico, econdmico y social relevante, se ha detectado en los cinco continentes
en veintiun paises, con siete especies o hibridos que se han introducido, Ameérica
es uno que ha sufrido la mayor afectacion (Orfinger y Goodding, 2018), en México
se reporta su aparicion en 1995, con su primera clasificacién taxondmica con seis
especies 2007, en el sur su presencia se hace notar en 2002 el cual tiene como
unico depredador el humano (Ramirez, 2012), como alimento y para
transformacion, por tener un alto contenido de proteina y dos tipos de acidos
grasos omega 3 polisaturados, como alto contenido de acido eicosanpentaenoico
y acido docosahexaenoico (Lorenzo et al., 2016), aunque en 2016 Wakida y Toro
reportan que el Robalo prieto (Centropomus poeyl) y Rios en 2015, al Cormoran

olivaceo (Phalacrocorax brasilianus) lo tienen como parte de su dieta alimenticia.

Lo nutritivo, contribuye a que diferentes instituciones fomenten su
captura, uso y transformaciéon para su aprovechamiento (Ayala et al., 2014),
sobre todo porque existen las condiciones biologicas para su reproduccion y
desarrollo (Barba y Cano 2014), lo que impacta en la poblacién de especies
nativas; Amezcua (2014) comenta que la aparicion del pez diablo coincide con
una disminucién considerable en las capturas y abundancia de tilapia en la zona
lagunar de Sinaloa, que se generaliza conforme a opinién de pescadores en
algunas regiones del pais, teniendo impacto en el ambientes y aspectos
socioecondmicos, esto genera expectativas de innovacién social en el campo
desde alimento para ganado y agricultura como fertilizante, como harina con
buenos resultados (Cano et al., 2011, Monares et al., 2012), ensilados (Reyes, 2012),
asi como para estudio de enzimas digestivas con la finalidad de generar
conocimiento basico para utilizarse en el ramo de la tecnologia de enzimas
(Galvez et al, 2011) y para consumo humano en diferentes preparaciones
(Hernandez, 2017).



En este contexto con apoyo de la Comisién Natural de Areas Protegidas
(CONANP) y Colegio Intercultural de las Ameéricas A.C., se implementd la
instalacion de una microempresa, que responda a problematica de pescadores y
a la situacion particular en la sustentabilidad de los Pantanos de Centla, el caso
de la “Comunidad Arroyo Polo 2da. Seccion Municipio de Centla” con la
asociacion “La Prosperidad de los pantanos de Centla” con 10 productores, que
utiliza al pez armado (Pterygoplichthys spp.), para la extraccién y seleccién de
filete, la cual es comercializado a nivel local para consumo del publico en
general y regional en restaurantes de la ciudad de Villahermosa Tabasco, en
presentaciones de un kilo con la caracteristica de empacado al alto vacio y

desarrollado bajo Buenas Practicas de Manejo (BPM).

El origen de esta empresa se remonta a 2015, cuando existe la idea de
procesar filetes y deciden aprovechar un proyecto de CONANP dirigido a
productos innovadores y aprovechamiento sustentable de especies, que
contribuyen a una alimentacién de calidad, debido a la aceptaciéon en pruebas
organolépticas realizadas con familiares y publico en general, se ha tenido
aceptacion para producir volumenes de produccion y obtener probables ventas,
para los emprendedores establecer un prototipo alimentario en conjunto para la
utilizacién de las carnes producidas en forma tradicional, genera productos
alternos como una magnifica opcién de negocio. La generacion de empresas, de
este tipo, son vitales para las ideas novedosas y este proceso de formacion y
aplicacién del sentido emprendedor permite visualizar esquemas de trabajo en
equipo e inversiones conjuntas, como una propuesta basica para la generaciéon

de negocio.

En México la pesca riberena o artesanal se considera como el eslabon
vulnerable de la cadena pesquera nacional, regional y local, son grupos dotados
de escasa tecnologia y capital, no se especializan en una especie determinada,
capturan lo que exista y se demande (Gonzalo y Sanchez, 2016). El

aprovechamiento de recursos la pesca representa la principal fuente de ingresos
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econdémicos para diversas comunidades y forma parte de su identidad cultural,
en las aguas internas de Tabasco, la diversidad de peces de importancia
econdémica es Igualmente notoria: sabalo, robalo prieto, robalo blanco,
pejelagarto, diversas especies de mojarras nativas (tenguayaca, castarrica, pinta,
colorada) e introducidas (mojarra tilapia y carpa herbivora), en el caso del pez
armado o pez diablo, como especie invasora, se han desarrollado acciones para

fomentar su consumo (Barba y Juarez, 2017).

El consumo per capita en México de pescados y mariscos en 2016, se
estima en 12.7 kilogramos (PROFECO, 2018), en 2017 se logrd la generacion de 1.8
Millones de toneladas de productos pesqueros y acuicolas (SAGARPA 2018) con
una exportacion de pescados, crustaceos y moluscos de 870,296.0 miles ddlares y
una importacion de 639,394.0 millones de doélares (cifras acumuladas de
noviembre 2016 a noviembre 2017), lo que hace una balanza comercial positiva
en este rubro (INEGI, martes 16 de enero de 2018), aunque también se requiere
de esfuerzo adicional para cubrir la demanda interna, sobre todo por situacién
comercial, al exportar filete de mojarra con valor de 14.9 millones de délares
(SAGARPA,14 de diciembre del 2017), lo que hace atractivo el proyecto para los
pescadores riberenos en la cual al pez armado tiene alternativas de cubrir

mercados especificos sobre todo como filete.

La carne del bagre armado cuenta con una excelente calidad, el filete
cuenta con 90% de proteina y 4% de grasa (peso seco). Sus propiedades
nutricionales, medidas en términos de acidos grasos, lo hacen un recurso de
calidad. A través de técnicas de extraccion de aceite innovadoras, como lo es la
extraccidon enzimatica neutra, usando el pescado completo se obtuvieron
rendimientos de obtencion de aceite del 2.1% con 40% de grasas saturadas, 44%
de monoinsaturadas, 17% de poliinsaturadas, 13.2% de n-3, 3% de DHA y 2.5% de
EPA. (Fonseca et al., 2017), lo que hace que sus componentes aporten elementos
de nutricion a los consumidores, tiene un porcentaje de carne de alrededor del

20% de su peso, sin embargo, la calidad biologica de su carne es excelente:
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presenta 85% de proteina en base seca y una digestibilidad cercana al 98%
(Velazquez et al., 2013).

Las empresas requieren de procesos de conformacién y de seguimiento
con la finalidad de lograr los objetivos propuestos en su acta constitutiva,
denominado objeto social, esto implica utilizar la planeacién estratégica que
permite proyectar a mediano y largo plazo, ademas de generar acciones que
incrementen la competitividad frente al mercado nacional e internacional (Mora
et al., 2014), esto genera un ambiente dinamico de los negocios, al aportar valor a
sus consumidores, a través de una relacién sélida mantenerse en el mercado,
debido que en la actualidad los clientes son exigentes y el mercado global ofrece
multiples oportunidades a sus necesidades, es indispensable la inclusion de

servicios o productos nuevos (Cruz, 2018).

Generar estrategias en las empresas requieren de elementos basicos que
permiten integrar las fases de administraciéon y a su vez la aplicacion directa
para desarrollar los factores de produccién, que promueven el analisis interno de
la empresa, la situacién financiera, los aspectos de mercado y la generacion de
capital humano que debe de existir (Ahumada y Perusquia, 2016), el futuro de las
empresas depende de su capacidad de respuesta e innovacidén, por lo que
representa una ventaja competitiva sustentable, para la transmisiéon de la
cultura y la filosofia, en estos términos la productividad promueve una economia
dinamica utilizando los recursos en forma optima y efectiva (Delfin y Acosta,
2016).

El objetivo de la investigacion en proponer la aplicacion de estrategias
administrativas, técnicas y financieras para el establecimiento de una planta
productora de filete de pez armado (Pterygoplichthys spp.), con la finalidad de
integrar al grupo de pescadores riberenos a esquemas micro empresariales que

detone la utilizacién de mano de obra directa, impacte en la atencién de

97



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

mercados y contribuya con la sustentabilidad en la zona de los pantanos de

Centla.
2. Materiales y Métodos

Durante la implementacién de este trabajo se realizaron talleres
participativos en diferentes etapas, para el desarrollo de la identidad corporativa,
que es un concepto que permite identificar y diferenciar las marcas o empresas
frente a sus grupos de interés, con referencia a mision, vision, valores y objetivos
a seguir, con el fin de desarrollar motivacién en el capital humano (Bravo,
Matute y Pina, 2016), asi como se realizé un analisis FODA (Fortalezas,
Oportunidades, Debilidades y Amenazas), para diagnosticar la situacién interna
y externa de una organizaciéon y obtener una perspectiva general de la situacion
estratégica a aplicar en la organizacién (Ponce, 2007, y Ruiz y Hurtado, 2011).
Para las innovaciones desarrolladas y rendimientos de producto se aplicé con las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM) en la busqueda de alimentos inocuos
cuando son procesados y manipulados bajo determinadas condiciones sanitarias
en establecimiento dedicados a la producciéon, almacenamiento y expendio de
alimentos (Garcia et al, 2017). En el aspecto financiero se determinaron
indicadores como el Valor Actual Neto (VAN), que es el valor actual/presente de
los flujos de efectivo netos de una propuesta (Mete, 2014), la tasa interna de
retorno (TIR) con flujos actualizados (Aching, 2006), la relacién Beneficio-Costo
(B/C), que consiste en dividir los beneficios actuales entre el valor actualizado de

la inversion a una tasa de actualizacién o de descuento (Castaner, 2014).
3. Resultados y Discusién
Estrategias administrativas

Con base en los talleres se realizd la construccién de la filosofia de la
organizacion con la vision institucional como estrategia de reconocimiento de la

empresa, y su identificaciéon como socios. La referencia de “La Prosperidad de los
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Pantanos de Centla” en 2025 es una Sociedad Cooperativa reconocida por su
crecimiento empresarial, que oferta al mercado nacional e internacional
productos pesqueros procesados de calidad superior, que contribuye al
desarrollo sustentable de la region y calidad de vida de sus socios. Asi como la
mision: “La Prosperidad de los Pantanos de Centla” es una Sociedad Cooperativa
que maneja recursos con transparencia, productiva, que promueve el
crecimiento regional y de apoyo social, logrando beneficios econdémicos para los

socios y los proveedores pesqueros.

Los wvalores institucionales se enmarcaron en “Responsabilidad,
Puntualidad, Compromiso, Decisién, Comunicacién, Creer y crear, y Tener fé”. En
cuanto a los objetivos institucionales es la de: a) Promover productos pesqueros
sustentables, b) Lograr calidad de vida de los socios y proveedores, c) Aprovechar
los recursos para beneficios de la poblacién, d) Lograr productos que ayuden a
una alimentaciéon sana y e) Desarrollar una empresa productiva a nivel
internacional. Estos procesos colaboran a desarrollar un interés por la empresa y

se interiorice el productor en el reconocimiento de su trabajo presente y futuro.

En la construccién del analisis FODA se obtuvieron resultados relevantes,
al desarrollarlo los productores visualizan su estatus y proyectan soluciones

integrales (ver Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis FODA de la empresa Prosperidad de los Pantanos de Centla.

Fortalez Oportunida Debilidade Amenazas
as des S
Producci Mercado Creer en el Costo de
6n local, regional y proyecto energia
nacional
Instalaci Apoyos Comunica Competen
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ones federales y ci6én cla
estatales
Personal Aceptacion Organizacl Productos
Capacitado de producto por on sustitutos
consumidores
Equipos Diversidad Responsab Problemas
de proceso de opciones de 1lidad soclales
consumo
Proveedo Animo Permisos y
res de materia personal concesiones
prima
Actitud Falta de Perdidas
positiva transporte de especies por
sobreexplotacion
Mercado Compromi
SO
Recursos Toma de
financieros decisiones

Fuente: Elaboracion propia (datos desarrollados en taller con productores).

En este sentido se determinan estrategias para cubrir las relaciones
existentes en el analisis FODA a corto plazo: a) Generar Plan de mercadotecnia
especifico, b) Establecer un plan de promocién y publicidad incluyendo internet,
c) Plan de capacitacién para desarrollo de emprendedores y liderazgo, d)
Convenios de proveedores y comercializacién de productos y e) Realizar un
reglamento interno. A mediano plazo: a) Diversificar mercados y b) Promover la
innovacion de productos que incluye artesanias (carteras bolsas, entre otras),

alimentaciéon de ganado (harinas) y diversidad de productos desde embutidos,
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marinados, enlatados, entre otros. A largo plazo es: a) Institucionalizar la
sustentabilidad del negocio (cuidado de especies) y c) Programas de produccién y

repoblamiento de especies nativas.
Estrategias de produccion

Se determind el diagrama de proceso a seguir conforme la aplicacion del
BPM realizando los registros de actividades como control de los procesos y evitar
productos contaminados que afecten la presentacion y caducidad del filete, el
cual se entrega en bolsas al alto vacio con porciones de 0.5 y 1.0 Kg, los cuales
son congelados trabajando la NMX-FF-032-SCFI-2001, en este caso los analisis
microbiologicos estan en desarrollo. En estos momentos la empresa tiene la
capacidad de generar 1,800 kg diarios de filete al mes, considerando los
requerimientos de aproximadamente de 12,000 Kg de forma mensual,
considerando al pez armado como la materia prima,. Se estiman rendimientos
de proceso del 15% en promedio sobre todo porque se trabajan peces de 25 a 30
cm de tamano, Optimos para el filete que se desea a la venta en publico y en
restaurantes locales, se considera el sondeo de mercado llevado con entrevistas

a propletarios en la cuidad de Frontera y Villahermosa Tabasco.

* Recepcion de la materia prima es una de las operaciones importantes en la
elaboracion de estos productos, de la calidad de la materia prima depende
la calidad del producto terminado, la carne debera tener un pH de 5.6,
limpio, sin golpes, el pez debe llegar con un porcentaje del 90% vivo, libre
de materiales extranos, limpio de lodo o tierra.

* Selava y se desangra con un corte en la parte ventral del pez, se deposita
en balde de agua fria.

* Se coloca en la mesa y se realizan cortes en el lomo del pez tratado con
una navaja o cuchillo, se realiza un corte longitudinal por la parte de
unién de las espinas, al separar la piel exterior se expone el filete y se
separa con cuchillo.

» Posteriormente al sacar el filete este se sumerge en agua con hielo para
conservar su calidad.

* Selleva a cabo control de calidad para seleccion de filetes con residuos de
espinas y extraerlos.
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» Se filetea conforme el estandar que tienen los productores y se deposita en
bolsas para sellar al alto vacio.

* Empacado, las bolsas se empacan al 93% de vacio aproximadamente en un
tiempo de sellado de 2 segundos, en bolsas de plastico de 6 x 8 pulgadas.

e Almacenamiento, al culminar el proceso se almacena en refrigeracion o
congelacion para traslado a centro de consumo.

Estrategias financieras

Se delimitd la necesidad de inversiones totales, se necesitan 594,300.00
pesos, el 84.14% corresponde a inversiones fijas por 500,000.00 pesos en equipos
de proceso y de transporte, el 15.86% de capital de trabajo por 94,300.00 pesos,
para adquisicion de materia prima, que constituyen la compra de 12,000 de kg de
pez armado, en este caso es pez armado proporcionado por pescadores locales,
gastos de mano de obra directa de 10 socios en la planta de proceso, con ventas
de 1,800 kilos de filete. Se buscara el apoyo financiero con instituciones de
fomento correspondiente al 100.00%, aclarando que como aportacién se tienen
los activos con que cuenta en estos momentos la empresa, la produccion y
ventas por cobrar. Se considera aportaciéon de CONANP, con la finalidad de que
la carga financiera no se aplique con obligaciones crediticias o de otro tipo, esto

hace que el proyecto por si solo tenga viabilidad.

La viabilidad del proyecto se establece al comercializar 1,800 Kg de filete a
un precio de 80.00 pesos/kilogramo con ingresos mensuales de 144,000.00 pesos),
de los cual se tienen costos directos de produccién por 30,000, gastos de
administracién por 17,500.00 pesos y gastos de venta de 26,900.00 pesos, con un
total de egresos de 74,400 pesos (se estima que el costo de produccién por
kilogramos es de 41.33 pesos), de lo cual se tiene una relaciéon beneficio costo
(RBC) de 1.94, lo que siguiere viabilidad en la actividad para la empresa, el pago
de la mano de obra es integra para los socios del proyecto, en el caso de PE
(Punto de Equilibrio) se considera 36,206.90 pesos de ventas mensuales para

cubrir los gastos fijos de la empresa.
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El calculo de VAN (Valor Actual Neto) y TIR (Tasa Interna de Retorno) se
aplic6é como tasa de actualizacion e. 33.57% anual con base a créditos que se
obtiene en micro financieras de la regién y un monto de inversiéon 594,300.00
pesos, obteniendo la VAN de 1'308,448.87 que es positiva y la TIR con factor
actualizado de 78.72%, lo que suglere que es rentable el proyecto conforme los
parametros establecidos. Si bien las instituciones de fomento no cobran interés
sobre los montos que proporcionan, el calculo se realizé para verificar si se tiene
la posibilidad de ser viable y rentable bajo condiciones crediticias, que en este

caso es probable su ejecucion.
Estrategias de innovacion

En el desarrollo del proceso, se realizaron prototipos de filete relleno, filete
empanizado, nuggets de filete de pez armado, los cuales al aplicar pruebas de
degustacién a 10 personas salieron sobresalientes en un 90%, se comentaron
aplicar mejoras en sabor por condimentacioén y presentacion; debido a que se
aplicé alto vacio en sus empaques para conservacion, existiendo problemas de
escurrimientos de jugos de salmueras, en otros aspectos no existieron

situaciones anormales.

Con base a las estrategias planteadas se generd una agenda de innovacion,
para considerar los procesos de atencion hacia la diversidad de especies y
generacion de empresas sustentables en la region, la “Sociedad Cooperativa de
Capital Variable, La Prosperidad de los Pantanos de Centla”, conformado por
mujeres y hombres con actividad de pesca riberenia que buscan promover el

desarrollo y crecimiento de la empresa con:

a) Gestidbn de infraestructura, equipamiento y asistencia técnica por
500,000.00 pesos para 2018;

b) Realizacion de convenios con pescadores riberenios para abastecimiento de
materia prima para 2018;

c) Generacion de marca registrada y cédigo de barras para 2019;

d) Realizacién de convenio con comercios para comercializacién de producto
para 2019;

103



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

D
~

Impacto a nivel regional con productos fortalecidos en 2019;
Generacion de pagina web para comercializacion 2019;
Generacion de innovaciones para nuevos productos 2019;
Estudio de mercado para colocacién de innovaciones a nivel regional 2019;
Promover esquemas de colaboracion con instituciones de fomento 2019;
Busqueda de comercializacion en estados vecinos y prospectos nacionales
2020;
) Adquisicion de terrenos propios para construcciéon 2021,
Realizacién de inversiones de infraestructura propia 2022;
m) Proyecto de consolidacion de empresa 2024; y
n) Estrateglas de mercados nacionales en base a crecimiento 2025.

S

.

=~

Impacto ambiental

El proyecto de embutidos de pez armado, haciendo referencia a los
objetivos, es la utilizacion de su carne en forma sustentable, al ser catalogado
como especie invasora que afecta en gran medida la poblacion de otros peces en
las zonas donde se encuentra su habitat, y ademas favorece la disminucion de su

poblacién con un impacto positivo para bajar su poblacion.

En este caso al desarrollarse este taller en Los Pantanos de Centla en la
comunidad de Arroyo Polo 2da., se espera por mes comercializar 1,800 kg de
filete de pez armado, lo que hace que se capture en promedio de 12,000kg de pez
Vivo por mes, con inversiones por compra de este producto de 30,000.00 pesos
mensuales, que serian recursos extras para pescadores riberenos. Bajo este
parametro se estimaria una utilizacién de pez armado de 144.0 toneladas por
ano, solamente en un taller de esta magnitud, que si bien no se refleja en una
gran incidencia en el aspecto de cantidad de individuos (No se tiene una
estimacién en México de la poblacién de este pez en las aguas territoriales), pero
promueve desarrollar un proceso de utilizacién para alimentacién humana con
alto valor nutritivo, que a mediano y largo plazo se contemple como una especie
que ocupe a nivel industrial en otros procesos como alimento balanceado para

otras especies y en cocina tradicional o de especialidades.
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4. Conclusiones

La presente investigacién presenta una apertura de una planta de pez
armado viable y rentable, debido a que se cuenta con preferencias en los
mercados que permiten la adquisicion de filete a nivel local y regional, sobre
todo para consumo en restaurantes, conforme a las estrategias desarrolladas
durante la realizacién del estudio se cuenta las administrativas, con una
ldentidad corporativa acorde a los opiniones de los socios lo que demuestra
compromiso, se establecieron con el analisis FODA cinco proyectos a corto plazo,
dos a mediano plazo y uno a largo plazo, lo cual promueve planificar el negocio,
en el caso los aspectos técnico se logrd establecer un proceso estandarizado, lo
que origina optimizar los recursos existentes y eficiencia, en el aspecto
financiero se demuestra la viabilidad y rentabilidad de la empresa con una RBC
de 1.94, TIR de 78.72 y VAN positiva de 1'308,448.87 pesos, conforme a las ventas
y gastos programados, en el aspecto social se genera mano de obra directa e
indirecta lo que ayuda al empleo en la regidn, a nivel de impacto ambiental no se
afecta la flora o fauna de la regién por utilizarse una especie invasora, se tiene
que trabajar en los desechos de armazén y sangre para genera productos
alternos hacia otras areas de produccidon; se presentan tres prototipos de
productos alternos al filete (empanizados) los cuales requieren de investigaciéon
para su estandarizacidon, se generd agenda de innovacién con propuestas del
2018 hasta el 2025, esto impacta en la formacion del capital humano y en los
objetivos de la empresa, esto requiere de seguimiento institucional en todos sus
niveles con la finalidad de que exista desarrollo, crecimiento y consolidacién

conforme el esfuerzo realizado por el grupo de productores.
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Resumen

El consumo de alimentos benéficos para la salud ha sido una de las 10
tendencias mas relevantes en la ultima década, por lo que el enriquecimiento
y/o la modificacién de productos alimenticios es uno de los grandes retos de la
industria. La adicién de nutrimentos de origen vegetal, principalmente proteinas
y fibras, ha ganado terreno como alternativa a las proteinas animales. Uno de los
alimentos ampliamente consumido en todo el mundo es el yogur, un producto
fermentado de baja acidez, generalmente elaborado a base de leche entera,
solidos no grasos y saborizantes. Su consistencia suele ser semi-sélida o semi-
liquida. El objetivo de este estudio fue determinar las caracteristicas
fisicoquimicas (pH, acidez, sinéresis, °Brix, densidad y color) de un yogur
adicionado con harina de garbanzo de dos variedades (Blanco Sinaloa y Blanoro).
Los yogures se almacenaron a 4 °C y fueron evaluados en los tiempos 1, 8 y 15
dias, con el fin de detectar cambios durante el almacenamiento. Los resultados
obtenidos muestran ligera disminucion en los valores de pH a lo largo del
tiempo, la densidad permaneci6 estable, el color mostré tendencias hacia el
amarillo, perdiendo luminosidad. Estos resultados sugleren que el yogur

adicionado con harina de garbanzo es estable durante el almacenamiento.

Palabras clave: yogur, harina de garbanzo, propiedades fisicoquimicas.
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Abstract

The consumption of foods beneficial to health has been one of the 10 most
relevant trends in the last decade, so the enrichment and/or modification of food
products is one of the greatest challenges for the industry. The addition of
nutrients of plant origin, mainly protein and fibre, has gained ground as an
alternative to animal protein. One of the most widely consumed foods worldwide
1s yogurt, a low-acid fermented product, generally made from whole milk, non-
fat solids and flavoring. Its consistency is usually semi-solid or semi-liquid. The
objective of this study was to determine the physicochemical characteristics (pH,
acidity, syneresis, °brix, density and color) of a yogurt added with chickpea flour
of two varieties (Sinaloa White and Blanoro White). The yoghurt was stored at
4°C and evaluated at times 1, 8 and 15 days to detect changes during storage.
The results obtained show a slight decrease in the pH values over time, the
density remained stable, the color showed a tendency towards yellow, losing
luminosity. These results suggest that yogurt added with chickpea flour is stable

during storage.

Keywords: yogurt, flour of chickpea, physico-chemicals properties.
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1. Introduccién

El consumo de alimentos benéficos para la salud ha sido unas de las
principales tendencias en esta ultima década, por lo que el enriquecimiento y/o
modificacién de productos alimenticios es uno de los grandes retos de la
industria. La adicién de nutrimentos de origen vegetal, principalmente de
proteinas y fibras, ha ganado terreno como alternativa a las proteinas de origen
animal (OMS, 2003).

El yogur es uno de los alimentos ampliamente consumidos en todo el
mundo. Es un producto fermentado de baja acidez, que contiene probiéticos, los
cuales, al ser consumidos en cantidades suficientes, ejercen efectos benéficos al
huésped (Tamime y Robinson, 1999, Parra-Huerta, 2012; Zare et al, 2012;
Kayanush y Olson, 2018).

El garbanzo es una leguminosa que representa un alto potencial
nutrimental, debido a su alto contenido de proteina (22. 9 — 24.6%), grasa (2.6 —
6.0%), cenizas (3.21 - 3.43%) y carbohidratos 60%, principalmente almidén (Arab
et al., 2010). México, es un gran productor de esta leguminosa, colocandose en el
octavo lugar a nivel mundial, la mayor parte de produccién es calidad de
exportacion, dejando limitado su consumo (Aguilar-Raymundo y Vélez-Ruiz,
2016). Es necesario aumentar su consumo y diversificarlo como “ingrediente
funcional” en el desarrollo de productos alimenticios. Una de las ventajas que
proporciona este grano es que mantiene la sensacion de saciedad durante un

largo periodo (Peralta y Veas, 2014).

La legislaciéon “Canadian Legal Legislation Institute” (2008), autorizé la
fortifiacion de yogurt con 2% de solidos totales, lo que representa una
oportunidad para enriquecer el valor nutricional del yogur con leguminosas,
tales como: frijol (Phaseolus vulgaris), chicharo (Pisum sativum) lentejas (Lens
culinaris) y garbanzo (Cicer arietinum L), representan un gran potencial, ademas de

ser un factor de crecimiento (prebidticos) para el enriquecimiento de bebidas
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probidticas y yogurt (Zare et al, 2012). Por lo anterior, se propone incorporar
harina de garbanzo a formulaciones lacteas y determinar las caracteristicas

fisicoquimicas.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

El grano de garbanzo tipo Kabul Blanco Sinaloa y Blanoro (Cosecha 2017),
fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,

Agricolas y Pecuarias (INIFAP), campus Celaya.
2.2. Preparacion de la harina

Preparacion de las harinas. Se pesaron 100 g de grano, se llevo a cabo la
molienda en un molino de discos manual (Marca estrella, México),
posteriormente, se realizd una segunda molienda. Al término, se realizd el
tamizado (250 pm, malla #60). Las harinas se colocaron en bolsas resellables, se

etiquetaron y se guardaron en un lugar fresco hasta su uso.
2.3. Formulacion de los sistemas

La preparaciéon de yogur consistid en la estandarizacion de soélidos (4 g
solidos por cada 100 ml de leche pasteurizada). La elaboracién del yogur se
realizé con el método descrito por Tamime y Robinson (1999), mezclando leche
entera fluida y leche descremada en polvo para ajustar el nivel de solidos, azucar
(4%), posteriormente fue tratada térmicamente a (90 °C por, 15 min). Se dejo
enfriar hasta bajar la temperatura a 37 °C para realizar la adicién de los
microorganismos fermentadores (0.02%). Los sistemas se colocaron en una

incubadora donde permanecieron por 5.0 + 0.5 h, hasta alcanzar un pH de 4.5.

Tabla 1. Composicion de los sistemas adicionados con harina de garbanzo

Siste Lech Azuc Solid Hari

ma e entera ar (g) os de leche na (g)
(ml) (8)
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C 250 10 10 -

Y1- 250 10 6.5 6.5
BS

Y2- 250 10 - 10
BS

Y3- 250 10 6.5 6.5
BN

Y4- 250 10 - 10
BN

2.4 Caracterizacion fisicoquimica

Se determinaron los so6lidos solubles expresados como °Bx, medidos con un
refractometro digital (Reitcher AR 200, EU), usando el método 981.12. El pH fue
medido usando un potenciémetro digital, a 20 °C de acuerdo al método 981.12.
La acidez fue determinada segun el método 947.05, se expresa como porcentaje
de acido lactico. La densidad, se obtuvo gravedad especifica se usd un
picnémetro de metal (de Grease) y comparando su peso cuando se encuentra
vacio, con agua destilada y con la muestra. La sinéresis, se determiné empleando
una centrifuga a 5000 rpm durante 20 min. El sobrenadante se separa y pesa, la

sinéresis se expresa como: % sinéresis = ((P sobrenadante)/ (P muestra)) *100.

El color, se determin6é empleando el Colorimetro Chroma meter CR-410
(Konica Minolta Sensing, Inc. Japén) y se reporta por medio de los parametros L*
(luminosidad), a* (intensidad de rojo a verde) y b* (intensidad de amarillo a azul)

en modo de reflectancia.
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2.5 Analisis estadistico.

Los analisis se realizaron por duplicado. Los datos se analizaron con un
analisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias significativas entre los
resultados obtenidos, con un 95% de confianza. Se utilizd el programa Minitab
16® (Minitab Inc., Pennsylvania, EE.UU.).

3. Resultados y Discusién
pH

La Figura 1, muestra la evolucién del comportamiento de pH de las
muestras almacenadas por 15 dias. Se aprecia una considerable disminucién a
través del tiempo para todas las muestras. En general, se observa un decremento
rapido en los primeros 8 dias de almacenamiento, excepto para las muestras
Y2BS, Y3BN y Y4BN. Las muestras cumplen con el pH establecido por la norma
oficial mexicana, NOM-181-SCFI-2010, (pH <4.4) al dia 15, excepto las muestras
C, Y1BS y Y3BN.

4.80
. \_. g C
- _ , Y1BS
Y3BN
4.20 i Y4 BN
0 4 8 12 16

Tiempo (dias)

Figura 1. Cambios en el pH durante el almacenamiento de yogur enriquecido con

harina de garbanzo.

Acidez titulable
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En la Figura 2 muestra la evolucion del porcentaje de acidez (expresado
como porcentaje de acido lactico), producto de la fermentacion de los azucares,
para las muestras con sélidos de leche y con harina, respectivamente. El control,

Inicié con 1.1y con el tiempo bajo, la muestra Y1BS, inicié con 0.84 y aumento a
0.90.

1.2

_ 11 c

B3

§ 1.0 —e—Y1BS

©

209 P Y2BS
o W. Y3BN
' et YABN
0.7

1 8 15
Tiempo (dias)

Figura 2. Cambios la acidez en el almacenamiento de yogur enriquecido con harina
de garbanzo.

En el resto de las muestras se puede observar un incremento en la acidez
respecto al tiempo de almacenamiento a una velocidad inferior como resultado
de la actividad enzimatica y metabdlica bajo condiciones de refrigeraciéon (4 °C).

Los valores se encuentran dentro del intervalo establecido por NOM-181-SCFI-
2010 que estipula un minimo de 0.5%.

°Brix y Densidad

En la Tabla 2, se muestra el concentrado de los valores obtenidos en la
determinacion de solidos totales para los sistemas. Se observa que todos los

yogures poseen un porcentaje de solidos totales similares (en promedio 18.7%).

120



Se aprecia que los s6lidos disminuyen significativamente (p<0.05) con relacién al

tiempo, y que no influye la formulacion.

Tabla 2. Caracterizacion fisicoquimica de los sistemas enriquecidos con harina de

garbanzo.
Sis Densidad
) °Bx
tema ias (kg/m?3)
19.70
C 1062 + 0.01°
+0.01%
18.70
1062 + 0.01°
+ 0.01%4#
16.00
1063 + 0.01°
5 +0.01%
Y1 18.70
1075 + 0.01°
BS +0.01%
18.90
1075 + 0.01°
+ 0.01%4#
16.00
1074 + 0.01°
5 +0.01%
Y2 19.50
998 + 0.01°
BS +0.01%
18.90
998 + 0.01°
+ 0.01%4#
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Los valores representan el promedio de analisis por duplicado
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Y3
BN

Y4
BN

17.90
+0.01%

20.00
+0.01%

19.50
+ 0.01%48

18.70
+0.01%

19.80
+0.01%

19.60
+ 0.01%48

19.30
+0.01%

998 + 0.01¢

1076 = 0.01°

1076 + 0.01°

1074 + 0.01°

1076 = 0.01°

1075 = 0.01°

1075 = 0.01°

+

desviacién estandar. Letras diferentes muestran diferencia significativa p<0.05,

por la prueba de Tukey. Letras minusculas diferencias con respecto a la

formulacién. Letras mayusculas diferencias con respecto al tiempo de

almacenamiento.

En el analisis estadistico se muestra que no existen diferencias

significativas (p>0.05) para el contenido de solidos totales entre las diferentes

formulaciones y que los dias, si ejercen un efecto significativo (p<0.05) sobre este

parametro.

Color
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Como era de esperarse, la adicion de harina de garbanzo gener6 ligeros
cambios de color con respecto al control. Sin embargo, se observd mediante el
analisis estadistico que, para todos los tipos de yogurt, presentan diferencias
significativas (p<0.05) respecto a la formulacion para los parametros L*, a* y b,
cabe resaltar que el tiempo de almacenamiento no fue significativo (p>0.05), lo

cual es una gran ventaja.

Tabla 3. Pardmetros de color de los yogures enriquecidos con harina de garbanzo.

Formu I
. . L* a* b*
laciéon ias
c 91.98 2.01+ 6.30
+0.212 0.01# + 0.01°
92.07 1.90 + 6.68
+0.122 0.01# + 0.01°
91.76 2.35 + 7.35
5 + 0.01° 0.02# + 0.01°
87.53 213 + 6.62
Y1BS
+ 1.90P 0.01# + 0.01°
87.53 213 + 6.62
+ (0.32P 0.02# + 0.01°
90.22 2.30 + 10.9
5 +0.01° 0.01# 2 +0.01°
88.48 241 + 13.1
Y2BS
+ 0.01° 0.01# 3+0.012
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86.45 239 + 13.1
+0.12° 0.02% 2 +0.01a
86.45 239 + 13.1
5 + 0.45P 0.012 2 +0.01%
89.36 2.29 + 11.7
Y3BN
+0.21° 0.01¢ 7 +0.01%
86.45 239 + 13.1
+ 0.54° 0.01¢ 2 +0.01%
87.34 219 + 10.7
5 +0.22° 0.01¢ 5+0.01%
88.38 2.28 + 14.0
Y4BN
+0.76° 0.01¢ 7 +0.01%
86.28 219 + 13.2
+0.34° 0.01¢ 2 +0.01%
86.28 219 + 13.2
5 +0.23° 0.01¢ 2 +0.01%

Los valores representan el promedio de analisis por duplicado + desviacion
estandar. Letras diferentes muestran diferencia significativa p<0.05 con respecto

a la formulacion.
Porcentaje de sinéresis

En la Figura 3, se muestra el comportamiento del porcentaje de sinéresis
presentado por los sistemas elaborados. Se aprecia una tendencia a la

disminucion respecto al tiempo, debido a una mayor capacidad de retencion de
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agua por accion de la harina para mantener la formacién del gel. Los valores de

sinéresis obtenidos en el presente estudio oscilan entre 10 — 38.5%.

El analisis estadistico muestra que hay diferencias significativas (p<0.05)
entre las formulaciones. El almacenamiento no ejerce efecto significativo sobre

los yogures adicionados con harina de garbanzo.

a—a
40
35 ac
T Jbe

30 ab be
i\e, 25 uC
2
2 20 uY1BS
.{1;, : =Y2BS
% 1° Y3BN

10 HY4BN

5

1 8 15
Tiempo (dias)

Figura 3. Porcentaje de la sinéresis en el almacenamiento de yogur enriquecido con
harina de garbanzo.

4. Conclusiones

Entre las caracteristicas fisicoquimicas de los sistemas elaborados, los
parametros afectados son el contenido de sélidos, el color y la sinéresis, donde la

Incorporacion de la harina ocasiona estas diferencias.
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Resumen

La papaina y la bromelina son proteasas presentes en el latex de la papaya
y en la pulpa de la pinia respectivamente, usadas principalmente como
ablandadores de carne. El interés en la modificaciéon de la terneza de la carne
bovina se debe a la necesidad de incrementar el valor comercial de los cortes
mas duros denominados de tercera calidad y potencializar atributos sensoriales
de importancia para los consumidores. El alto costo de dichas proteasas puras
conlleva a evaluar el efecto de la incorporacién en un condimento de extractos
proteicos obtenidos del latex de la papaya y de la pulpa de pina, sobre las
propiedades mecanicas y sensoriales de un corte de tercera calidad. Para
elaborar el condimento se obtuvieron los extractos proteicos y se les cuantifico la
actividad enzimatica in vitro, definiendo mezclas con diferentes concentraciones
(0-2%), donde el porcentaje restante contenia una mezcla de especias y harinas.
Los cortes condimentados fueron sometidos a analisis de perfil de textura y perfil
sensorial, obteniéndose actividad proteolitica de 0,561+0,020 U y 0,089+0,008 U
para la papaina y bromelina respectivamente, y encontrandose que el

condimento disminuyo la dureza, gomosidad y masticabilidad del corte.

Palabras clave: Proteasas, carne bovina, TPA, analisis sensorial, condimento.
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Abstract

Papain and bromelain are proteases present in papaya latex and pineapple
pulp respectively, used mainly as meat tenderizers. The interest in modifying
beef tenderness 1s due to the need to increase the commercial value of the
harder cuts called third quality and to potentiate sensory attributes of
importance to consumers. The high cost of these pure proteases leads to
evaluate the effect of the incorporation in a condiment of protein extracts
obtained from the latex of the papaya and the pineapple pulp, on the mechanical
and sensory properties of a third quality cut. To prepare the condiment, the
protein extracts were obtained and the enzymatic activity was quantified in
vitro, defining mixtures with different concentrations (0-2%), where the
remalining percentage contained a mixture of spices and flours. The flavored cuts
were subjected to analysis of texture profile and sensory profile. Obtaining
proteolytic activity of 0,561+0,020U and 0,089+0,008U for papain and bromelain
respectively, and finding that the condiment decreased the hardness,

gumminess and chewiness of the cut.

Keywords: Proteases, bovine meat, TPA, sensory analysis, condiment.
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1. Introduccién

La carne es definida por el Codex Alimentarius como “todas las partes de
un animal que han sido dictaminadas como inocuas y aptas para el consumo
humano o se destinan para este fin”, es importante nutricionalmente debido a su
alta proporcién de proteinas de alto valor biolégico con aminoacidos esenciales
para satisfacer las necesidades nutricionales del organismo, ademas es fuente
importante de energia por su contenido de grasa, vitaminas, minerales y hierro
de alta biodisponibilidad (FAO, 2015). Sin embargo, a la hora de comprar la carne,
la eleccion del consumidor se ve influenciada no solo por el valor nutricional de
esta sino también por su calidad sensorial, la cual es apreciada con base a los
criterios de sabor, jugosidad y terneza, este ultimo criterio es un factor de gran
importancia que incide en la aceptacién que tiene el consumidor final del
producto carnico y se define como la dificultad o la facilidad con la que se puede

cortar o masticar (D’Alessandro y Zolla, 2013; Restrepo, 2008).

Con base a la terneza y marmoreo los cortes de la carne de res se clasifican
en tres categorias: de primera, de segunda y de tercera calidad. Los cortes de
primera calidad corresponden al corte pistola largo y se caracterizan por tener
un alto rendimiento muscular, los cortes de segunda comprenden la aguja y
costillar caracterizandose por su menor rendimiento muscular y mayor
proporcién de grasa y/o hueso, y los cortes de tercera comprenden la parte del
frente del animal, estos ultimos cortes tienen un mayor contenido de grasa,
hueso y tendones (colageno y elastina), la presencia de dichos tendones le dan a
estos cortes su dureza caracteristica (Sanchez, n. d.). En Colombia la carne de res
tiene un valor entre $ 1,48 a 5,61 por libra, para lo cual una persona que devenga
el salario minimo requiere de no menos de seis h de trabajo para adquirirla lo
que indica que en la dieta de los estratos bajos colombianos (79,2%) pocas veces
se accede a un corte de carne que sea de alta calidad sensorial (Contexto
ganadero, 2014; El Tiempo, 2017).



La terneza se relaciona principalmente con los siguientes factores: la
degradacion de la fibra muscular, el estado contractil del musculo, la cantidad
de tejido conectivo y la cantidad de grasa intramuscular o ‘marmoreo’; estos
factores son susceptibles a cambios determinados por la variacion genética y/o el
medio ambiente (Vasquez et al., 2007). Dada su importancia en la aceptacién de
la carne por parte del consumidor existen diversos métodos para aumentarla
entre ellos: mecanicos, quimicos, bioquimicos, fisicos y enzimaticos, entre estos
ultimos varias enzimas vegetales (como la papaina y la bromelina) han sido
ampliamente investigadas como ablandadores de carne (Barekat y Soltanizadeh,
2017).

Las enzimas son proteinas presentes en todas las células incluyendo
MIicroorganismos y 0rganismos superiores, que actian como catalizadores
biologicos llevando a cabo reacciones bioquimicas con un alto grado de
especificidad. Aunque las enzimas son producidas en células vivas, éstas pueden
ser separadas del material celular y continlan manifestando su actividad
biologica en procesos quimicos, siendo estas de gran utilidad para la industria
pues permiten aumentar velocidades de reaccion, rendimientos y mejorar la
calidad de sus productos. Segun el tipo de reaccién que catalizan las enzimas se
pueden clasificar en: oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas,
lsomerasas y ligasas (Badui Dergal, 2006). Entre el grupo de las hidrolasas se
encuentran las proteasas que catalizan la hidrélisis de los enlaces peptidicos de
proteinas, son de gran importancia en todos los procesos fisiologicos que
implican maduracién y activacion de proteinas o su degradacidon (protedlisis).
Existen proteasas comerciales de origen vegetal, animal y microbiano
(Hernandez et al., 2005; Ramli et al., 2017; Réhault, 2007); Estas enzimas se usan
en el ablandamiento de la carne el cual producen por medio de una protedlisis

de las proteinas del tejido conectivo como el colageno (Pérez, 2004).

Entre las proteasas de origen vegetal se encuentran un tipo denominado

cisteino proteasas presentes en el latex de Carica papaya y la pulpa de pina
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(Ananas comosus): el primero es una fuente rica de cisteina endopeptidasas, que
incluyen papaina, glicil endopeptidasa, quimopapaina y caricaina, que
constituyen mas del 80% de la fraccién enzimatica completa y en la segunda se
encuentra un grupo de enzimas proteoliticas que se han denominado
generalmente como "bromelinas”’, que son endopeptidasas y representan casi el
90% del material proteoliticamente activo (Ketnawa et al., 2012; Rowan, 2013;
Romo y Banchon, 2005). La papaina y bromelina presentes en las matrices antes
mencionadas tienen aplicaciones en la industria alimentaria principalmente
como ablandadores de carne, y en Colombia son importadas de paises como
Dinamarca y Alemania con un alto costo por su estado de pureza (Euromonitor

International from United Nations, 2017).

Por otro lado, se entiende como condimento las substancias alimenticias
que se utilizan para sazonar o realzar el sabor de los alimentos, logrando una
armonia entre todos los ingredientes sin alterar el sabor natural de lo que se
cocina, la palabra condimento es un genérico en el que se incluyen las hierbas y
las especias. Si bien es cierto que en el mercado ya existen ablandadores de
carne éstos solo contienen papaina o bromelina vehiculizadas en harinas, pero
no contienen ambas enzimas mezcladas con especias, por esto es de interés
evaluar un condimento que modifique el sabor y a la vez mejore la textura de un

corte de carne (Ariza, 2015; Ene-Obong et al., 2018).

Por lo anteriormente mencionado el objetivo de esta investigacién fue
evaluar el efecto del extracto proteico obtenido a partir de latex de papaya y de
pulpa de pina adicionado en un condimento sobre las propiedades mecanicas y

sensoriales de un corte de carne de tercera calidad.
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2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

Todos los reactivos quimicos usados en la investigacién eran de grado
analitico y se obtuvieron de Merck (Alemania), Sigma-Aldrich (Reino Unido) y
Carlo Erba Reagents (Espana). La pina (Ananas comosus) variedad manzana y el
latex de papaya (Carica papaya L) se obtuvieron respectivamente de los

municipios de Medellin y Cocorna, Colombia.
2.2. Obtencidn de los extractos proteicos

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de pulpa de pina (Ananas
comosus) variedad manzana y latex de papaya (Carica papaya L), siguiendo la
metodologia descrita por (Chaurasiya y Umesh, 2013) para la pulpa de pina y
(Quino et al., 2008) para el latex de papaya, ambas con modificaciones. La pulpa
de la pina fue procesada con una solucion buffer fosfato 0,1 M pH 8,0 y el latex
de la papaya con una solucién buffer citrato-fosfato 0,2 M pH 3,0; para ambas
extracciones se us6 una relacion de 1:2 (fuente:buffer). A las soluciones
obtenidas se le agregd sulfato de amonio a una saturaciéon del 100% para
precipitar la totalidad de las proteinas, posteriormente fueron centrifugadas
(Centrifuga Hermle Z 206A) cada solucién a 6000 rpm por 5 minutos, y dializadas
por separado usando una membrana de celulosa con tamano de poro de 3 kDa.
Por ultimo, se procedié a liofilizar (Labconco) la proteina y se tamizé usando un

tamiz numero 60 (Tamiz Standard abertura 250 um).
2.3. Evaluacién de la actividad enzimdtica in vitro de los extractos proteicos.

Para la evaluacién de la actividad proteolitica de los extractos proteicos se
empled la metodologia descrita por (Baeyens-Volant et al., 2015) con algunas
modificaciones. 250 ul de azocaseina con una concentraciéon de 1% para el
extracto proteico con bromelina y de 0,25 % para el extracto proteico con

papaina, fue usada como sustrato, a esta solucion se le agrego 250 ul de buffer
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Tris-HC1 0,1 M pH 8,0, 50 ul de extracto proteico en concentraciones de 0,7 a 4 mg
de proteina/ml. Se incubo la reaccion durante 30 min a 25 °C y fue detenida
posterior a la incubacion agregando 250 ul de acido tricloroacético al 20%;
posteriormente los tubos fueron llevados a refrigeracion durante 20 min
centrifugados por 10 min a 14000 rpm. Se tomaron 500 ul del sobrenadante y se
adicionaron 500 ul de NaOH 1 M, a esta solucion se le midio la absorbancia en un
espectrofotometro (UV-1700, Shimadzu Europe®) a 440 nm. A las absorbancias
obtenidas se les restd la absorbancia del control y se dividieron entre el tiempo
de reaccidn, el cual fue graficado contra la concentracion de la proteina. Una
unidad (U) de actividad enzimatica fue definida como el incremento de 0,1
unidades de absorbancia a 440 nm por min y por mg de proteina. Para los
controles negativos en cada concentracion de azocaseina se agregd el acido

tricloroacético antes de agregar la azocaseina.
2.4. Elaboracién del condimento

Para la produccion del condimento se tuvo como base fija un 70,75%
representado por: 54% especias (28% comino en polvo, 8% pimienta negra, 8%
orégano, 2% tomillo seco, 2% laurel seco, 3% cebolla en polvo, 3% sal de ajoy 1%
achiote), entre 27,25 a 29,25% harina de trigo, 15,75% harina de arroz y 1% sal, el
2% restante consistid en los extractos proteicos, los porcentajes fueron
determinados con base a lo reportado por otros autores (Andrade et al., 2007;
Gomez, 2015; Miranda y Miranda, 2010; Torres, 2017). Se elaboraron 4 mezclas
que tuvieron los siguientes porcentajes de extracto: 0% de extractos proteicos
(M1), 2% de extracto proteico de pina (M2), 2% de extracto proteico de latex de

papaya (M3) y 2% de extracto proteico con una mezcla 1:1 de pina:latex (M1).
2.5 Evaluacion del condimento sobre la matriz cdrnica

Cada mezcla se aplico sobre 30 g del corte de tercera calidad (Corte
tableado) en una dosificacién de 0,35% y dando un tiempo de accién del

condimento de 2 h, posteriormente, los cortes se sometieron a un proceso de
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coccidon humeda durante 10 minutos y se procedié a realizar los siguientes

analisis:
Andlisis de perfil de textura (TPA)

Para el analisis de perfil de textura se siguid el procedimiento descrito por
(Hleap y Velasco, 2010) de la siguiente manera: se tomaron trozos de carne de
aproximadamente 1,0 cm de grosor y 4,5 cm de diametro en una bolsa de
polietileno para evitar la pérdida de humedad. Se realizé una doble compresion
en un texturometro (EzTest Shimadzu) a 20% de deformacién, velocidad de
cabezal de 1 mm s? y con un tiempo de espera de 15 segundos entre las
compresiones. Los resultados analizados fueron dureza, gomosidad vy

masticabilidad.
Perfil sensorial por aproximacion multidimensional

El perfil sensorial por aproximacion multidimensional se realizé siguiendo
los parametros definidos por las Normas Técnicas Colombianas 3501, 3932 y las
Guias Técnicas Colombiana 165 y 232. Un grupo de jueces entrenados (4 jueces)
identificaron y describieron el conjunto de descriptores relevantes para los
atributos de aspecto general, olor, sabor y textura que dan la maxima
informacién sensorial del producto objeto de estudio, con el proposito de
establecer un perfil sensorial, valorando las intensidades en una escala de
calificacion de 0 a 5 para todos los descriptores donde O es bajo y 5 es alto
(ICONTEC, 1996, 2007).

2.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se us0 el software Statgraphics centurion XVI,
realizando un analisis de varianza simple (ANOVA) para las propiedades
mecanicas obtenidas en el TPA y los atributos de textura obtenidos en el analisis

sensorial.
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3. Resultados y Discusién
3.1. Actwidad proteolitica de los extractos proteicos

En la Figura 1 se observan las graficas obtenidas para la actividad

proteolitica de cada extracto.
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Figura 1. Actividad proteolitica de los extractos proteicos sobre azocaseina, a)

Extracto proteico con papaina, b) Extracto proteico con bromelina.

Se obtuvo una actividad enzimatica sobre azocaseina de 0,561+0,02 U y
0,089+0,00 U para los extractos proteicos de pina y papaya respectivamente, lo
cual confirma la presencia de enzimas proteoliticas en los extractos obtenidos,
por otro lado, no es posible afirmar si una u otra actividad es mayor dado que los
ensayos se realizaron a diferentes concentraciones de sustrato ya que ambos
extractos presentaron velocidades maximas diferentes. La actividad proteolitica
obtenida para ambos extractos coincide con lo reportado por otros autores,
Corzo et al, (2012) encontraron que la bromelina cruda obtenida a partir de
pulpa de pina present6 actividad proteolitica sobre azocaseina, asimismo Wu et
al. (2017), encontraron que la bromelina purificada presenté actividad
proteolitica sobre caseina. En cuanto al latex de la papaya, Thomas et al. (2009)

reportaron actividad proteolitica de extractos enzimaticos obtenidos de
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diferentes organos de la papaya, y Homael y Samari (2017) encontraron que la

papaina pura present¢ actividad sobre caseina.
3.2. Andalisis de perfil de textura (TPA)

En la Tabla 1 se muestran las propiedades mecanicas de la carne

determinadas con el texturometro: dureza, gomosidad y masticabilidad.

Tabla 1. Propiedades mecdnicas obtenidas en el TPA.

Me Dureza (N) Gomosidad (N) Masticabilidad
zcla (N)

1 14,32 + 4,642 10,46 + 3,08° 8,95+ 2,73¢

2 7,54 + 2,35P 5,74 + 1,814 5,11 + 1,61f

3 3,90 + 0,19° 2,14 + 0,244 3,83 +£0,61f

4 5,35+ 1,62° 3,03 + 1,064 3,26 + 0,14f

Valores con letras iguales en la misma columna no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p <0.05) de acuerdo con el procedimiento LSD-

Fisher.

La dureza se refiere a la fuerza requerida para comprimir un alimento
entre los molares o entre la lengua y el paladar, se expresa en unidades de fuerza
(N), requiriendo una fuerza de 14,32 N para la carne con M1, es decir que no
contlene ningun extracto proteico mientras que para las otras mezclas se
necesité una fuerza menor entre 3,9 y 7,5 N. Por otra parte, la gomosidad es la
energia requerida para desintegrar un alimento semisélido de modo que esté
listo para ser tragado, evidenciandose que es necesaria mayor energia para

desintegrar la muestra con la M1. Asi mismo, la masticabilidad representa el
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trabajo necesario para desintegrar un alimento hasta que esté listo para ser
deglutido, se expresa en Kg y el corte que requiere mayor trabajo para ser

deglutido fue la muestra con adiciéon de la M1 (Hleap y Velasco, 2010).

Lo anterior se corrobora en la Tabla 2, donde los valores para cada
propledad mecanica de razén F y valor P, indican que los resultados obtenidos
presentan diferencias significativas en la masticabilidad y la gomosidad
evidenciandose la actividad proteolitica de las enzimas sobre las muestras

carnicas de las mezclas con extractos proteicos.

Tabla 2. Resumen de ANOVA propiedades mecdnicas obtenidas en el TPA.

Propied Razén F \V4
ad mecanica alor P
Dureza 8,57 0
,0070
Gomosi 12,00 0
dad ,0025
Mastica 7,54 0
bilidad ,0102

En la Figura 2 se evidencian las medias para cada uno de los parametros
mecanicos, donde se observa que las mezclas que contenian extractos proteicos
no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre si en las
propiedades de dureza, gomosidad y masticabilidad, presentandose una

disminucion en estas comparadas con la M1.

De acuerdo con los resultados descritos, se evidencia que los extractos
proteicos adicionados a cada una de las muestras de carne realizaron una
hidroélisis parcial de las proteinas del tejido conectivo (colageno y elastina) y del

tejido muscular (actina y miosina), lo que coincide con lo reportado por (Ha et al,,
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2012)., donde encontraron que la bromelina y la papaina por separado
presentaron una amplia actividad sobre el tejido conectivo de la carne, para este
estudio se encontré que en sinergia (M4) los extractos proteicos no presentaron

diferencias estadisticamente significativas con respecto a los extractos proteicos
individuales (M2 y M3)

Dureza
©
T
1
Gomosidad

2 3
Mezcla Mezcla
a) b)

Masticabilidad
N s o
T T
—
F—
—
1

Figura 2. Grdficas de medias para propiedades mecdnicas obtenidas en el TPA

para pardmetros de dureza (a), gomosidad (b), masticabilidad (c).

3.3. Perfil sensorial por aproximacion multidimensional

En cuanto a las caracteristicas sensoriales cuatro jueces entrenados
evaluaron los cortes de carne con los extractos proteicos y bajo tratamiento
térmico, identificando las caracteristicas de sabor, textura, olor y apariencia.
(Véase Figura 3), los datos indican que en los atributos para el olor, sabor y
apariencia son muy semejantes, mientras que en la textura se evidencian

diferencias estadisticamente significativas en algunos de los parametros

estudiados.
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Figura 3. Andlisis sensorial por aproximacién multidimensional.

Entre los atributos de sabor y olor no se observan diferencias significativas

debido a que las muestras contenian el mismo porcentaje de especias por lo cual

no se afectan estos parametros sensoriales, pero si se resaltan el olor y sabor a

carnico y a sangre que son caracteristicos de la carne (Véase Figura 3). Sin

embargo, en la textura para los atributos de palatabilidad y jugosidad

presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las mezclas, esto se

corrobora con la Tabla 3 donde se observan las razones F y los valores P.

Tabla 3. Resumen de ANOVA atributos de textura obtenidos en el andlisis

sensorial.

Valo
rP

Atributo Razdén F
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Dura

Mastica
ble

Palatabl

Tierna

Jugosa

Fibrosa

Grasa

Recubri

miento

1,72

)

2,48

6,44

0,28

5,15

1,24

)

5,42

2,96

0,21
59

0,11
09

0,00
76

0,83
74

0,01
62

0,33
87

0,01
37

0,07
53

En la Figura 4, se muestran las graficas de medias para los atributos

palatabilidad y jugosidad donde se observa que la M3 present¢ una palatabilidad

mas alta y la M2 present6 una menor jugosidad.
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Figura 4. Grdficas de medias para atributos de textura Palatable (a) y Jugosa (b).

De acuerdo con lo anterior, el extracto proteico de latex de papaya mejora
la palatabilidad es decir las caracteristicas sensoriales haciendo el producto mas
agradable al consumidor, probablemente esto se debe a que las cisteinas
proteasas y sus isoformas presentes en el latex tienen mayor actividad sobre el
tejido muscular y conectivo del corte que las proteasas presentes en el extracto
proteico de la pina (Thomas et al., 2009). Por otro lado, el extracto proteico de
pina disminuye la jugosidad del corte, debido posiblemente a que la bromelina
que representa la fraccién con mayor actividad proteolitica del fruto de la pina
tiene mayor afinidad por el tejido conectivo (colageno) y al ser este hidrolizado se
gelatiniza obteniendo una carne con menor cantidad de agua retenida por el
producto carnico cocinado, por lo tanto una mezcla con 2% de extracto proteico
de papaina daria una mayor aceptabilidad del corte para el consumidor desde el
punto de vista sensorial, mientras que desde el punto de vista mecanico no

existen diferencias entre las mezclas que contenian los extractos proteicos.
4. Conclusién

A partir de pulpa de pina y latex de papaya se obtuvieron extractos
proteicos que presentaron actividad enzimatica sobre azocaseina,
evidenciandose la presencia de enzimas proteoliticas en los extractos, que al ser

incorporados en un condimento mantuvieron su actividad dado que se presento
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disminucién en la dureza, gomosidad y masticabilidad del corte de carne de

tercera calidad.
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Resumen

El cultivo de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.), es uno de los
cultivos mas antiguos de Mesoamérica, los aztecas y los mayas, lo consumian
junto con el maiz y el frijol. El amaranto es un alimento con alto valor nutritivo,
debido a su alto contenido proteico, que presenta un balance adecuado de
aminoacidos esenciales, grasa con acidos grasos esenciales, minerales y
vitaminas, ademas de fibra y antioxidantes, estos dos ultimos compuestos le dan
un potencial como alimento funcional. Por otra parte, el almacenamiento
inadecuado de semillas provoca reacciones de deterioro, las cuales estan
relacionadas con la pérdida de calidad sanitaria, sensorial o nutrimental, y
también podria afectar sus componentes nutraceuticos provocando una
disminucién en su potencial como alimento funcional. En este estudio se evalud
el efecto del deterioro del amaranto provocado por un mal almacenamiento
sobre sus ingredientes funcionales. Se deterioraron semillas de amaranto y se
evalud su germinaciéon, conductividad, compuestos nutrimentales, fenoles y
capacidad antioxidante. El deterioro no afectd la composicidon quimica del
amaranto ni su digestibilidad, solo disminuyé el contenido de triptéfano. El
contenido de fenoles y su capacidad antioxidante si fue afectada pues

disminuyeron 20 y 30% respectivamente.

Palabras clave: Amaranto, capacidad antioxidante, fenoles, deterioro, alimento

funcional
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Abstract

The cultivation of amaranth (Amaranthus hypochondriacus L.), is one of the
oldest cultures of Mesoamerica, the Aztecs and the Mayans, consumed along
with corn and beans. Amaranth is a food with high nutritional value, due to its
high protein content, which presents an adequate balance of essential amino
acids, fat with essential fatty acids, minerals and vitamins, as well as fiber and
antioxidants, these last two compounds give it a potential as a functional food.
On the other hand, inadequate storage of seeds causes deterioration reactions,
which are related to the loss of sanitary, sensory or nutritional quality, and could
also affect their nutraceutical components causing a decrease in their potential
as a functional food. In this study, the effect of amaranth deterioration caused
by poor storage on its functional ingredients was evaluated. Amaranth seeds
were deteriorated and their germination, conductivity, nutritional compounds,
phenols and antioxidant capacity were evaluated. The deterioration did not
affect the chemical composition of the amaranth nor its digestibility, only
decreased the content of tryptophan. The content of phenols and their

antioxidant capacity was affected, since they decreased 20 and 30% respectively.

Keywords: Amaranth, antioxidant activity, phenols, deterioration, functional

foods
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1. Introduccién

El amaranto es una planta anual productora de pequenas semillas
perteneciente a la familia Amaranthaceae; muy adaptable a condiciones de
crecimiento limitadas en agua, minerales y resistente al calor extremo (Mujica,
1997). Una de sus principales cualidades es su alto valor nutritivo; con 15 a 18%
de proteina de alta calidad biolégica, alto contenido de grasa, calcio, hierro,
vitaminas A y C. Ademas de fibra, polifenoles y flavonoides con posibles

beneficios nutracéuticos (Orsini, 2015).

El interés por el grano de amaranto se ha incrementado en los ultimos
anos gracias a su gran potencial como alimento funcional. El concepto de
alimento funcional esta en estrecha relacién con el paradigma de nutricién y
salud. Entre las propiedades que le aportan caracteristicas de “Alimento
funcional”, esta la actividad antioxidante, la actividad hipocolesterolémica y la
actividad hipoglicemiante y la mejora del sistema digestivo. En el caso del
amaranto, estas propiedades estarian asociadas a la fraccién fenodlica (acido
vanillico, el acido 4-hidroxibenzoico y el acido siringico) y la fibra dietética, es
decir, al contenido de ciertos fitoesteroles y polifenoles con alta capacidad
antioxidantes y el contenido de fibra soluble e insoluble (Roa-Acosta et al., 2017).
Ademas, existe un marcado interés por la industria alimentaria y farmacéutica
en la aplicaciéon de tecnologias que mejoren las propiedades nutricionales y
nutracéuticas de semillas como el amaranto. Por todo esto, al amaranto se le
puede dar uso en la preparaciéon de productos libres de gluten y alimentos
funcionales lo que hacen que sea un grano de un alto interés para su uso en la

industria alimentaria (Sanchez-Osuna et al., 2018).

El amaranto contiene una serie de compuestos como: fibra dietética y
polifenoles, que lo hacen ser un alimento rico en compuestos bioactivos por lo
que puede ser considerado como un alimentos funcional (Comunidad organica,
2018).



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

Por otra parte, el amaranto, al igual que todos los granos, debe ser
almacenado para usarse cuando sea necesario. Se ha comprobado que el
almacenamiento deficiente de granos y semillas deriva en un deterioro paulatino
y pérdida de la calidad sanitaria, alimentaria y agricola (Gimeno, 2002; Munguia,
2010). Esto se debe a que los granos y semillas, absorben humedad, lo que
provoca una activacion de su metabolismo, dando como resultado cambios
bioquimicos que provocan la disminucién de su calidad agrondémica por la
pérdida de su capacidad germinativa, y alimentaria por la pérdida de su calidad
nutrimental como sucede en el amaranto (Salazar-Pichardo et al., 2013), pero en
este grano no se ha reportado que sucede con sus componentes funcionales o
nutraceuticos. Es por eso que en el presente trabajo, se estudi6 la relacion entre
el deterioro del amaranto por un almacenamiento inadecuado y la pérdida de su

potencial como alimento funcional.
2. Materiales y Métodos

Se emplearon semillas de amaranto de la especie Amaranthus
hypochondriacus L., obtenidas del pueblo de Tulyehualco, México cosecha 2016.
Para observar el deterioro acelerado del amaranto, las semillas se colocaron en
almacenamiento con una humedad de 75% en cajas cerradas herméticamente a
una temperatura de 40 °C por diferentes periodos de tiempo: 9, 18, 27, 36, 45y 56
dias. Al concluir dicho almacenamiento las muestras fueron refrigeradas hasta
su uso. A estas semillas se les realizaron las siguientes determinaciones:
Germinacién (Moreno, 1984), Conductividad (Stewart y Bewley, 1980), y un
Analisis Quimico Proximal (Humedad, extracto etéreo, proteina, cenizas, fibra
cruda y carbohidratos, de acuerdo a los métodos propuestos por el A.O.A.C.,
2002). Su calidad nutrimental realizando digestibilidad in vitro; la cual se llevé a
cabo utilizando wun sistema multienzimatico compuesto por @ tripsina,
quimotripsina y peptidasa (solucion A) (Sigma), el cual es anadido a la muestra
que debe tener un pH= 8.0, se dej6 en agitacién por 10 minutos a 37 °C,

exactamente a los 10 minutos se adicion¢ proteasa (solucion B) (Sigma) y al
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mismo tiempo se transfiere el vial a un bano con agua a 55 °C. Exactamente a los
19 minutos después de anadida la solucidn A, se transfiri6 el vial a un bano a 37
°C. A los 20 minutos después de anadida la soluciéon A medir el pH (Hsu et al.,
1977). También se cuantificd triptéfano; en este caso se hizdé una hidrolisis
enzimatica agregando pepsina (Sigma) a la muestra dejandola incubar a
temperatura ambiente por tres h, después se adiciond pancreatina (Sigma) y se
dej6 incubar por 24 h a temperatura ambiente. Después del tiempo de
incubacion se filtré la muestra y se desarrolld color con p-dimetilamino
benzaldehido (Sigma) dejandose incubar por 15 minutos en la oscuridad, y al
final se adiciond nitrato de sodio y se realiz6 la lectura de la muestra en un
espectrofotometro a 590 nm (Rama et al, 1974). Y finalmente se hizo una
extraccion para la determinaciéon de: capacidad antioxidantes (Londono, 2012); y
la determinacion de compuestos Fenodlicos (Garcia et al., 2015). Para la Extracciéon
se pesd 0.1 g de muestra, la cual, se diluye con 1 ml de metanol-HCI al 1%. Hervir
10 minutos a bano maria, y se dejo enfriar y se centrifugd, obteniendo un
sobrenadante, el cual se colocé a 65 °C hasta su total evaporacion. Una vez
evaporados redisolver en 1 ml de agua desionizada y agitar. Centrifugar y
obtener el extracto con el que se trabajara. Para la Capacidad Antioxidante por el
método DPPH: del extracto obtenido tomar 500 pl, agregar 500 pl de solucién de
DPPH 120 pM, dejar reposar 30 minutos en oscuridad absoluta. Leer a 518 nm en
espectrofotdometro. Para la Determinacién de Compuestos Fendlicos: del extracto
obtenido tomar 400 pl, agregar 3750 ul de agua destilada, agregar 250 pl de Folin,
agitar y reposar por 5 minutos, agregar 500 ul de Na,COs, agitar y reposar por 15

minutos. Leer absorbancia a 760 nm.
3. Resultados y Discusién

Los resultados obtenidos de las pruebas de germinacién (Tabla 1)
muestran que ésta disminuy6 conforme pasaba el tiempo de deterioro, llegando

a perderse practicamente a los 56 dias. Por otra parte, los resultados de
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conductividad en el agua de remojo de las semillas de amaranto muestran un

aumento conforme pasa el tiempo de deterioro.

Estos resultados indican que el almacenamiento inadecuado esta
provocando danos en la semilla y uno de ellos podria ser la pérdida de la
integridad de la membrana, ya que ésta controla el intercambio de solutos del
interior de la célula con el medio externo (Pérez y Pita, 1999) y los resultados
muestran que eso no esta sucediendo, pues a mayor tiempo de deterioro mayor

concentracion de solutos en el agua de remojo de las semillas.

Por otra parte, es importante mencionar que las semillas contienen
importantes cantidades de compuestos de reserva (proteinas, carbohidratos,
lipidos y compuestos inorganicos) los cuales pueden ser afectados durante el

almacenamiento inadecuado de la semilla (Pérez y Pita, 1999).

Tabla 1. Datos de Germinacion y Humedad en semillas de Amaranto con

diferentes tiempos de deterlioro.

Mue Germinaci Conductivi

stra 6n dad
(%) (psiems)

Cont 100 110.6+4.20"
rol

o 93.06 + 188.6+8.08P
dias 1.66°

18 81.98 + 200.6
dias 0.68¢ +10.06°

27 65.32 + 231.3 £9.45¢
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dias 3.514

36 504 +1.7¢ 255.3 +£16.0¢
dias

45 13.10 + 329.3 +14.74
dias 2.14f

56 Cerosg 452.0 +11.34
dias

*

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05)

El analisis quimico proximal de las semillas de amaranto con diferentes
grados de deterioro (Tabla 2) indica que en general el deterioro tuvo un efecto
minimo en su composicion quimica. Los resultados muestran un aumento en el
porcentaje de grasa con respecto al amaranto control, los cuales fueron
estadisticamente diferentes (P<0.05). Mientras que en humedad, proteinas,
carbohidratos y cenizas no hubo cambios significativos con respecto al amaranto
control. Esto es importante sobre todo en la cantidad de proteinas ya que es
sabido que el amaranto posee granos con un contenido importante de proteinas
que se ha descrito como proteina de alta calidad, las cuales exhiben un balance
muy equilibrado de aminoacidos esenciales. Este hecho convierte a las proteinas
de amaranto en objetos muy atractivos desde el punto de vista nutricional y

como una fuente potencial como alimento funcional (Avanza y Anén, 2016).

El ligero aumento de grasa del amaranto control con respecto a los 45 y 56
dias de deterioro podria explicarse por una mayor facilidad para la extraccién de
los lipidos por el dano provocado en las membranas celulares por el deterioro,
como se pudo ver con el aumento de la conductividad en granos deteriorados
(Hernandez et al., 2009). En el contenido de fibra no hubo una disminucién

estadisticamente significativa con respecto al control (P<0.05). Esto es benéfico
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ya que este componente quimico del amaranto le confiere propiedades de
alimento funcional debido a que se le ha asociado con la regulaciéon del
colesterol y azucar en sangre, y el que no se afecte durante el deterioro es muy

positivo (Bressani, 2006).

Tabla 2. Resultados del Andlisis Quimico Proximal de semillas de Amaranto con

diferentes tiempos de deterlioro.

M Hu Prot Ce Gra Fib
uestra medad eina nizas sa ra hos
% % % % %

C 10.9 13.8 2.5 6.3 6.6
ontrol 4+0.242 4+0.094 8+0.072  1+0.06% +0.422  9.73%
9 12.6 14.7 2.7 6.1 6.0

4+0.2b 4+0.02% +0.062 5+0.04® 5+0.21* 7.87%
1 12.7 14 .4 2.6 5.9 5.8
8 8+0.09P 4+0.48® 1+0.02@  1+0.04* 1+0.08* 8.45¢2
2 12.3 15.2 2.5 5.6 5.7
7 8+0.76P 8+0.492 4+0.082 3+0.04* 3+0.07*@ 8.44~
3 12.2 14.9 2.7 55 5.8
6 9+0.7P 6+1.052 +0.03% 6+0.092  8+0.092 8.61°
4 12.5 15.0 2.8 54 5.9
5 6+0.26° 2+0.52 1+0.022  6+0.13> 4+0.122 8.21@
5 13.1 15.5 2.4 5.3 6.1
6 8+0.32% 6+0.012 8+0.072  8+0.11° +0.422 732
* Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05)
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La digestibilidad in vitro (Tabla 3) de la semilla de amaranto, no se vio
afectada. Considerando que la digestibilidad verdadera del amaranto tanto crudo
como reventado o tostado reportada alcanza valores entre 79.2 y 88.5% (Salazar-
Pichardo et al., 2014; Betschard et al., 1979) se puede decir que no se vio afectada
la digestibilidad de la semilla de amaranto ademas si se le compara con otros
cereales como el trigo (55%), el maiz (61%) y la avena (77%) (Gil-Hernandez,

2010), el amaranto deteriorado sigue teniendo buena digestibilidad.

Tabla 3. Resultados de Digestibilidad y Triptéfano de semillas de Amaranto

Deteriorado.

Mu Digestibi Triptéfano

estra lidad
(g de Trp/100g
(%) de proteina)

Con 81.3+0.14 1.62+0.042°
trol a

o 82.78+0.7 1.51+0.007 2
dias 92

18 83.0720.5 1.27+0.035
dias 72

27 84.8+0.31 1.01+0.035¢
dias 2

36 82.95+0.0 1.04+0.035¢
dias 82

45 81.14+0.0 1.05+0.042¢
dias 72

56 80.63+0.0 0.96+0.028¢
dias 072
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*

Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05).

Los resultados del contenido de triptéfano (Tabla 3) mostraron una
disminucién a partir de los 18 dias manteniéndose casi constante, pero la
pérdida observada fue de 59% a los 56 dias de deterioro con respecto al control.
La pérdida gradual de triptéfano conforme pasa el tiempo de deterioro de la

semilla de amaranto, muestra que si se vié afectado por el mal almacenamiento.

La capacidad antioxidante del amaranto deteriorado (Tabla 4) si fue
afectada ya que disminuy6 un 30% a los 56 dias de deterioro comparados con el
control, mientras que el contenido de compuestos fendlicos disminuyd un 20%
comparado con el control. Estos resultados son relevantes porque estan
indicando una pérdida en su potencial como alimento funcional del amaranto,
cuando el grano no se almacena adecuadamente hasta su consumo. Pues existe
una relacion directa entre el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante del amaranto (Repo y Encina, 2008), y esto es importante porque se
sabe que pueden disminuir la actividad anticancerigena e hipocolesterolémica y
el riesgo de contraer enfermedades del corazon, todo esto ha hecho que el
amaranto sea considerado un alimento funcional ya sea para consumirse de
forma directa o como ingrediente funcional en la preparacién de alimentos
funcionales (Gonzalez, 2012).

Tabla 4. Resultados de Capacidad Antioxidante y contenido de Fenoles de

Amaranto con diferentes tiempos de deterioro.

M Capaci Fenoles
uestra dad
(mg EAG/g
Antioxi mta.)
dante
(%)
C 62.94+0 1.46+0.03?
ontrol .982
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9 49.31+1 0.97+0.03°

dias .55P

1 50.62+2 1.22+0.05¢
8 dias .96¢b¢

2 56.21+0 1.21+0.03¢
7 dias .53

3 50.28+1 1.28+0.02¢
6 dias .10pe

4 45.75+3 1.21+0.01¢
5 dias .06P

5 44 52+7
6 dias .22b 1.49+0.082

* Letras diferentes en la misma columna indican diferencia

estadisticamente significativa (P<0.05).
4. Conclusiones

El almacenamiento inadecuado, al cual fueron sometidas las semillas de
amaranto, no afectdé su composicion quimica, solo ligeramente la grasa.
Tampoco afectdé de manera significativa la digestibilidad, pero si disminuy6 el
contenido de triptéfano. En cuanto a la capacidad antioxidante y el contenido de
fenoles si fueron afectados por el deterioro. Por lo tanto, se puede concluir que el
deterioro del amaranto provocado por un mal almacenamiento si afectd su

potencial como alimento funcional.

159



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

Agradecimientos

Trabajo realizado con el apoyo del programa PAPIME-200217 de la DGPA y
PIAPI-1841 de la FES-CUAUTITLAN, UNAM

5. Referencias

Avanza, M. y Anoén, M. (2016). Propiedades funcionales de proteinas de amaranto.
Capacidad de gelificacion. Centro de Investigacion y Desarrollo en
Criotecnologia de Alimentos (CIDCA)-UNLP-CONICET. La Plata - Buenos
Alres - Argentina.

AOAC. (2002). Official Methods of Analysis. 16* edition. Ed. Association of Official

Analytical Chemists, International Gaitherstourg, E.U.A.

Bressani, R. Estudios sobre la industrializacién del grano de amaranto,
caracterizacion quimica y nutricional de productos intermedios y finales
del procesamiento. Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia. Universidad

del Valle de Guatemala. Guatemala.

Bretschard, A. A., Irving, D. W., Sheperd, A. D., Wheeler, E. L., Becher, R., Lorenz,
K., Hanamoto, M. M., y Saunders, R. M. (1979). Amaranthus: Morphology,
nutritional value and food potential. Cereal Foods World. 24:457-460.

Burkitt, D. P., Walker, A. R. P. y Painter, J. N. S. (1974). Dietary fiber and disease.
Journal of the American Medical Association, 229: 1068-1074.

Comunidad Organica (2018). El amaranto tiene caracteristicas de alimento
funcional. Consultado en Abril, 2018. Disponible en:
http://www.comunidadorganica.com/el-amaranto-tiene-caracteristicas-

de-alimento-funcional/.

Garcia M. E,, Fernandez S. I. y Fuentes L. A. (2015). Determinacién de polifenoles
totales por el método de FolinCiocalteu. Departamento de Tecnologia de

Alimentos. Universidad Politécnica de Valencia, Espana.

160



Gil-Hernandez, A. (2010). Tratado de Nutricién. Tomo 1. Composicién y Calidad

Nutritiva de los Alimentos. Editorial Panamericana. 2a. Ed. México. Pag. 26.

Gimeno, A. (2002). Principales factores condicionantes para el desarrollo de los

hongos y la produccion de micotoxinas. Lisboa, Portugal. (2-5).

Gonzalez, M. C. (2012). Evaluacion fisicoquimica y capacidad antioxidante del
aceite de amaranto (Amaranthus hypochondriacus L.) y estabilidad oxidativa
de diferentes sistemas de encapsulacion. Tesis de maestria en cilencia y
tecnologia de alimentos. Facultad de Quimica. Universidad Autébnoma de

Quéretaro. México.

Hernandez, C., Rodriguez, Y., Nino, Z., y Pérez, S. (2009). Efecto del
Almacenamiento de Granos de Maiz (Zea mays) sobre la Calidad del Aceite

Extruido. Informacién Tecnolégica. 20(4), 21-30.

Hsu, H. W., Vavak, D. L., Satterlee, I. D., y G. A. Miller. (1977). A multienzyme
technique for estimating protein digestibility. Journal Food Sience. 42(5),1269-
1273.

Kritchevsky, D. (1988). Dietary Fiber. Annual Review of Nutrition, 8, 30-328.

Londono, L. J. (2012). Antioxidantes: importancia biolégica y métodos para medir
su actividad. Corporacién Universitaria Lasallista. Cap. 9. Parte IIL

Antioquia — Colombia.

Montero-Quintero, K. C., Moreno-Rojas, R., Ali , M. E, Colina-Barriga M. S. y
Sanchez-Urdaneta A. B. (2015). Efecto del consumo de panes integrales con
amaranto (Amaranthus dubius Mart; ex Thell;) sobre la respuesta glicémica y
parametros bioquimicos en ratas Sprague dawley. Nutricién Hospitalaria.
31(1), 313-320.

161



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

Moreno, M. E. (1984). Analisis fisico y biolégico de semillas agricolas. Universidad

Nacional Autdnoma de México. México D.F.

Mujica, A. (1997). Cultivo de Quinua. INIA. Serie Manual RI, No. 1-97. Instituto
Nacional de Investigacién Agraria, Direccidon General de Investigacion

Agraria. Lima, Peru.130 p.

Munguia, P. M. (2010). Influencia del deterioro del frijol (Phaseolus vulgaris L.)
provocado por un mal almacenamiento sobre su calidad nutrimental.
Tesis de Ingenieria en Alimentos. FES Cuautitlan. Universidad Nacional

Autdénoma de México.

Orsini, D. M. C. (2015). Amaranto como ingrediente funcional: propiedades
antioxidantes de proteinas y péptidos. Tesis Doctoral. Universidad
Nacional de la Plata. Facultad de Ciencias Exactas. Departamento de

Ciencias Biologicas.

Pérez, G. F. y Pita V. J. M. (1999). Viabilidad, vigor, longevidad y conservacion de
semillas. Ministerio de agricultura, pesca y alimentacién. Secretaria
General Técnica. Num. 2112 HD. Madrid.

Rama, RM.V, Tara, M. R., y Krishnan, C. K. (1974). Colorimetric estimation of
tryptophan content of pulses. Journal Food Sience and Technology. 11, 213-216

Repo, C. R., y Encina, Z. C. R. (2008). Determinacién de la capacidad antioxidante
y compuestos fendlicos de cereales andinos: quinua (Chenopodium quinoa),
kaniwa (Chenopodium pallidicaule) y kiwicha (Amaranthus caudatus). Revista de
la Sociedad Quimica del Perti, 74(2).

Roa-Acosta D.; Gonzalez-Callejas C. y Calderén-Yonda Y. (2017). Seguimiento de
la molienda abrasiva del grano de amaranto para la obtenciéon de dos
fracciones con potencial industrial. Biotecnologia en el Sector Agropecuario y

Agroindustrial. Edicién Especial. 1, 59-66.

162



Salazar-Pichardo, J. Ch., Jiménez-Vera, V., Martinez-Manrique, E. (2013).
Influencia del deterioro de amaranto (Amaranthus hypochondriacus)
provocado por un almacenamiento inadecuado. Publicacion del trabajo in
extenso en las Memorias del Congreso. XV Congreso Nacional de Ciencia y
Tecnologia de Alimentos. 23 y 24 de mayo de 2013, Colima, Colima,

México.

Sanchez-Osuna, M. F., Gutiérrez-Dorado, R., Cuevas-Rodriguez, E. O., Milan-
Carrillo, J., Perales, S.J. (2018). Propiedades Fisicoquimicas y Nutracéuticas
de Granos Integrales (Amaranto/Chia) Procesados en Condiciones Optimas
de Germinacién C. Reyes-Moreno. Investigacién y Desarrollo en Ciencia y
Tecnologia de Alimentos. 3, 639-644.

Stewart, R. R. C. y Bewley, J. D. (1980). Lipid peroxidation associated with
accelerated aging of soybean axes. Plant physiology. 65, 245-249.

163



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

Efecto anticancerigeno celular por ingesta de almidén modificado
de banano (Musa cavendish AAA) en ratas tratadas con 1-2
dimetilhidrazina

V.Olvera-Hernandez, A.F. Castellanos-Ruelas?, D.A. Betancur-Ancona?, J.L. Ble-
Castillo?, L.A. Chel-Guerrero?

Division Académica de Ciencias de la Salud, Universidad Juarez Auténoma de

Tabasco. Av. Gregorio Méndez 2838-A Col. Tamulté. CP. 86100. Villahermosa,

Tabasco, México. ?Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Auténoma de

Yucatan. Periférico Norte Kilémetro 33.5 Tablaje Catastral 13615 Chuburna de
Hidalgo Inn C.P. 97203, Mérida, Yucatan, México.

*e-mail: viryolverall@gmail.com

Resumen

El almidon resistente (AR), no se digiere completamente en el intestino humano,
se fermenta en el colon, disminuye el pH intestinal, y se producen acidos grasos
de cadena corta, siendo esto benéfico para la salud, previniendo y tratando el
cancer de colon rectal. La pirodextrinizacion y la hidrélisis enzimatica, son
modificaciones al almidén nativo (AN) y pueden incrementar la cantidad de AR.
El objetivo de este proyecto, fue evaluar los efectos del almidén modificado de M.
cavendish sobre marcadores tumorales en ratas con cancer de colon inducido con
1-2 dimetilhidrazina (1-2 DMH). Se realizaron modificaciones (quimica y
enzimatica) al AN de banano M. cavendish, y se evaluaron en ratas con cancer de
colon inducido con 1-2 DMH. Se utilizaron 25 ratas Wistar machos, divididas en
cinco grupos experimentales: CP, CN, AN, PI, y MER. Durante 4 semanas,
recibieron dieta experimental asignada a cada grupo. Los grupos CP, AN, PI y
MER, recibieron 2 inyecciones s. c. semanales de 1,2-DMH (40 mg kg?) (semanas 3
y 4). En heces se evalud: pH, enzima B-glucoronidasa, acidos grasos de cadena
corta y se realizd estudio histopatologico en intestino para detectar lesiones
microscopicas. Dentro de los resultados se encontré que la actividad de B-

glucoronidasa disminuy0 (p<0.05) para AN, PI y MER vs CP. La mayor proporcién



de acido butirico se observé en AN (p<0.05) us CN. El 60% de enteritis fue grado
severo en CP, y 40% en los grupos experimentales. Se concluye en el presente
estudio que conforme mayor es la cantidad de AR presente en la dieta las células
neoplasicas no avanzan mas alla de la membrana basal, sugiriendo un posible

efecto protector o anticancerigeno celular.

Palabras clave: almidén resistente, butirato, maltodextrina enzimaticamente

resistente, pirodextrinizacion.
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Abstract

Resistant starch (RS) is not completely digested in the human intestine and it’s
fermented in the colon, intestinal pH decreases, and short-chain fatty acids are
produced. This being beneficial for health, preventing and treating rectal colon
cancer. Pyrodextrinization and enzymatic hydrolysis are modifications to native
starch (NS) and can increase the amount of RS. The objective of this project was
to evaluate the effects of modified M. cavendish starch on tumor markers in rats
with colon cancer induced with 1-2 dimethylhydrazine (1-2 DMH). Modifications
(chemical and enzymatic) were made to M. cavendish NS, and were evaluated in
rats with colon cancer induced with 1-2 DMH. Male Wistar rats (25 rats) were
used, divided in five experimental groups: PC, NC, NS, PI, and ERM. During 4
weeks they received an experimental diet assigned to each group. The PC, NS, PI
and ERM groups received 2 weekly s.c. injections of 1,2-DMH (40 mg kg) (third
and fourth week). In feces, pH, B-glucuronidase enzyme, and short-chain fatty
acids were evaluated and histopathological study was performed in the intestine
to detect microscopic lesions. The results indicated that the activity of B-
glucuronidase decreased (p <0.05) for NS, PI and ERM vs PC. The highest
proportion of butyric acid was observed in NS (p<0.05) vs NC. The 60% of
enteritis was severe grade in PC, and 40% in experimental groups. It is concluded
in the present study that the greater the amount of RS present in the diet, the
neoplastic cells do not advance beyond the basement membrane, suggesting a

possible protective effect or cellular anticancer.

Keywords: resistant starch, butyrate, enzymatic resistant maltodextrin,

pyrodextrinization.
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1. Introduccién

El almidon es considerado uno de los polimeros naturales mas
importantes y la principal fuente de energia para los seres humanos. En la
naturaleza se encuentra en diversas fuentes como cereales, frutos, tubérculos,
raices y se encuentran en forma de granulos. En forma nativa posee propiedades
funcionales importantes para la industria alimentaria, sin embargo, también
presenta clertas limitaciones al ser sometidos a las diferentes condiciones de
procesamiento. Por lo anterior, los almidones se modifican (métodos fisicos,
quimicos y enzimaticos) para provocan cambios estructurales, asi como en sus

propiledades fisicoquimicas y funcionales.

La pirodextrinizacién es una modificacién quimica al almidén nativo, que
incluye la depolimerizacion parcial del almidén seco, utilizando calor, con o sin
adiciéon de acido, seguida de una repolimerizacién. Una modificacion
complementaria es la hidrélisis enzimatica, la cual incluye un ataque rapido al
almidon utilizando la enzima a-amilasa bajo condiciones especificas. Aplicar
secuencialmente los procesos de pirodextrinizacién y de hidrélisis enzimatica a
almidones nativos, produce maltodextrinas enzimaticamente resistentes debido
a que contienen enlaces atipicos a (1,4), o (1,6) y uniones atipicas (1,2), p (1,3) y
levoglucosanas, los cuales son generados durante la pirodextrinizacién. Estos
productos presentan baja viscosidad y alta solubilidad. Se utilizan en la

preparacion de jugos, leches, sopas, férmulas enterales y bebidas carbonatadas.

Los enlaces atipicos dan como resultado un almidén resistente (AR), el
cual no es completamente digerido en el intestino humano, actia como fibra
soluble, por lo que su consumo se asocia a generar niveles bajos de glucosa,
colesterol y triglicéridos en sangre, influyendo de manera benéfica en el
tratamiento de padecimientos como obesidad, enfermedades cardiovasculares
y/o diabetes. Ademas, al ser parcialmente digerido, es fermentado en el colon,

por lo que disminuye el pH intestinal, y se producen acidos grasos de cadena
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corta (AGCQC), lo cual es benéfico para la salud del colon, en la prevencién y

tratamiento del cancer de colon rectal.

Debido a los beneficios encontrados al modificar almidones nativos, la
industria alimentaria se ha dado a la tarea de proponer otras fuentes vegetales
no convencionales para la extraccion de almidén, y asi ser incluidos en la
preparacion de diversos alimentos. Tal es el caso del banano, el cual contiene
una proporcion de almidén que va del 74% al 80% de su peso seco. Debido a sus
propiedades funcionales, de digestion y obtencién a bajo costo, lo colocan con un

alto potencial de aplicacion.

Tomando en cuenta los estudios previos sobre los efectos benéficos por la
ingesta de AR y las ventajas potenciales que ofrecen aplicar de manera
secuencial los procesos de pirodextrinizaciéon e hidrélisis enzimatica, en el
presente trabajo se evaluaron en ratas tratadas con 1-2 dimetilhidrazina, los
efectos fisiologicos ocasionados por el consumo de almidén nativo de banano

Musa cavendish AAA, asi como por sus modificaciones.
2. Materiales y Métodos
2.1 Compuestos quimicos

Los productos quimicos que se utilizaron para llevar cabo la cuantificacion
de AR fueron grado reactivo de la marca J. T. Baker (Phillipsburg, NJ), y de
Megazyme se utilizd6 el K-RSTAR 05/2008 (Megazyme® International Ireland
Limited 2008) para la cuantificacion de AR.

Para llevar a cabo la induccién de cancer en colon se utilizé la 1,2-DMH fue
de Sigma-Aldrich (Sigma Co., St. Louis, MO. U.S.A.). Para la evaluacién de los
AGCC, se utilizaron los estandares de acidos grado cromatografico de la marca
Sigma-Aldrich (Sigma Co., St. Louis, MO. U.S.A.) y los gases fueron provistos por
Grupo Infra® Para la evaluacidon de pH en heces fecales se utilizd un

potenciéometro (Hanna® Instruments, modelo HI222102, U.S.A)).
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2.2 Material bioldgico

El manejo de las ratas que se emplearon fue conducido bajo normas de
SAGARPA 2005, acorde a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y la
Guia Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio NRC 2002.
Aprobados por la Comision para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CCUAL), de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de

Morelos.

La produccién, manejo y cuidado de las ratas se realizé en la Unidad de
Produccién, Cuidado y Experimentacion Animal (UPCEA), ubicada en la Division
Académica de Ciencias de la Salud (DACS) de la Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco (UJAT), bajo condiciones medio-ambientales controladas de
temperatura (21+1 °C), humedad relativa (55%) y 12 h de luz/oscuridad, con
acceso a agua purificada (AP) y alimento a libre demanda (dieta convencional
proporcionada por Harlan Teklad para roedores con 18% de proteina) durante la
fase experimental. Para inducir el cancer de colon se utilizaron 25 ratas macho
destetadas, variedad Sprague Dawley, con peso de 80 a 90 g y cuatro semanas de
edad (Prado-Silva et al., 2014).

2.3 Dietas experimentales

La extraccion de almidéon nativo (AN) de banano (M. cavendish AAA), asi
como las modificaciones de pirodextrinizacién e hidrolisis enzimatica se

realizaron bajo las condiciones previamente reportadas por Olvera et al. (2017).
2.4 Determinacion de almidon resistente

Tanto el AN como la pirodextrina y maltodextrina utilizadas, fueron
evaluados de acuerdo a la técnica descrita en el kit para analisis de almidén
resistente que provee Megazyme (K-RSTAR 05/2008 de Megazyme® International
Ireland Limited 2008), el cual ha sido aceptado y avalado por los métodos
oficiales de la AOAC International (2002.02) y la AACC International (32-40.01).
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Las muestras fueron introducidas en una incubadora con agitacién (Ovan, OL30-
ME, Espana) y sometidas a Incubacién con o-amilasa pancreatica vy
amiloglucosidasa por 16 h a 37 °C. El AR se recuper¢ tras centrifugar la muestra
a 1500 x g en una centrifuga (Science Med, DM0412, Finlandia) y fue disuelto en
KOH 2 M en un bano con agitacion (Ovan, OL30-ME, Espana). Esta soluciéon se
neutralizé con buffer de acetato y el almidén fue cuantitativamente hidrolizado
a glucosa por accidon enzimatica de la amiloglucosidasa. La D-glucosa se
cuantifico con reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa (Spinreact, Espana), lo
cual represent¢ la cantidad de AR presente en la muestra. El calculo del almidén

resistente se obtuvo con la siguiente férmula:

F
% AR=(absorbancia de la muestra) <W> (90)

Donde:

F (factor) = Concentraciéon del estandar/absorbancia del estandar =

100/absorbancia del estandar (correspondiente a 100 pg de D-glucosa).

W = Peso seco de la muestra analizada = (100-humedad)/100) (100 es el
factor para representar el contenido de AR como un porcentaje del peso de la

muestra).

90 = Factor a convertir de D-glucosa libre (segin lo determinado) a

anhidro-D-glucosa como ocurre en el almidén.
2.5 Microscopia electrénica de barrido

El analisis morfologico se realizdé en un microscépico electronico (JEOL,
JSM-7610F FESEM, U.S.A.), con resolucién de 1 nm, ampliacién 500 X con
micrografia de 10.3 mm, acelerador de voltaje 5 kV, corriente de sonda de hasta
200 nA. Las muestras se colocaron sobre papel conductor de carbono y se

metalizaron con una aleacién oro-platino durante 1 min con la ayuda de un
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revestidor giratorio (Quorum, Q150R ES, United Kingdom) y posteriormente se
analizaron en el microscopio electrénico para determinar los cambilos en
tamano, forma y estructura granular por efecto de los tratamientos (Ottenhof y
Farhat, 2004).

2.6 Difraccion de rayos X

Los patrones de difraccion de rayos X (DRX) de las muestras fueron
obtenidos mediante un difractémetro de rayos X de angulo ancho (Bruker, D8-
Advance, U.S.A)), equipado con fuente de cobre y operado a 40 kV y 30 mA en un
rango angular 2 theta entre 3 y 60° con radiacién CuKa (A=1.5418 A). La medicién
se llevd a cabo cada 0.02 °/s, y los datos se recolectaron en un intervalo de 4 a 38°
cada 0.1°, con velocidad de barrido de 60 °/s. La linea base del difractograma se
corriglo en el intervalo de barrido y el vector se normalizd con el programa OPUS
3.0 (Bruker, UK) (Ottenhof y Farhat, 2004). Se determino¢ el grado de cristalinidad
de las muestras de acuerdo a Nara y Komiya (1983), midiendo directamente al
trazar en los difractogramas una curva que conecta las lineas de base a pico. El
area por encima de la curva fue tomada como la porcion cristalina, y el area mas
baja entre la curva y una linea base que conecta los puntos de intensidad en las
muestras, se tomo como parte amorfa. El area del pico de difraccion superior y el
area de difraccion total sobre el angulo de difraccion, fueron integradas en el
programa EVA version 4.1.1. (2015). La relacion del area superior al area total de

difracciéon se tomo como el grado de cristalinidad.

2.7 Evaluacién del efecto fisiologico del almidén de banano M. cavendish AAA
pirodextrinizado e hidrolizado enzimdticamente en un modelo experimental de rata con

cdancer de colon

Durante la primera semana del estudio, los animales fueron puestos a
proceso de adaptacion. Posteriormente, se dividieron en cinco grupos de cinco
animales cada uno, y fueron seleccionados de manera aleatoria a uno de los

siguientes grupos experimentales: CP (control positivo), CN (control negativo), AN
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(almidén nativo), PI (pirodextrina) y MER (maltodextrina enzimaticamente

resistente).

Durante 4 semanas, los animales recibieron AP y dieta convencional para
roedores con 18% de proteina, ambos a libre demanda. Las ratas de los grupos
AN, PI y MER, fueron administradas mediante una sonda gastrica con sus
correspondientes dietas, a una dosis de 2 g kg! de peso corporal (Ying et al,
2014). Ambos controles (CN y CP), recibieron solamente AP mediante la misma

via de administracién y durante el mismo periodo (cuatro semanas).

Se empled el modelo descrito por Prado-Silva et al. (2014) en ratas Sprague
Dawley, utilizando el carcinégeno 1,2- Dimetilhidrazina, el cual es efectivo y
selectivo en colon via s.c. en la rata, que ocasiona tumores colorrectales de
origen epitelial con similar histologia, morfologia y anatomia que los tumores
colorrectales de pacientes con cancer de colon (Pinol, 2001). Los grupos CP, AN, PI
y MER, recibieron 4 inyecciones s.c. de 1,2-DMH (40 mg kg?) dos veces a la
semana durante las semanas experimentales 3 y 4. El grupo CN recibi6 por la

misma via, una inyeccién con EDTA pH 6.

La ganancia de peso corporal fue monitoreada de manera semanal en una
balanza (Ohaus Defender®, Triple Beam, U.S.A) y el consumo de agua y

alimento se registro diariamente.
2.8 Pruebas fisioldgicas y sacrificio

Al término de las 4 semanas, los animales fueron sometidos a un ayuno de
12 h para ser sacrificados en una camara de CO, para extraer el intestino grueso,
en dos porciones (ciego y colon). Se recolectd su contenido fecal en crio viales
con tapa de rosca de 2 ml, para ser almacenado en un congelador (Torrey, CHC-
80C, México) a -70 °C para su posterior analisis. Las porciones del colon fueron
lavadas con solucion fisiolégica y fijadas en formol al 10% para su estudio

histopatologico. Para esto se ataron con un hilo a cada extremo y se inyectaron
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con formol. En las heces se llevaron a cabo las siguientes determinaciones: pH,
actividad enzimatica de B-glucoronidasa, y cuantificacion de acidos grasos de

cadena corta por cromatografia de gases (CG).
pH cecal y colonico

Inmediato a la recoleccién, se colocd una pequena porcion de muestra, en
la punta de una micro espatula para disolverla en 5 ml de agua destilada, y se
midié el pH de las muestras, con un potencidometro (Hanna® Instruments,
HI222102, U.S.A).

Actividad enzimadtica de f -glucoronidasa

La actividad enzimatica de la B-glucoronidasa se determiné empleando el
método de Jenab y Thompson (1996), con el uso del conjugado B-D-glucorénido
de fenolftaleina como sustrato. La enzima presente en la muestra, hidrolizo el
conjugado y la fenolftaleina liberada se monitore6 por el cambio de color. El
extracto fecal se obtuvo utilizando 0.5 g de muestra (contenido de ciego y de
colon por separado) a la cual se le adicion6 10 ml de solucién amortiguadora de
fosfatos 0.2 M a pH 7, posteriormente se homogenizé en un vortex (Ohaus
Defender®, VXMNFES, U.S.A)) y centrifugd en un equipo (Science Med, DM0412,
Finlandia) a 25 000 x g por 20 min a 4 °C, finalmente el sobrenadante obtenido
fue recolectado. Para la mezcla de la reaccién se tomaron 0.8 ml de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.02 M, 0.1 ml de B-D-glucordonido de fenolftaleina 1
mM, 0.1 ml del extracto fecal y colocé en una incubadora (Ovan, OL30-ME,
Espana) durante 1 h a 37 °C. La reacciéon de la enzima se detuvo con la adicion de
2.5 ml de glicina alcalina, 1 ml de acido tricloroacético al 5% y 1.5 ml de agua. Se
mezclo y dejo reposar por 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
ley6 a 540 nm en un espectrofotémetro (Thermo Fisher Scientific™, Genesys 10,
U.S.A)). La relacion de fenolftaleina liberada se determiné con base a una curva

estandar de fenolftaleina (0 a 40 pg). La actividad enzimatica total de la B-
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glucoronidasa se expreso en nmol min' g! de contenido fecal empleando la
sigulente ecuacion:

pg fenolftaleina*100
(PM)(g de muestra)

nmol/ min g de contenido =

Donde:
pg fenolftaleina = pg de fenolftaleina liberada.
100 = factor de dilucion.

PM = peso molecular de la fenolftaleina.

Cuantificacién de dcidos grasos de cadena corta por cromatografia de gases

De la marca Sigma-Aldrich (Sigma Co., St. Louis, MO. U.S.A)) se utilizaron
como estandar los acidos acético glacial 99.8%, acido propidonico 99.8%, acido
butirico 99.5 % y acido 2-etilbutirico 99%. Los gases utilizados fueron helio,
hidrégeno y nitrogeno con purezas de 99.998%, 99.999% y 99.998%, para CG y
ademas de aire grado cero (Grupo Infra®). El analisis cromatografico se llevo a
cabo usando un cromatégrafo (Agilent®, 7890A GC, U.S.A.), equipado con un
detector de ionizacién de flama (FID), y con una columna capilar (Nukol™, DB-
WAX, U.S.A)) de 15 m x 0.53 mm.

La extraccion se llevd a cabo de acuerdo a Tochio et al. (2016), se suspendid
1 g de heces en 5 ml de agua y se homogeniz6 por 3 min en un vortex (Ohaus
Defender® VXMNFS, U.S.A.). Se ajusto el pH entre 2 y 3 con acido clorhidrico 5 M
y se mantuvo a temperatura ambiente por 10 min con agitacién ocasional. La
suspension fue colocada en una centrifuga (Science Med, DM0412, Finlandia) a 4

°C durante 20 min y a 26 000 x g. El sobrenadante fue separado y filtrado con
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membranas de 0.45 pym. El acido 2-etilbutirico se adicion6 como estandar interno
al sobrenadante filtrado en una concentracién final de 2 mM, posteriormente,
fue inyectado al CG para su analisis. Los AGCC se identificaron en los

cromatogramas por sus tiempos de retencion.

La concentracion de cada acido se obtuvo mediante una curva de
calibraciéon por cada acido, utilizando como senal analitica el area del pico
cromatografico y fue expresada en pmoles g-! de contenido de ciego y de colon.
Los puntos para realizar la curva de calibracién para cada acido utilizado, fueron
los siguientes: acido acético (0 a 100 mM), acido propioénico (0 a 200 mM) y acido
butirico (0 a 150 mM).

El analisis de la muestra se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita
por Yuan et al. (2006), con clertas modificaciones, se utilizaron las siguientes
condiciones instrumentales: helio como gas acarreador a un flujo de 1 ml/min,
hidrégeno, nitrégeno y aire (40 ml min?, 30 ml min' y 450 ml min”,
respectivamente). La mezcla hidrégeno/aire se utilizd6 para la flama, y el
nitrégeno se utilizéo como gas auxiliar. La temperatura inicial del horno fue de 60
°C, incrementando 20 °C/min, hasta llegar a 180 °C, manteniendo 1 min a esa
temperatura. La temperatura del detector y del inyector fue de 210 °C. El

volumen de inyeccion fue de 0.2 pL.
2.9 Estudio histopatoldgico

Las muestras fueron procesadas en el Departamento de Patologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria Zootecnista (FMVZ), de la Universidad
Autdénoma de Yucatan (UADY). Las secciones de tejido fueron fijadas durante 24
h en formalina al 10% con pH 7.4 en una porcién de una parte de tejido por 10 de
fijador. Una vez realizados los cortes primarios, se procedié de acuerdo al
método habitual de inclusién en parafina, posteriormente se realizaron cortes de
5 pym de grosor, desparafinados y tenidos con la tincién de rutina hematoxilina-

eosina (HIE) (Shwter et al., 2014), para su posterior observacién microscopica, la
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cual se llevé a cabo en un microscopio (Motic plan acromatic, BA-200, U.S.A)),

con aumentos de 400 y 1000X.
Registros y morfologia de las lesiones microscopicas

Para registrar las lesiones microscopicas en los tejidos, se observaron diez
campos al azar, en un campo de 40X. Se tomaron en cuenta los siguientes
criterios: tipo de lesion y el componente celular predominante; asi como el grado
de la lesidn, el cual se clasificod en tres categorias: ligero (lesién que abarca un
tercio de tejido), moderado (lesiéon que incluye dos tercios de tejido) y severo
(lesion que compromete la totalidad del tejido) (Olvi et al, 2011). Las
fotomicrografias fueron tomadas con un microscopio (Motic plan acromatic, BA-
200, U.S.A.), con aumentos de 400 y 1000X.

2.10 Anadlisis de los resultados

Las variables de respuesta utilizadas para evaluar el efecto en el modelo de
cancer de colon en rata fueron las siguientes: pH intestinal, actividad enzimatica
de B-glucoronidasa, concentracién de acidos grasos de cadena corta y la
presencia de displasia. Los resultados se expresaron como la media aritmética +
error estandar de la media. Se realizé un analisis de varianza de una via para
cada uno de los modelos con un nivel significancia de p<0.05. Para determinar
las diferencias entre las medias de los tratamientos, se aplicé la prueba de
Duncan. Para identificar las lesiones y los tumores en el colon de las ratas, asi
como el grado de inflamacién, se utilizé estadistica descriptiva. Para el analisis
del tipo de enteritis y la presencia de displasia, se llevo a cabo una prueba de

Kruskal-Wallis a un nivel de significancia de p<0.05.
3. Resultados y Discusién

3.1 Determinacion de almidon resistente en las dietas

176



El contenido de AR presente en el AN de M. cavendish AAA fue de 70.51% y
en sus tratamientos de pirodextrinizacion e hidrolisis enzimatica fue de 63.84% y
11.04%, respectivamente. De acuerdo a lo reportado por Olvera et al. (2017), estos
tratamientos fueron seleccionados por haber obtenido el mayor contenido de AR
y la menor diferencia de color respecto al AN, debido a que de acuerdo a
Germain (2012) para las dextrinas y maltodextrinas, la calidad y eleccion
dependen de su luminosidad y su blancura, y la industria alimentaria prefiere
que estas sean casl incoloro en solucién, ya que un producto con mayor

diferencia de color respecto al estandar utilizado puede no ser deseable.

Aparentemente, el proceso de pirodextrinizacién no provocd un efecto
considerable en el AN de M. cavendish, al no haber aumento en el contenido de
AR. Sin embargo, los resultados de los cambios a nivel molecular son explicados
mas adelante en los reportes de MEB, donde se puede observar que el
tratamiento de pirodextrinizacion debilitd el granulo, pero a nivel molecular no
fue totalmente hidrolizado. Ling et al. (1982), indican que el granulo de esta
variedad presenta crestas y una capa superficial espesa que puede impedir la
accion de agentes quimicos externos, como el caso del HCl en la reaccion de
piroconversion. Lo que suglere que la MER fue hidrolizada por la a-amilasa
durante su proceso de hidroélisis y no por el tratamiento de pirodextrinizacién.
Este resultado puede relacionarse a lo reportado por Ling et al. (1982), en donde
reportaron que la superficie del AN de M. cavendish AAA, también es suave y

densa, lo que lo hace mas susceptible a la modificacién enzimatica.

Espinosa-Solis et al. (2009) reportaron 88.7% de AR y 5.1% de almidén de
digestion lenta (ADL) en AN de M. cavendish, al realizar una hidrolisis con HCI (2.2
M). Los resultados obtenidos fueron que el almidoén fue resistente al tratamiento
y a la pérdida de su estructura granular, formando residuos que pudieron
contener material amorfo. Esto pudo provocar el incremento en el contenido de

ADL (35.4%) y la reduccion de AR (16.2%) posterior al tratamiento de hidrolisis

177



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

acida. Este mismo comportamiento pudo haber ocurrido en el presente estudio,

ya que posterior al proceso de pirodextrinizaciéon la cantidad de AR disminuyo.

Aungque el contenido de AR por efecto de las modificaciones (quimica y
enzimatica), no fueron mayores a la que present6 el AN, la presencia de AR en
los productos modificados hace suponer que la formacién de enlaces atipicos
durante la pirodextrinizaciéon se realizd en muy poca cantidad, con la posibilidad

del incremento en la cantidad de ADL.
3.2 Microscopia electrénica de barrido

Los granulos del AN (Figura 1a) presentaron una forma irregular, elongada
y en algunos casos, esferoidal con un tamano de 11 pm a 71 pum, similar a lo
reportado por Waliszewski et al. (2003), quienes destacan que el granulo del AN

en esta variedad tiene un tamano de 14 ym a 88 pm.

Figura 1. Micrografia del almidon de M. cavendish AAA.a) Nativo; b) Pirodextrina

y ¢) Maltodextrina enzimadticamente resistente.

Se puede observar en la Figura 1b la imagen de la pirodextrina
seleccionada, en donde algunos granulos del AN fueron resistentes al
tratamiento quimico de la piroconversion y no mostraron cambio alguno, donde
se puede observar que el tratamiento de pirodextrinizacion debilitd el granulo,

pero a nivel molecular no fue totalmente hidrolizado.
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En la Figura 1c se puede observar que, en la MER, la hidroélisis enzimatica
con a-amilasa provocdé un cambio drastico en la pérdida de la estructura
granular. Esto sugiere que la MER fue hidrolizada por la a-amilasa y no por el
tratamiento de pirodextrinizaciéon. Espinosa et al. (2009) mencionan que la
presencia del arreglo cristalino en los almidones modificados puede ser el
responsable de la resistencia parcial o total a la digestion, por lo cual es probable
que se produjera disminucién progresiva en el arreglo cristalino en la
pirodextrinizaciéon del AN de M. cavendish, y posteriormente en la hidrélisis

enzimatica.
3.3 Difraccion de rayos X

El patron de DRX del AN de M. cavendish AAA, asi como el de sus
modificaciones (pirodextrina y MER) se muestran en la Figura 2. En su forma
nativa (Figura 2a), el almidén de la variedad estudiada mostré un patréon de DRX
tipo C (una mezcla del patrén tipo A y tipo B). De acuerdo a Spence y Jane (1999),
este tipo de patron de DRX presenta picos de difraccién para los angulos 5.6°, 15°,
17° y 23°. Esto concuerda con Waliszewski et al. (2003), los cuales reportaron el
mismo patrén en la variedad de banano estudiada. Por su parte Zhang et al.
(2005), reportaron patrones tipo B y tipo C para almidén de platano. El patron
DRX en la pirodextrina (Figura 2b) no presentd cambio aparente, sin embargo, los
picos obtenidos en la MER (Figura 2c) fueron mas amplios que en el AN. De
acuerdo a Rivas-Gonzalez et al. (2008) esto suglere que existe modificacion en su

arreglo cristalino, al no presentar un patrén definido a su forma nativa.

La cristalinidad para el AN fue de 29.12%, mientras que para la
pirodextrina y la MER se obtuvieron valores de cristalinidad de 14.72% y 8.12%,
respectivamente. Espinosa et al. (2009), han reportado que niveles altos de
cristalinidad en una variedad de almidén de platano, promueve mayor contenido
de AR. La disminucién de la cristalinidad observada en este estudio, suglere que

el proceso de pirodextrinizaciéon provocd pérdida de la organizacion estructural
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en una direcciéon lateral de las laminillas semicristalinas debido al proceso de
dextrinizacion, lo cual podria explicar la reduccion de AR en los tratamientos de

pirodextrinizacién y posteriormente en la hidroélisis enzimatica.
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Figura 2. Patrén de difraccion de rayos X de almidon de M. cavendish AAA. a)

Almidon natwo, b) Pirodextrina y ¢) Maltodextrina enzimdticamente resistente.
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3.4 Efecto fisioldgico del almidén de banano M. cavendish AAA pirodextrinizado e

hidrolizado enzimdticamente en un modelo experimental de rata con cancer de colon
Actividad enzimadtica de B-glucoronidasa y pH en heces fecales

En la Tabla 1 se muestran los resultados sobre el pH y la actividad
enzimatica de B-glucoronidasa en heces fecales tanto de ciego como de colon de
los grupos AN, PI y MER. El tratamiento con AN redujo pH tanto en clego como
en colon (p<0.05) con respecto a CP. El grupo PI redujo pH unicamente en colon
(p<0.05) con respecto a CP. La concentracion de enzima B-glucoronidasa tanto en
clego como en colon, disminuy6 en todos los tratamientos dietéticos, con

respecto al CP (p<0.05).
Cuantificacién de dcidos grasos de cadena corta en heces fecales

En relaciéon a la produccién de AGCC en las ratas tratadas con 1-2 DMH
(Tabla 1), se observo que el consumo de AN aument6 la concentracion de acido
butirico en colon con respecto a CP (p<0,05), llegando a ser igual que el CN
(p>0.05). Con respecto a los otros tratamientos modificados (PI y MER), el AN fue
el tratamiento que produjo mayor concentraciéon de acido butirico en colon
(p<0.05). En el caso del acido acético, en ciego, el grupo MER presenté mayor
concentracion con respecto a CP (p<0.05) y fue igual a CN (p>0.05). En colon, el
grupo AN present6 mayor (p<0.05) concentracién de acido acético con respecto a
CP y fue igual a CN (p>0.05). Por ultimo, en la cuantificacién de acido propiénico
en clego, los tres tratamientos experimentales mostraron mayor produccion que
CP (p<0.05), y en colon la mayor producciéon de acético se observé en los grupos

con los tratamientos de mayor proporcion en AR (AN y PI; p<0.05).

De acuerdo a los resultados obtenidos sobre la disminucion de pH, y de la
actividad enzimatica de B-glucoronidasa, asi como la mayor proporcion de acido
butirico registrada en las heces de los animales que consumieron AN de M.

cavendish. Es posible considerar la posibilidad de que el AN fue el tratamiento
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con la cantidad suficiente de AR, que de acuerdo a Keenan et al. (2006), funcioné
como fuente de carbono de bacterias colonicas, lo que permiti6 la fermentacién
para producir AGCC, especificamente de butirico, que de acuerdo a Mentschel y
Claus (2003), pudo haber favorecido la proliferacién de células integrantes de la

mucosa sana a nivel del colon, contribuyendo a la reduccién del pH intestinal.

Tabla 3. Efecto del almidén nativo de M. cavendish AAA pirodextrinizado e hidrolizado

enzimaticamente sobre pardmetros en heces fecales de ratas con cdncer de colon inducido con
1-2 DMH.

Parame C C A PI M
tros N P N ER

pH en 6. 6. 6. 6. 6.
ciego 15 + 87 + 67 + 75 + 81+
0.10a  0.07b 0.16c  0.10b  0.24b

pH en 6. 6. 6. 6. 6.
colon 41 + 90 + 72 + 77 + 91 +
0.02a  0.02b 0.09c 0.04c  0.19

l}-
glucoronidasa

(nmol/min g)

Ciego 2. 4. 3. 3. 3.
98 + 03 + 65 + 63 + 59 +
0.01a 0.28b 0.04c 0.09c 0.02c

Colon 3. 3. 3. 3. 3.
03 + 58 + 29 + 32 + 46 +
0.05a 0.05b 0.34c 0.14C 0.01c
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Acido

butirico
(pmoles/g)

Ciego 2 1 1 1 1
1.02+ 434+ 530+ 405+ 428+
0.40a 0.65b 0.02b 0.74b 0.93b

Colon 1 7. 1 8. 5.
1.13 + 2+ 0.75 + 62 + 40 +
0.82a 0.37b 0.36a 0.13b  0.05b

Acido

acético
(pmoles/g)

Ciego 1 1 1 1 1
734+ 441+ 483+ 477+ 6.85=+
0.54a 0.24b 0.42b 0.04b 0.31a

Colon 1 1 1 1 1
385+ 141+ 369+ 252+ 1.00=+
0.39a 0.13b 0.13a 0.49b 0.16bc

Acido

propiénico
(pmoles/g)

Ciego 9. 7. 8. 8. 8.
79 + 26 + 70 + 15 + 82 +
0.37a 0.17b 0.46¢C 0.07c  0.40ac

Colon 8. 6. 7. 7. 6.
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90 + 51 + 61 + 02 + 45 +
0.38a 0.18b 0.20c 0.36¢C 0.31b

Promedio + error estandar de la media (n = 5). a-c Letras diferentes entre
columnas indican diferencia significativa (p<0.05). CN = Control negativo, CP =
Control positivo, AN = Almidén nativo, PI = Pirodextrina, MER = Maltodextrina

enzimaticamente resistente.

Referente a la produccion de AGCC, Sharma et al. (2008) reportaron que el
consumo de AR produce 41% de acido acético, 21% de acido propiénico y 38%
acido butirico. En el presente estudio, fue el grupo AN tanto en ciego como en
colon, el que produjo la proporcién de acido butirico antes mencionada, incluso
el valor fue mayor (43%). Lo anterior hace suponer que el contenido de AR en la
dosis suministrada mediante la dieta experimental del AN, pudo haber sido
suficiente para producir el 38% de contenido en acido butirico. Pryde et al. (2002)
mencionan que, aunque ciertos sustratos como el AR, aparentemente presentan
un efecto butirogénico en el colon, no se sabe en qué medida estimulan

directamente la produccién de este AGCC.
3.5 Estudio histopatoldgico: Registros y morfologia de lesiones microscopicas.

De manera general e independientemente del tratamiento, se observo la
presencia de enteritis en los animales, la cual fue categorizada en dos tipos:
eosinofilica y linfoplasmocitica Los animales del CN presentaron enteritis
eosinofilica, que de acuerdo a Lucendo y Arias (2012), es de curso benigno y se
caracteriza por infiltracion de eosinéfilos en cualquiera de las capas del tracto
gastrointestinal con o sin hipereosinofilia sanguinea; su presencia esta ligada con
sintomas alérgicos sistémicos y elevaciones de Inmunoglobulina E (IgE). Esto
sugiere la posible etiologia en relacién con reacciones alérgicas de origen
alimentaria. Por el contrario, los animales con la aplicacion de 1-2 DMH,
presentaron reacciones inflamatorias sub-agudas a crénicas lo cual suglere

reacciones inmunomediadas como la enteritis linfoplasmocitica, incluidos los
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tratamientos con dietas experimentales, asi como el CP, sin ser diferentes entre
ellos (p>0.05). Por lo cual, de acuerdo a Hart et al. (1994), presentaron inflamacién
intestinal idiopatica caracterizada por infiltracion linfoplasmocitica del tracto
gastrointestinal. Esta inflamacion se presentd con o sin displasia adicional en el

colon de las ratas.

Washabau y Day (2013) reportaron que la infiltracién linfoplasmocitica
celular intestinal puede variar ampliamente el estado de gravedad, ya que llega a
estar acompanada de hiperplasia de células productoras de mucosa y atrofia o
fibrosis, en donde el progresivo estadio puede incluso desencadenar la presencia
de adenocarcinomas, de acuerdo a lo reportado por Berghoff et al. (2007). Por su
parte, Dias et al. (2010) y Prado-Silva et al. (2014), reportaron en ratas Wistar
tratadas con 1-2 DMH bajo las mismas condiciones de dosis en la presente
Investigacion, un mayor contenido de FCA clasicas en el desarrollo temprano de
CRC comparadas con el control. Por lo que se puede suponer que la aplicacién de
1-2 DMH en las ratas del presente estudio, pudo desarrollar mayor contenido de

FCA en las células del colon, indicando el posible desarrollo temprano de CRC.

Se observa que el grupo AN presentdé menor enteritis linfoplasmocitica
comparado con el CP (p<0.05), lo que significa que tuvo menor toxicidad, esto
hace suponer que la cantidad de AR presente en su dieta, permitid la menor
proporcién de enteritis en esta categoria. Scheppach (1994) menciona que la
produccion de acido butirico en el colon, aumenta el flujo sanguineo colonico y
contribuye a la disminuciéon de enfermedad inflamatoria intestinal, que de
acuerdo a Grivennikov (2013), es una condicion de alto riesgo para el desarrollo
de CRC. Esto coincide con los resultados de la presente investigacion, ya que el
grupo AN produjo mayor cantidad de éste acido, y a la vez, disminuyo la
toxicidad en los animales que consumieron esa dieta. De acuerdo al grado y
patron de enteritis observado en el colon de las ratas los grupos que
consumieron dietas experimentales, presentaron menor proporcién de severidad

(40%) que el CP (60%), siendo el patron difuso el que predomind.
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Referente al estudio microscopico, de manera general, no se observaron
cambios patolégicos aparentes en el CN. Las vellosidades intestinales
presentaron en el borde células poliédricas acilindricas constituidas por
enterocitos y algunas vacuoladas en el citoplasma, con nucleo excéntrico que
son las células productoras de moco o globosas. En el centro de las vellosidades
estuvieron presentes células estromales y de tipo linfoide residente. Hay
evidencia también de hiperplasia de células productoras de moco, que de
acuerdo a Withrow y Vail (2013), responde a una respuesta comun a procesos

irritativos inflamatorios.

En la Figura 3, se presenta la fotomicrografia de un corte del colon de rata
del CP, en donde se observa un carcinoma in situ en la punta de la vellosidad la
cual exhibe cambios displasicos de los enterocitos como son; pérdida de relacién
nucleo citoplasma, pleumorfismo nuclear, nucleos hipercromaticos con

nucléolos prominentes y algunas mitosis atipicas.

Figura 3. Corte del colon de una rata del grupo control positivo. Fotomicrografia

tomada con la técnica de tincién habitual hematoxilina-eosina (HIE) (1000X).
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Referente a la incidencia de displasia por efecto de la ingesta del AN de M.
cavendish y sus productos modificados, se observé que en el CP se encontro la
evidencia de lesiones (displasia) en el 80% de los casos con células neoplasicas
sin rebasar la membrana basal (carcinoma in situ), que de acuerdo a Withrow y
Vail (2013), sugiere un efecto carcinogénico. El grupo tratado con AN presento la
menor proporcion de displasia (20%; p<0.05), con respecto a CP, incluso menor a

los grupos que consumieron PI y MER (p<0.05).

En el presente estudio, se observa que conforme mayor es la cantidad de
AR presente en la dieta (70.51% para AN, 63.84% para P1y 11.04% para MER), las
células neoplasicas no avanzan mas alla de la membrana basal, lo que suglere
que la cantidad de AR presente en la dieta, es directamente proporcional al
posible efecto protector o anticancerigeno celular. Al respecto, Thorup et al.
(1995) observaron que el numero de FCA disminuy6 en el colon de ratas, tras la
ingesta de un almidon con 36.4% de AR. Por su parte, Perrin et al. (2001)
observaron que el numero de lesiones preneoplasicas precoces y los focos de CA,
disminuyeron por consumo de una dieta con 19% de AR comercialmente
disponible, en ratas con dosis de AOM (metabolito de la 1-2 DMH).

Por el contrario, Ruiping y Guifa (2008), observaron que el consumo de AN
de papa (22.8% de AR) en ratas, no tuvo protecciéon contra la pre iniciacién de
FCA, sin embargo, fue capaz de inhibir la promocién. Asi mismo, Young et al.
(1996) encontraron que el consumo de AN de papa (20% de AR), increment¢ la
incidencia, multiplicidad y tamano de los tumores en el colon de ratas inducidas

quimicamente.

Existe la posibilidad de que estas diferencias encontradas, puedan deberse
a la dosis, tipo y dosificacion de AR empleados en los estudios, asi como al tipo y
dosificacion de carcinégeno utilizado, aunque en la mayoria de los estudios ha
sido detectada la proteccién contra el desarrollo de CRC por consumo de AR o de

otro polisacarido resistente. Al respecto, en la Figura 4, se observa el corte del
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colon de una rata del grupo MER con presencia de carcinoma In situ exofitico,

siendo el tratamiento MER el que menor cantidad de AR presento.

Prolif‘intra[j
4 - el

Figura 4. Corte del colon de una rata con ingesta de maltodextrina

enzimdticamente resistente. Fotomicrografia tomada con la técnica de tincién habitual

hematoxilina-eosina (HIE) (1000X).

Los mecanismos precisos por los cuales el AR inhibe o promueve las
lesiones preneoplasicas del colon no se conocen completamente. En general, el
efecto anticancerigeno se ha atribuido principalmente a un aumento mediado
por la fermentaciéon de AGCC luminal, particularmente el acido butirico, el cual
inhibe la proliferacion celular, induce la diferenciacidon y mejora apoptosis en
células de CRC.

4. Conclusiones

Los granulos de almidon nativo resistieron la pirodextrinizacién, pero la
estructura cristalina disminuy6 notablemente en la hidrolisis enzimatica ya que

el tratamiento con a-amilasa rompio la estructura del granulo de pirodextrina.
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El tratamiento de almidén nativo posiblemente provocd mejor efecto
anticancerigeno celular sobre marcadores tumorales en ratas tratadas con 1-2

dimetilhidrazina, debido a su mayor contenido de almidén resistente.
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Resumen

Existe seguridad alimentaria cuando todas las personas tienen en todo momento
acceso fisico y econémico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para
satisfacer sus necesidades y preferencias alimentarias, a fin de llevar una vida
activa y sana (FAO, 1996), se ha puntualizado la importancia de nuevas politicas
y programas que coadyuven a favorecer la existencla de la seguridad alimentaria
en la poblacién. Objetivo: Evaluar la seguridad alimentaria, en las familias de los
alumnos de la Escuela Secundaria Técnica 26. Material y métodos: Estudio
descriptivo, transversal; en el cual participaron 250 padres y/o tutores de los
alumnos. Se utilizé un instrumento validado para evaluar la seguridad
alimentaria ELCSA. El analisis de datos se realizé con el software SPSS utilizando
estadisticos descriptivos. Resultados. El nivel de escolaridad de la poblacion es
medio basico (47.2%), el 29.6% se encuentra laborando y el 69.2% percibe una
cantidad menor o igual a $4000.00 al mes. De estas familias, el 86.8% se
encuentra en algun nivel de inseguridad alimentaria, siendo la inseguridad
alimentaria leve la de mayor prevalencia (38.4%) seguida de la moderada (17.6%).
Conclusion. Las familias tienen limitado acceso econdmico a los alimentos, ya
que la mayoria tiene algun grado de inseguridad alimentaria.

Palabras clave: Seguridad alimentaria, inseguridad alimentaria, pobreza.
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Abstract

There is food security when all people have at all times physical and economic
access to sufficient safe and nutritious food to meet their needs and food
preferences, in order to lead an active and healthy life (FAO, 1996), has been
pointed out the importance of new policies and programs that help to promote
the existence of food security in the population. Objetive: To evaluate the food
security, as well as the dietetic diversity in the families of the students of the
technical high school 26, of the Chiltepec Village. Material and Method:
Descriptive, cross-sectional study; in which 250 parents and / or tutors of high
school students participated the validated instruments that were used to assess
food safety was ELCSA. The data analysis was performed with SPSS software,
using descriptive statistics. Results: The level of schooling of the population is
basic (47.2%), only 29.6% are working and 69.2% receive an amount less than or
equal to $ 4000.00 per month. Of these families, 86.8% are at some level of food
insecurity, with slight food insecurity having the highest prevalence (38.4%)
followed by moderate (17.6%). Families have limited access to food, as most have

some degree of food insecurity and high dietary diversity.

Keywords: Food security, food insecurity, poverty.
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1. Introduccién

La alimentacién es un derecho universal, por el cual todas las personas
deberian contar con todos los recursos para obtener alimentos de calidad y en
cantidades adecuadas de manera estable durante todo el tiempo, sin embargo,
han existido factores que dificultan el ejercicio de este derecho, como resultado
de la escases de alimento o bien la falta de acceso econdémico a estos, que sin
lugar a dudas, trae consigo consecuencias, como por ejemplo, el hambre y la

desnutricion.

Actualmente segun datos del Consejo Nacional de Evaluacion de la Politica
de Desarrollo Social (CONEVAL 2016); en el afio 2008 a nivel nacional, la pobreza
era de un 44.4%, ocho anos después se muestra una disminucién poco
significativa, actualmente es de un 43.6%. En relacién con la pobreza extrema
hay un cambio significativo pasando de 11.0% en el 2008 a 7.6% en el 2016. En
cuanto a la carencia por acceso a la alimentacion en el 2008 era de un 21.7% y en
el ano 2016 de 20.1%; lo que revela un cambio poco favorable para la seguridad
alimentaria de la poblacion mas desprotegida del pais. La pobreza en estado de
Tabasco en el 2010 fue de 57.1%, mejorando en el 2016 a 50.9% y la pobreza
extrema en el 2010 fue de 13.6% disminuyendo en el 2016 a 11.8%; aun asi,
Tabasco ocupa el séptimo lugar a nivel nacional en pobreza y el quinto lugar en

pobreza extrema.

En consecuencia, cuando un hogar tiene pobreza y pobreza extrema,
poseera deficiente acceso a los alimentos, manifestara limitacion de la
diversidad dietética la cual es una medida cualitativa del consumo de alimentos,
que refleja el acceso de los hogares a los mismos.

En el afio 2017, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) publicaron en el Panorama de la Seguridad Alimentaria y Nutricional en

Ameérica Latina y el Caribe, que, en el atio 2016, aproximadamente 42,5 millones
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de personas no tienen acceso a la cantidad de alimentos necesarios para cubrir
sus necesidades energéticas diarias, lo que significa un aumento del 6% de la
poblaciéon con subalimentacién en relacidén con el afio 2015.

De acuerdo con el Estado de la Inseguridad Alimentaria en el Mundo 2015
(FAO, FIDA y PMA, 2015), la subregion mesoamericana ha presentado una
tendencia hacia la reduccion del hambre, logrando disminuir el numero de
personas hambrientas para el 2016. En México la proporcion de personas en
situacion de subalimentacion se encuentra en niveles inferiores al 5% (FAO 2016)

En el 2016, la Secretaria de Desarrollo Social (SEDESOL) reportd que, en el
2014, en Tabasco la tasa de inseguridad alimentaria es de 58.6%, del cual, el
13.6% presenta inseguridad alimentaria leve, el 21.9% inseguridad alimentaria

moderada y el 23.1% inseguridad alimentaria severa (SEDESOL, 2016).
1.1 Seguridad Alimentaria (SA)

El concepto de la seguridad alimentaria (SA), ha ido evolucionando durante
varias décadas, la primera vez que se hablé de seguridad alimentaria, fue en los
anos de 1970, sin embargo, fue hasta la década de los noventas cuando la FAO
(1996), en la Cumbre mundial sobre la alimentacién, define a la seguridad
alimentaria de la siguliente manera: “Existe seguridad alimentaria cuando todas
las personas tienen en todo momento acceso fisico y econémico a suficientes
alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus
preferencias en cuanto a los alimentos a fin de llevar una vida activa y sana.”
Esta definicién considera varios elementos; primero que, la oferta de alimentos
disponibles sea la adecuada todo el ano tanto en el ambito nacional como
también en la comunidad; segundo, los hogares deben tener tanto acceso fisico
como econdomico a una cantidad, calidad y variedad suficiente de alimentos vy,
por ultimo, los jefes del hogar y los encargados de la preparacién de los
alimentos deben tener el tiempo, el conocimiento y la motivacién para asegurar

que las necesidades de todos los miembros de la familia sean satisfechas.
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La seguridad alimentaria no es sinénimo de seguridad nutricional, pues esta va a

depender de otros factores tales como el modo de preparacion de los alimentos,

la correcta absorcién de nutrientes por el organismo, la capacidad econémica de

adquirir los alimentos de forma variada, entre otros (CONEVAL, 2010).

Dimensiones de la Sequridad Alimentaria

Para fines de medicion de la seguridad alimentaria, el CONEVAL (2010), destaco

las siguientes dimensiones:

Disponibilidad de alimentos: “La disponibilidad de alimentos corresponde a la
provision, suministro o existencia de alimentos, es decir, aborda lo
relacionado con la existencia de cantidades suficientes de alimentos de
calidad adecuada, suministrados a través de la produccién del pais o de
importaciones, comprendida la ayuda alimentaria” (FAO, 2006).

Acceso a los alimentos: Se refiere a la capacidad de adquirir los alimentos,
ésta puede presentarse de dos formas:

Acceso fisico: esta ligado a los establecimientos en donde se pueda tener
acceso a los alimentos.

Acceso economico: depende de la capacidad econdémica para la obtencion
de alimentos, se determina por el ingreso econdémico y por el precio de los
alimentos.

Utilizacion de los alimentos: Es la forma en que los nutrientes son utilizados
por el cuerpo, para lo que es necesario encontrarse sano y tener un
adecuado acceso a los servicios a los servicios de salud.

Esta dimension también abarca aspectos como el modo de preparar los
alimentos, la higiene, consumo adecuado de nutrientes, la diversidad
alimentaria y una buena distribucion de los alimentos entre los miembros

de la familia. Si estos elementos llevan patrones ideales, se garantiza un
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estado nutricional optimo, de lo contrario, podrian presentarse problemas
nutricionales como la desnutricién (CONEVAL, 2015).

* Estabilidad en el tiempo: Esta dimension se refiere a la estabilidad de las 3
dimensiones anteriores, es decir, que la disponibilidad, el acceso y el uso
de los alimentos permanezcan estables a lo largo del tiempo en todo
momento (CONEVAL, 2015).

1.2. Inseguridad Alimentaria (IA)

Cuando hablamos de inseguridad alimentaria (IA), hacemos mencién de la
condicion que resulta de un acceso incierto o nulo a alimentos nutricionalmente
adecuados y socialmente aceptables (Anderson y Colbs. 1990); lo cual nos puede

dar como resultado la pobreza alimentaria.

El CONEVAL, considera que una persona esta en situacién de carencia por acceso
a la alimentacién si el hogar en el que reside presenta niveles de inseguridad
alimentaria moderada o severa, es decir, si por falta de recursos, al menos algiin
miembro del hogar no contd en todo momento con comida suficiente para llevar
una vida activa y sana.

La seguridad alimentaria baja ocurre cuando los individuos experimentan una
reduccion de la calidad, variedad o deseabilidad de los alimentos, y a veces una
reduccion de la ingesta de alimentos. La seguridad alimentaria muy baja
describe patrones alimentarios alterados y reduccién en la ingesta debido a

insuficiencia de recursos (Salvador et al.,2015).

1.3 Escala Latinoamericana y Caribefia de Sequridad Alimentaria (ELCSA)

Para fines de medicidén de los niveles de seguridad alimentaria se desarrolld la
Escala Latinoamericana y Caribena de Seguridad Alimentaria (ELCSA), la cual ha
sido util tanto a nivel local como internacional, confirmando su validez y gran

potencial (FAO, 2012).
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Este instrumento clasifica 3 niveles de inseguridad alimentaria:

* Inseguridad alimentaria leve: cuando se relacionan en primera instancia
con la preocupacion por el acceso a los alimentos, demeritando la calidad
de la dieta.

* Inseguridad alimentaria moderada: ademas de disminuir la calidad de los
alimentos, refieren tener restricciones en la cantidad de los alimentos
consumidos.

* Inseguridad alimentaria severa: cuando ademas de las situaciones
anteriores, presentan también experiencias de hambre (Melgar y Colbs,
2014).

1.4 Pobreza Alimentaria

La pobreza alimentaria se concibe como un fenomeno estrechamente
relacionado con la imposibilidad de las personas de acceder a recursos
economicos suficientes para poder comprar una canasta basica alimentaria que
les permita la ingesta de los minimos requerimientos nutricionales. En esta
manera de concebir la pobreza la variable ingreso es fundamental, ya que
determina quien es pobre y quien no lo es, de tal manera que las personas con
recursos economicos superiores a lo que cuesta una canasta de bienes
considerada como minima superan la linea de pobreza, mientras que otros con
recursos bajos e insuficientes para la compra de la misma se consideran pobres

alimentarios.

Es importante sefialar que la alimentacion no solo esta relacionada con la
capacidad de compra de las personas o familias, sino tambien con el entorno
economico, social y cultural de una nacion o region, como lo es el crecimiento de
la produccion nacional de alimentos y los modelos productivos que lo impulsan,

ademas de las condicionantes nutricionales que sustentan una mejor calidad de
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vida. Esto significa que la pobreza alimentaria debe ser explicada tanto como un
problema de acceso como de disponibilidad y consumo de alimentos. (Lopez-
Salazar, 2015).

El CONEVAL es un organismo publico descentralizado de la Administracion
Publica Federal, que genera informacion sobre la situacion de la politica social y
la mediciéon de la pobreza, asi como establecer los lineamientos y criterios para
la definicidn, identificacién y medicion de la pobreza en México.

Con base a esto, el CONEVAL 2017 define que, una persona se encuentra en
situaciéon de pobreza cuando presenta al menos una carencia social y no tiene un
ingreso suficiente para satisfacer sus necesidades y cuando una persona se
encuentra en situacién de pobreza extrema cuando presenta tres o mas
carencias socialesy no tiene un ingreso suficiente para adquirir una canasta

alimentaria.

Para medir la pobreza se calcula tomando en cuenta el ingreso de los mexicanos,

pero también su acceso o carencia a los siguientes derechos sociales:

* Derecho a la educacion.

* Derecho a servicios de salud.

* Seguridad social.

* Acceso a la alimentacion.

* Calidad y espacios a la vivienda como pisos firmes, material de techos y
muros.

* Acceso a servicios basicos como drenaje, electricidad, gas, agua entubada.
No tener acceso a cualquiera de estos derechos convierte a un mexicano en

“vulnerable por carencia social”; es decir, que esta en el limite de convertirse en

pobre.
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Pero si ademas de alguna de estas carencias el ingreso mensual personal—Ia otra
variable de esta medicion—esta por debajo del valor de una canasta basica
alimentaria y no alimentaria (que incluye productos basicos y necesidades como
calzado o transporte), conocida como Linea de Bienestar; entonces ese mexicano
entra en el grupo de pobreza.
El CONEVAL 2018 en la mediciéon de pobreza utiliza las dos lineas de ingreso:

e La linea de bienestar minimo, que equivale al valor de la canasta alimentaria

por persona al mes; y
* La linea bienestar que, equivale al valor total de la canasta alimentaria y de

la canasta no alimentaria por persona al mes.

Segun los calculos que hace CONEVAL, la Linea de Bienestar (junio 2018)
es de 2,958.36 pesos mensuales, por persona en zonas urbanas y 1,908.18 pesos

por persona en rurales.

Con lo que la pobreza se mide asi: las personas pobres en México son
aquellas que tienen una o mas carencias sociales y tienen un ingreso mensual
menor a 2,958.36 pesos por persona en areas urbanas y a 1,908.18 pesos, en

rurales (Torres y Hernandez-Cantu, 2017).

Para medir la pobreza extrema se utilizan las mismas variables, pero cambian
los valores: una persona en pobreza extrema tiene al menos tres carencias
sociales y su ingreso mensual esta por debajo de una Linea de Bienestar Minima,
que Incluye soélo la canasta basica alimentaria. Es decir, 1,043.58 pesos
mensuales por persona en zonas urbanas y 1,476.96 pesos por persona para

areas rurales.

Tipos de Pobreza

El CONEVAL distingue tres tipos de pobreza:
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* Pobreza de patrimonio: Hogares cuyo ingreso por persona es menor al
necesario para cubrir el patrén de consumo basico de alimentacion,
vestido, vivienda, salud, transporte publico y educacion.

» Pobreza de capacidades: Hogares cuyo ingreso por persona es menor al
necesario para cubrir el patréon de consumo basico de alimentacion, salud
y educacion.

e DPobreza alimentaria: Hogares cuyo ingreso por persona es menor al
necesario para cubrir las necesidades de alimentacién, correspondientes a
los requerimientos establecidos en la canasta alimentaria (Torres y
Hernandez-Cantu, 2017).

1.5 Marco Contextual

Chiltepec esta ubicado en el municipio de Paraiso, Tabasco; en las
desembocaduras del Rio Gonzales, delimita al norte con el Golfo de México y se
encuentra 18 km de la cabecera municipal. La mayoria de sus calles se
encuentran pavimentadas, cuenta con la mayoria de los servicios basicos, con un
centro de salud, un mercado publico. Asi como con un muelle pesquero, uno
petrolero y marina. Entre sus principales actividades econémicas se encentran la
pesca, el cultivo de coco y el turismo. (H. Ayuntamiento del municipio de Paraiso,
2012)
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2. Materiales y Métodos

Se realizd un estudio descriptivo, transversal, cuyo universo estuvo conformado
por 250 padres o tutores de los alumnos de Escuela Secundaria Técnica 26, del
Poblado Chiltepec, Paraiso, Tabasco.

La realizacién de esta investigacion se llevd a cabo de la siguiente manera:

* Solicitud de permiso al plantel educativo.
* Capacitacién a 8 trabajadores del plantel educativo.

» Aplicacion del instrumento.

El instrumento de recoleccién de datos es una entrevista estructurada por dos
apartados: el primero contiene los datos socio-econdmicos de la familia del
alumno (Padre o tutor, edad, estado civil, ocupacion, nivel de estudios e ingreso
econémico); el segundo apartado contiene las preguntas de la Escala
Latinoamericana y Caribena de Seguridad Alimentaria (ELCSA).

Para estimar los niveles de seguridad alimentaria de la ELCSA, validada por
Villagobmez en el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP); con un alfa de
Crombach superior a 0.8; este instrumento ha sido utilizado en diversos estudios
realizados por la FAO por su alta fiabilidad.

El ELCSA esta constituido por 15 items, cuya respuesta es “Si” con un valor de
uno, o “No” con un valor de cero; esta escala identifica tres niveles de

inseguridad alimentaria:

* Inseguridad alimentaria leve. - cuando haya de 1-5 respuestas afirmativas

* Inseguridad alimentaria moderada. - cuando haya de 6-10 respuestas
afirmativas

* Inseguridad alimentaria severa. - cuando se responda de forma afirmativa

a 11 o mas preguntas de la escala.
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Se clasificara como seguridad alimentaria en aquellos casos en los que se
conteste de forma negativa a todas las preguntas de la escala. El analisis

estadistico se realizd con el software SPSS versién 15.

3. Resultados y Discusién

3.1. Datos Socio-Econémicos

De los doscientos cincuenta padres y tutores entrevistados; se obtuvieron los
siguientes resultados: la edad promedio fue de 39 anios; el 54.4% estan casados y
el mayor porcentaje de los entrevistados fueron las madres de los alumnos
(79.2%). El nivel de escolaridad del 47.2% de la poblacion es el medio basico y
solo el 5.2% nivel superior. El 64% se dedica a las labores del hogar y el 29.6%
tiene empleo; en cuanto al ingreso econdmico, el 69.2% percibe una cantidad
menor o igual a $4,000.00 pesos al mes, y Unicamente el 3.2% cuenta con un
ingreso en el hogar mayor a $10,000.00 pesos al mes. En este sentido el nivel
educativo constituye uno de los factores mas sobresalientes que impactan en la
seguridad alimentaria (FAO, 2014), esto es comprobable en el presente estudio,
haciendo mas dificil la obtencién de un trabajo bien remunerado; lo cual
coincide con la incidencia de desocupacion laboral emitido por el INEGI en el
2016, donde Tabasco se ubicO entre las mayores tasas de desempleo (INEGI,
2016) y en consecuencia la obtenciéon de menor ingreso economico.

El ingreso econdmico mensual encontrado es insuficiente para cubrir el gasto
mensual de la canasta basica alimentaria por persona, ni para satisfacer la linea
de bienestar minimo (CONEVAL, 2017) poniendo en riesgo el acceso econémico a
los alimentos llevando a la pobreza y pobreza extrema, lo que nos conduce a

inseguridad alimentaria.
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3.2. Seqguridad Alimentaria

Los resultados corresponden a los ultimos 3 meses, en los que los participantes
refirieron haberse encontrado en alguna de las siguientes situaciones por falta de
dinero u otros recursos:

El 78.8% de las familias sinti¢ preocupacion porque los alimentos se acabaran, el
36% manifestaron que se quedaron sin alimentos en su hogar en alguna ocasion
durante el periodo mencionado anteriormente. Ademas, el 29.2% de estos
hogares, algun menor dej6é de tener una alimentaciéon saludable, un 45.6% tuvo
una alimentacién basada en poca variedad de alimentos, en el 22% dejo de
comer en algun tiempo de comida; mientras que el 39.2% comidé menos de lo que
debia comer. El 42.8% refirié haber disminuido la cantidad servida de alimentos,
en el 18.4% algin menor sintid hambre pero no comid y el 12.8% solamente

comi6 una vez al dia o dejé de comer durante todo el dia (ver Figura 6).

90.0%
80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%
0.0%
Dejode | Alimentac | Dejo de Comid | Disminuy Sintio Solo
tener una | ion basada | comer en | menos de ola hambre | comid una
alimentaci | en poca algin lo que cantidad | perono | vez al dia.
on variedad | tiempode | debia servida comio
| saludable | | comida | |
LB 29.2% 45.6% 22% 39.2% 42.8% 18.4% 12.8%
ENo 70.8% 544% T8% 60.8% 57.2% 81.6% 87.2%

Figura 6. Acceso a los alimentos de los menores de 18 afios dentro en las familias de los
alumnos. Fuente: Tabla 9. Acceso a los alimentos de los menores de 18 arlos dentro de los
hogares de los alumnos de la Escuela Secundaria Técnica 26 de Chiltepec, Paraiso,

Tabasco.
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De acuerdo al numero de preguntas cuyas respuestas fueron afirmativas en la
ELCSA se llevd a cabo el diagnostico de seguridad alimentaria de las familias
estudiadas. La mayoria (86.8%) de las familias participantes se encuentran en
alglin nivel de inseguridad alimentaria y unicamente el 13.2% cuenta con
seguridad alimentaria (ver Figura 7). El 38.4% se encuentran con inseguridad
alimentaria leve, el 30% inseguridad moderada y el 17.6% inseguridad severa (ver
Figura 8). Estos resultados concuerdan con los los obtenidos por Velazco-Perroni
en un estudio realizado en Oaxaca, durante los periodos 2012-2014; observando
que los resultados obtenidos, sobrepasan por mucho los numeros emitidos por
las instituciones gubernamentales, la causa de la diferencia de los resultados,
podria deberse a que el CONEVAL utiliza la Escala Mexicana de Seguridad
Alimentaria (EMSA), siendo este un instrumento derivado de la adaptacion de la
ELCSA, de la que eliminaron 3 items, dentro de los cuales se encuentra el item
que incide en la preocupacion porque los alimentos se acaben, siendo
precisamente el item con mayor respuestas afirmativas dentro de este estudio.
En este sentido es importante decir que la FAO 2017, menciona “la coexistencia
del hambre, la desnutricion, las deficiencias de micronutrientes, el sobrepeso y la
obesidad se deben, entre otras causas, a la falta de acceso a una alimentaciéon
saludable que provea la cantidad de nutrientes necesarios para llevar una vida
sana y activa. El crecimiento econémico y la mayor integracion de América
Latina y el Caribe en mercados internacionales ha ocasionado cambios en los
patrones de alimentacidén: se observa una disminucion de preparaciones
culinarias tradicionales basadas en alimentos frescos, preparados y consumidos
en el hogar, y una presencia y consumo cada vez mayor de productos ultra
procesados con baja densidad de nutrientes, pero con alto contenido de
azucares, sodio y grasas. Este cambio en el patron alimentario ha contribuido a
la persistencia de la malnutricién en todas sus formas y a la disminucion de la
calidad de vida.

Este escenario requiere de un analisis profundo de la sostenibilidad y pertinencia

nutricional del sistema alimentario vigente; que tome en cuenta el crecimiento
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demografico, las demandas que impone la vida urbana, la capacidad de compra
de los hogares, la conveniencia y las preferencias culturales de la poblacién, y
que proponga estrategias innovadoras que aseguren que todas las personas, en
particular la poblacién pobre y quienes viven en situacién de vulnerabilidad
tengan acceso a una alimentacion sana, nutritiva y suficiente durante todo el
ano.

La nueva Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible, adoptada por la Asamblea
General de la ONU en septiembre de 2015, y sus 17 Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS), plantea nuevos desafios para los paises de Ameérica Latina y el
Caribe.

Algunos de ellos, como la erradicacion del hambre, han estado presentes en la
agenda de politicas durante los ultimos 20 anos; sin embargo, los compromisos
internacionales asumidos en 2015 implican un tratamiento mas amplio de este
objetivo, donde el hambre, la malnutricién y la sostenibilidad de la agricultura

tienen un rol preponderante.

| mSeguridad Alimentaria

minseguridad Alimentaria

Figura 7. Seguridad alimentaria en las familias de los alumnos de la Escuela Secundaria
Técnica 26 del Poblado Chiltepec, Paraiso, Tabasco. Fuente: Tabla 10. Seguridad
alimentaria de los hogares de los alumnos de la Escuela Secundaria Técnica 26 de

Chiltepec, Paraiso, Tabasco.
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45.0%
40.0% 38.4%
35.0% 30:8%
30.0%
25.0% "
20.0% 17.6% -
15.0% 13.2%
10.0%

5.0%

0.0% , . .

Leve Moderada Severa Seguridad

Figura 8. Nivel de inseguridad alimentaria en las familias de los alumnos. Fuente:
Tabla 10. Nivel de sequridad alimentaria de los hogares de los alumnos de la Escuela

Secundaria Técnica 26 de Chiltepec, Paraiso.

4. Conclusiones

Los padres o tutores de los alumnos tienen un nivel de escolaridad medio basico,
su percepcién mensual es menor o igual a $4,000.00 pesos al mes. La mayoria de
las familias participantes presentan algun nivel de inseguridad alimentaria,
principalmente inseguridad alimentaria leve, lo que significa preocupacion por el
acceso a los alimentos, demeritando la calidad de la dieta; algunas otras familias
presentan inseguridad alimentaria moderada, lo que significa ademas de
disminuir la calidad de los alimentos, refieren tener restricciones en la cantidad

de los alimentos consumidos.
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Resumen

El objetivo de este proyecto es la caracterizaciéon fisicoquimica de una galleta
libre de gluten. Se elabord la galleta utilizando una mezcla de harinas no
convencionales como son fibra de pina, arroz (Oryza sativa L.) y maiz (Zea mays L.
ssp. Mays). Se determind su quimico proximal a diferentes tiempos durante un
periodo de 50 dias. Los resultados se analizaron mediante un analisis de ANOVA
donde se observa que el mayor componente son los carbohidratos, en el caso de
las grasas estas se ven incrementadas posiblemente por enranciamiento que
sufren las grasas durante el periodo de almacenamiento. Con respecto a la
humedad se mantuvo en un rango de 5.1 a 5.5% probablemente por el tipo de
materia prima utilizada. Con los resultados obtenidos se pretende ofrecer un
alimento que responda a cuestiones de salud como lo es la alergia al trigo o la
enfermedad celiaca y el aprovechamiento de los residuos agroindustriales de la
pina.

Palabras clave: Gluten, celiaca, gliadinas, glutenina
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Abstract

The objective of this project is the physicochemical characterization of a gluten-
free cookie. The biscuit was elaborated using a mixture of unconventional flours
such as pineapple fiber, rice (Oryza sativa L.) and corn (Zea mays L. ssp Mays). His
proximal chemical was determined at different times during a period of 50 days.
The results were analyzed by means of an ANOVA analysis where it 1s observed
that carbohydrates are the major component, in the case of fats these are
possibly increased by rancidity suffered by fats during the storage period.
Regarding humidity, it was maintained in a range of 5.1 to 5.5%, probably due to
the type of raw material used. With the results obtained it is intended to offer a
food that responds to health issues such as wheat allergy or celiac disease and

the use of pineapple agroindustrial waste.

Keywords: Gluten, celiac, gliadins, glutenin
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1. Introduccién

1.1 Cereales

Los cereales han jugado un papel muy importante en la historia de la
civilizacién, y son la base de la nutricion en gran parte del mundo, ocupando un
lugar importante en la piramide nutricional. La alimentaciéon de muchos pueblos
a lo largo de la Historia se ha sustentado de forma mayoritaria en las cosechas
de cereales. Son fuente de energia y se pueden consumir de muy diferentes
formas; el grano entero, en forma de harinas y en formas de bebidas. Sin
embargo, pese a los beneficios que reportan a la salud estos pueden causar
alergias e intolerancias alimenticias, siendo de especial interés la intolerancia o
sensibilidad al gluten produciendo una enfermedad autoinmune frecuente y
compleja, cuya principal localizacién es el intestino, constituyendo la

Enfermedad Celiaca (Hernandez et al., 2011).
1.2 Gluten

El gluten representa casi un 80% de las proteinas que se encuentran en el
trigo (Triticum), centeno (Secale cereale), algunas variedades de avena (Avena sativa)
y esta compuesta de gliadina (proteina que confiere flujo viscoso a la masa) y
glutenina (confiere elasticidad y extensibilidad a la masa). El gluten es
responsable de la elasticidad de la masa de harina, lo que permite su
fermentacién, asi como la consistencia elastica y esponjosa de los panes y masas
horneadas (Mamani y Molina, 2016). La eliminacion del gluten, especialmente en
las formulaciones de pan, origina masas liquidas que generan panes con textura
disgregable y otros defectos asociados al color y sabor. Por ello, la fabricacién de
productos de panificacion libre de gluten requiere el uso de ingredientes
poliméricos que mimeticen la funcionalidad del gluten durante el proceso de

panificacion.



Las gliadinas son prolaminas (compuestos con abundancia de glutamina y
prolina) que tienen propledades inmunotoxicas, sobre todo la alfagliadina, un
péptido de 33 aminoacidos que resiste la accién de las proteasas del intestino
humano (Hernandez et al., 2011). Abarcan desde diarrea en los casos mas
frecuentes hasta osteoporosis en los casos mas severos. Al ingerir alimentos que
contienen gluten, el sistema inmunologico del enfermo genera una respuesta
inadecuada de los linfocitos T en el intestino delgado, lo que produce una
inflamacién créonica de la mucosa del yeyuno y danos en las vellosidades
intestinales las cuales son las responsables de la absorcion de los nutrientes, por
lo que su atrofiamiento se traduce en una mala absorcién de los nutrientes,
ocasionando carencias nutricionales como anemia, déficit de vitaminas,
hipocalcemia, etc., a pesar de que el enfermo siga una alimentacién equilibrada
(Picon, 2014).

1.3 Celiaca

La enfermedad celiaca (EC) se caracteriza por una inflamacién crénica de
la mucosa del intestino delgado por intolerancia al gluten, que resulta en atrofia
vellositaria, malabsorcién y sintomas clinicos que pueden manifestarse en la
ninez y la adultez (Cerezal, 2011). Una dieta sin gluten equivale a la eliminacion,
en cualquier tipo de alimentos del: trigo, avena, centeno y cebada, asi como sus
harinas. El celiaco debe basar su dieta en alimentos naturales: legumbres,
carnes, pescados, huevos, frutas, verduras, hortalizas y cereales sin gluten, tales
como arroz y maiz. El desarrollo de productos seguros para la poblacién celiaca
es un campo extenso de estudio, pues se ha identificado que alrededor del 3% de

la poblacién mundial padece esta patologia (Hoyos, 2015).

Entre los cereales considerados aptos para ser consumidos por la
poblaciéon celiaca (maiz, arroz, sorgo) y que han sido objetos de estudios para

intentar sustituir al trigo en la formulacién de productos panificados (Sanchez et
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al., 2008), adicionados con fibras, antioxidantes y/o minerales con la finalidad de

mejorar su aceptacion sensorial y propiedades funcionales potenciales.
1.4 Galleta

Las galletas son productos de consistencia mas o menos dura y crocante,
de forma variable, obtenidas por una mezcla de harina, grasas comestible y
agua, adicionada o no con azucares y otros ingredientes debidamente
autorizados, sometido a un proceso de amasado y posterior tratamiento térmico,
caracterizado por su bajo contenido de agua (Villalta, 2012). Las galletas son
actualmente uno de los productos de gran demanda y de bajo costo de
produccion, que por ser un alimento que permite saciar el hambre, se considera
un buen vehiculo para hacer llegar a la poblacion una propuesta alimenticia de

alto valor nutritivo (Mamani y Molina, 2016).
1.5 Maiz

El maiz (Zea mays L. ssp. Mays), perteneciente a la familia de las gramineas,
es una planta anual de gran talla, dotada de un amplio sistema radicular fibroso.
El maiz es en la actualidad el cereal con mayor produccién mundial, tanto al
trigo como al arroz. En el grano de maiz existen tres partes bien diferenciadas:
pericarpio, endospermo y germen. El principal componente es el endospermo,
con aproximadamente 85% en peso, seguido por el germen, 10% en peso, y

finalmente el pericarpio, 5% en peso (Ledn, 2007).

El grano y la harina completa de maiz se consideran buenas fuentes de
energia principalmente por su alto contenido en hidratos de carbono (almidén),
mientras que las proteinas y la fibra dietética son también componentes
importantes, aunque son pobres en minerales. La molienda por via seca se
obtiene principalmente la harina de maiz y proporciona a las masas capacidad
de absorcidon de agua sin aportar firmeza a la misma. La utilizacion de harina de

maiz en panificacion es limitada por carecer de las proteinas que componen al
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gluten. Por este motivo no se puede lograr el volumen y la calidad de textura que
se obtiene con la harina de trigo (Ledn, 2007), por lo cual debe combinarse con

harinas panificables (Hoyos, 2015).
1.6 Arroz

El arroz (Oryza sativa L) es una planta anual, de la familia de las
gramineas. El consumo de arroz blanco en México actualmente ocupa el cuarto
lugar en la dieta de granos basicos el cual es de 7.0 kg per capita después del
maiz, frijol y trigo (Ortega, 2014). El arroz como el resto de los cereales, es rico en
hidratos de carbono complejos, es fuente de proteinas y vitaminas B, y no
contiene colesterol. El hierro, el fosforo, el potasio y el magnesio son los

minerales mas importantes de este cereal.

El arroz ademas de consumirse como grano entero puede ser ampliamente
usado en la fabricacién de harinas mediante la molienda seca. Las harinas de
arroz tienen la misma composiciéon quimica que los granos de donde proceden
(Leodn, 2007). Sin embargo, las harinas integrales de arroz tienen una vida media
muy corta debido a la presencia de lipasa y lipooxigenasa que liberan y oxidan
acidos grasos, confiriendo rancidez y sabor amargo a los productos. En los
ultimos anos el uso de la harina de arroz en panificacion se ha ido
incrementando progresivamente, motivado por el aumento de la incidencia de la

celiaca. Los Unicos cereales considerados seguros son el arroz y el maiz.
1.7 Pifla

La pina (Ananas Comosus) pertenece a la familia bromeliaceas, una familia
muy grande de las regiones tropicales de América (una especie es originaria de
Africa). De acuerdo con Salinas et al., (2017) datos emitidos por la SIAP, en 2015
México obtuvo una produccién total de 840,486 Ton; Veracruz es el principal
estado productor (552,396 Ton), le sigue Oaxaca con 112,573 Ton, y en tercer

lugar Tabasco con 8% de la produccién que obtiene Veracruz.
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Durante el procesamiento agroindustrial se generan residuos solidos de
esta fruta correspondientes al corazoén, la corona y la cascara, equivalente a un
45% del total de cada fruta procesada (Montoya y Duran, 2017). La utilizacién de
estos residuos como una fuente alternativa de materiales de mayor valor
agregado, resultaria ventajosa desde el punto de vista econémico y ambiental.
Los polvos obtenidos a partir de subproductos de esta fruta ha sido de interés
general ya que presentan alto contenido de fracciones de fibra dietética soluble e
insoluble, a las que se han relacionado con muchos beneficios para la salud
(Hoyos, 2015) y los cuales son utiles y aplicables para enriquecer los alimentos,
reemplazar harinas, aumentar la de fibra dietética de alimentos, desarrollo de
productos saludables bajos en calorias, colesterol y grasa (Vega, 2017), como es el
caso de las galletas. En cascara de pina se ha encontrado valores de fibra
dietética de 70,6%, asociada a un elevado contenido de miricetina, principal
polifenol identificado y que puede ser el responsable de la actividad antioxidante

encontrada en este subproducto (Ramirez y Pacheco, 2009).
1.8 Vida util de un alimento

La vida util de un alimento es el periodo en el que conserva la calidad
alimenticia y sus caracteristicas sensoriales. Los empaques permiten al alimento
prolongar el tiempo de vida de anaquel, mejor rendimiento, mantiene su sabor y
ofrece una mejor presentacion (Lopez, 2017). Actualmente, se cuenta con varios
tipos de empaques clasificados segin su material, su utilizacién varia
dependiendo del producto a empacar y sus caracteristicas de almacenamiento o
anaquel. Los polietilenos (PE) son polimeros termoplasticos, formados por la
polimerizacién de etileno, y es el plastico mas importante usado en envases y
embalajes. Se clasifica en tres grupos principales: PEBD (polietileno de baja
densidad): 0,910 a 0,925 g cm™, PEMD (polietileno de densidad media): 0,926 a
0,940 g cm™® y PEAD (polietileno de alta densidad): 0,941 a 0,965 g cm?; se

caracterizan por su excelente flexibilidad, buena resistencia al impacto,
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magquinabilidad, resistencia a aceites, resistencia a quimicos, sellabilidad al calor
(Canahua, 2017).

El objetivo de este proyecto es la caracterizacién fisicoquimica de una
galleta libre de gluten enriquecida con fibra de pina (Ananas comosus). Se elaboré
la galleta utilizando una mezcla de harinas no convencionales como son fibra de

pina, arroz (Oryza sativa L.) y maiz (Zea mays L. ssp. Mays).
2. Materiales y Métodos
2.1 Materiales

Harina de arroz, harina de maiz, harina de fibra de cascara de pina, sal,
saborizante (Sabor coco), mantequilla, charolas, espatulas, moldes, horno,

bascula, bolsas de polietileno y celofan.
2.2 Método
Elaboracion de galleta sin gluten

La galleta se elabor¢ de acuerdo a la siguiente formulacion (8-40-60) que
corresponde al porcentaje de harina de fibra de cascara de pina, harina de arroz
y harina de maiz. Para calcular el porcentaje de los ingredientes de la galleta se
tomo como base la suma de la harina de arroz mas la de harina de maiz como el
100%

Se incorporaron todos los ingredientes en una mesa previamente limpia y
desinfectada formando una mezcla homogénea, posteriormente se pesaron 5 g
de la mezcla y se colocaron en moldes de 2 cm. de diametro. Posteriormente las
galletas se colocaron en charolas metalicas y se introdujeron en un horno para
su coccion por 20 min. a una temperatura de 120 °C. Las galletas se dejaron
enfriar para después proceder a realizar las pruebas pertinentes y su

empaquetamiento.
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Empaquetado y almacenaje de galletas sin gluten

Se elaboraron 150 galletas, las cuales se empaquetaron en 5 bolsas de
polietileno cada bolsa contenia 30 galletas. Las bolsas se conservaron a

temperatura ambiente (30 °C) por un periodo de 50 dias.
Andlisis quimico proximal de galletas sin gluten

Se evaluo el quimico proximal de la galleta de acuerdo a los métodos de la
Assoclation of Official Analytical Chemists (AOAC, 1997). Determinacion de
humedad, cenizas, grasas, proteinas y carbohidratos por diferencia de peso. Los

resultados fueron analizados utilizando el paquete MINITAB, version 17.
3. Resultados y discusién

Los resultados de los analisis quimico proximal en el dia uno, dia

velnticinco y dia cincuenta (T4, Tas, Tso) de la galleta se indican en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicién quimico proximal en g/100 B.H. de la galleta en el dia uno

(T4).
Analisis Quimico Proximal
Componente % Galleta B.H
Humedad 5.11+0.09
Cenizas 0.75+0.15
Grasas 19.98+0.70
Proteina 7.78+0.13
Carbohidratos 66.38+0.00
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Los resultados son el promedio + desviacion estandar de analisis

realizado por triplicado.

En la Tabla 1 se observa que el componente que se encuentra en mayor
proporcién son los carbohidratos con el 66.38%, seguido de grasas, proteinas,
humedad y cenizas. Con respecto al porcentaje de humedad el valor obtenido
esta por arriba de los valores reportados por Pareyt y Delcour (2008), que indican

que la humedad de una galleta debe de estar en un rango de 1-5%.

Tabla 2. Composicion quimico proximal en g/100 B.H. de la galleta en el dia 25
(Tas).

Analisis Quimico Proximal

Componente % Galleta B.H
Humedad 5.19 +0.10
Cenizas 0.76+0.12
Grasas 20.31+0.40
Proteina 7.69+0.11
Carbohidratos 66.05+0.10

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de analisis

realizado por triplicado.
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En la Tabla 2 se observa que el %humedad y el %grasa aumenté con
respecto a los datos de la Tabla 1, esto podria deberse al tipo de empaque y a las
condiciones climaticas que pueden ser factores determinantes en la vida de

anaquel de la galleta.

Tabla 3. Composicién quimico proximal en g/100 B.H. de la galleta en el dia 50
(Ts).

Analisis Quimico Proximal

Componente % Galleta B.H
Humedad 5.21+0.12
Cenizas 0.75.40.03
Grasas 20.98+0.20
Proteina 7.01+0.11
Carbohidratos 66.05+0.04

Los resultados son el promedio + desviacion estandar de analisis

realizado por triplicado.

En la Tabla 3, el porcentaje de humedad y de grasas se ve aumentado con
respecto a los valores obtenidos en la Tabla 1. En el caso del porcentaje de grasas
pudiera deberse a que las grasas provocan el enranciamiento o rancidez de las
galletas, lo que provocd un aumento en el porcentaje de grasas. En relacién al
porcentaje de humedad se muestra un aumento, pudiéndose deber a factores

como manejo de la muestra, tipo de empaque y el periodo de almacenamiento.
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4. Conclusiones

En general el componente que se encuentra en mayor porcentaje son los

carbohidratos, seguido de grasas, proteinas, humedad y cenizas.

El porcentaje de humedad de la galleta sin gluten se encuentra en un
rango de 5.11 a 5.21%, ligeramente por arriba de lo establecido por Pareyt y
Delcour, 2008, que es de 1-5% de humedad.

El porcentaje de grasas se ve incrementado, esto podria deberse a la
rancidez o enranciamiento de las galletas en el dia 50, provocado por la

humedad o el aire.
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Resumen

La soya en el mundo representa la principal fuente de proteinas, por lo que
la industria alimentaria esta en busqueda de nuevas fuentes de proteinas
vegetales. Entre las especies mas probables se encuentran las leguminosas del
género Lupinus. El objetivo de investigacién fue caracterizar por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier aislados de Lupinus angustifolius (Haags
Blaue, Sonate, Probor, Borlu, Boregine and Boruta) cultivadas en Jalisco, México.
Las variedades de L. angustifolius fueron proporcionadas por la compania
Saatzucht Steinach GmbH. Se utiliz6 un Perkin Elmer modelo Spectrum One,
empleando un ATR de diamante. Las muestras fueron analizadas en 4000-400
cm™ con 16 scans y resolucién de 4 cm™. Las caracteristicas vibracionales se
compararon con albumina. Las senales principales de absorciéon infrarroja en los
aislados coinciden con las de albumina con excepcion a 1162 cm™. El espectro
mostro vibracion de extension C=0 de amida I y vibraciones de flexion N-H,
vibracién de extensiéon C-N y del C-C de Amida II, ademas de Amida III y
vibraciones de extension asimétrica y simétrica de PO? de acidos nucleicos. En la
region de huella dactilar se aplico la segunda derivada. En el analisis se ubicaron

picos en albumina que no estan presentes en los aislados y de igual forma en



Boregine con respecto a los otros aislados. Picos identificados para Boregine a
1704, 1689, 1640, 1626 cm™ y no encontrados en otros aislados de Lupinus,
corresponden a la banda de Amida I de proteinas y enlaces de deformacién de
agua H-O-H, asi como asociados a extension carbonilo. FT-IR fue aplicada para
encontrar diferencias y similitudes entre albumina y aislados proteicos de
Lupinus, mostrando tener potencial para la identificacién de Amida I, Il y IIl y

asociados.

Palabras clave: Lupinus angustifolius, aislados proteicos, espectroscopia FT-IR.
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Abstract

Soy in the world represents the main source of protein, however, the food
industry is in search of new sources of vegetable proteins. Among the most likely
species are the legumes of the genus Lupinus. The objective of the research was
to characterize by infrared spectroscopy with Fourier transform (FT-IR) isolated
from six varieties of Lupinus angustifolius (Haags Blaue, Sonate, Probor, Borluy,
Boregine and Boruta) cultivated in Jalisco, Mexico. The varieties of L. angustifolius
were provided by the company Saatzucht Steinach GmbH. For the
characterization, a Perkin Elmer Spectrum One model was used, using a
diamond ATR. Samples were analyzed in 4000-400 cm™ with 16 scans and
resolution of 4 cm™. The vibrational characteristics of the functional groups were
compared with albumin. The main signals of infrared absorption in the isolates
coincide with those of albumin with the exception of a peak at 1162 cm™. The
spectrum showed vibration of C = O extension of amide I and N-H bending
vibrations, C-N extension vibration and Amida II C-C vibration, in addition to
Amida III and vibrations of asymmetric and symmetric extension of PO* of
nucleic acids. In the fingerprint region, the second derivative was applied. In the
analysis, albumin peaks were located that are not present in the isolates and in
the same way in Boregine with respect to the other isolates. Likewise, peaks
identified for Boregine at 1704, 1689, 1640, 1626 cm™ and not found in other
Lupinus isolates, correspond to the Amida I band of proteins and water
deformation bonds H-O-H, as well as associated with carbonyl extension. FT-IR
was applied to find differences and similarities between albumin and protein
1solates of Lupinus, showing potential for the identification of Amida I, II and III

and associated.

Keywords: Lupinus angustifolius, aislados proteicos, espectroscopia FT-IR.



1. Introduccién

La soya es a nivel mundial la principal fuente de proteina, sin embargo, la
industria alimentaria se encuentra en la busqueda de nuevas fuentes de
proteinas de origen vegetal de calidad nutricional y caracteristicas funcionales
(Lara et al., 2017; Schumacher et al., 2011; Saastamoinen, 2013). Entre las especies
con mayor posibilidades de competir se encuentran las leguminosas del genero
Lupinus (Lopez y Fuentes, 1986; Lizarazo et al., 2014). Por su alto contenido de
proteinas y por las nuevas variedades con bajo contenido de alcaloides, el cultivo
se ha extendido a otras regiones del mundo para su empleo en la nutricién
animal y humana (Sujak et al., 2006; Yeheyis et al., 2012; Lizarazo et al., 2014).
Estas especias son llamadas lupinus dulce y la variedad predominante es el
Lupinus angustifolius. Los mayores beneficios del lupinus dulce incluye:
disminucién de la presion arterial, mejora en la funcidon del intestino,
estimulacion del crecimiento de microbiota del colon, menor riesgo de cancer de
colon, control de los niveles de glucosa y mejor en la salud cardiovascular
(Rajesh et al.,, 2015). De esta manera, la obtenciéon de aislados proteicos de
lupinus mediante la precipitacién isoeléctrica es una alternativa para la
produccion comercial de ingredientes alimentarios. En la actualidad, la industria
alimentaria ha mostrado un creciente interés por los aislados proteicos, debido a
sus propledades funcionales como son: capacidad de absorciéon de agua,
capacidad de absorcién de aceite, emulsificacion, espumado y gelificacion. Estas
propledades son esenciales para determinar los posibles usos de los mismos
como ingredientes alimentarios. Dichas propiedades podrian ser consideradas
como el resultado de los distintos cambios conformacionales o de las distintas
Interacciones que tienen lugar entre los componentes del alimento, tales como
las interacciones entre proteinas, proteinas y polisacaridos, lipidos, compuestos
fendlicos 6 acido fitico (Patane et al., 2004). Ademas constituyen la base funcional
de diversos productos principalmente de bajo contenido proteico y alto

contenido de grasa. Sin embargo, hay poca informacién disponible sobre
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caracterizacion vibracional de aislados proteicos de lupinus. En investigaciones
se ha reportado que el uso de la espectroscopia en el infrarrojo mediano ha
demostrado ser una herramienta util para el analisis cualitativo y cuantitativo
de muestras complejas, sin la necesidad de etapas previas de separacion,
proporcionando un mapeo de la composiciéon quimica y estructural de los
mismos. Ademas, es un detector casi ideal para ser acoplado a sistemas con flujo

(Edzuan, Majid y Bong, 2015; Gallignani, Torres, Ayala y Brunetto, 2008).

El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar por espectroscopia
de infrarrojo por transformada de Fourier los aislados proteicos de seis
variedades obtenidos de Lupinus angustifolius cultivados en el estado de Jalisco,

México.
2. Materiales y Métodos
2.1 Material vegetal

Se utilizaron semillas de seis variedades de L. angustifolius (Haags Blaue,
Sonate, Probor, Borlu, Boregine y Boruta) las cuales fueron proporcionadas por la
compania alemana Saatzucht Steinach GmbH dedicada al mejoramiento
genético. Estas semillas se sembraron y cultivaron durante el periodo
otono/invierno de 2014/2015 bajo condiciones de riego en suelos agricolas del
Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de
Guadalajara en Zapopan, Jalisco, México. El sitio esta ubicado en las coordenadas
geograficas 20° 44' 47"de latitud norte y 103° 30' 43" W a una altitud de 1.523
msnm. Se caracteriza por un clima templado himedo con lluvias en verano, con
precipitaciones que van desde 700 a 1400 mm por ano y una temperatura media

anual de 12.0 a 18.0 °C, con la presencia de heladas (Garcia, 1988).
2.2 Obtencidn de aislados proteicos

Después de cosechar las semillas cada variedad se molio por separado con

un molino de cuchillas (IKA) hasta obtener una harina con un tamano de
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particula de 2 mm. La harina obtenida se sometié a un proceso de desgrasado
mediante extraccion tipo Soxhlet, utilizando como solvente hexano (Vioque et al.,
2001). La muestra desgrasada se utilizd para la obtencién de los aislados
proteicos. El aislado de proteinas se llevd a cabo mediante el método de
precipitacién isoeléctrica (Martinez-Villaluenga et al, 2007). Se realizd una
dispersion de 100 g L't en Na,SOs (0.025%) y se ajusto a pH 9.0 usando NaOH (1 N).
Inmediatamente se agitd durante una hora a temperatura ambiente y fue
centrifugada a 10,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante se acidificé a un pH
4.5 usando HCI (1 N). Este se someti6 a centrifugacién a 10,000 rpm durante 10
min a 4 °C, recuperando ahora el precipitado. Un proceso de lavado con agua
destilada se aplico al precipitado y se utilizo NaOH (1 N) para llevarlo a un pH de

7. El precipitado fue liofilizado y almacenado a 4 °C.
2.3 Caracterizacidn por espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier.

El estudio de espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-
IR por sus sigla en Inglés) se realizdé en un Perkin Elmer Spectrum One model,
con un ATR de diamante controlado por software para Windows ©. Las muestras
de los aislados proteicos de las seis variedades fueron analizadas en la region de
4000-400 cm™ con un barrido de 16 scans por espectro a 4 cm* de resolucion. Los
datos generados en el espectro fueron exportados en formato ASCII y analizado

con el software Origin Pro 8.
3. Resultados y Discusién
Analisis cualitativo de espectro IR de diferentes aislados proteicos de Lupinus

Los cambios en caracteristicas vibracionales de los grupos funcionales
fueron analizadas utilizando FT-IR para los seis aislados proteicos de Lupinus y
se comparan con una muestra de albumina grado reactivo en la Figura 1. Los
espectros normales entre los seis aislados y la albumina presentaron similitud en

la posicién de las bandas y picos de mayor intensidad a 3277, 1634, 1536, 1394,

231



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

1232 y 1075 cm™. La banda ancha senalada con 3276 cm™ estaria asociada al
grupo de las aminas y las subsecuentes con 2962, 2931 y 2874 cm en funcion del
numero de hidrégenos que el nitrégeno tenga. El espectro de la albumina mostro
12 senales que se diferencian en funcién de su intensidad, destacando los
previamente mencionados, ademas de un hombro entre 750 y 500 cm™. En el
espectro de albumina se presentd una senal en un pico a 1162 cm?, no
encontrandose en los espectros de los aislados de Lupinus, el cual, esta asociada
posiblemente a un modo de extension C-O de grupos de serina, treonina y
tirosina de proteinas (Movasaghi et al., 2008). En la Tabla 2 se muestran todas las
frecuencias y sus asignaciones correspondientes a la albumina del espectro de la

Figura 1y con el que se comparan los espectros de Lupinus.

Tabla 2. Asignacion de las frecuencias del espectro FTIR en albumina

Frecuencia
(cm™) Modo vibracional
3276 Simétrico O-H extension
2962 Asimétrico CH; extension
2931 C-H extensién, Asimétrico CH, extension
2874 Simétrico CHs extension, C-H, N-H extension
1634 C=C del Uracilo, C=0 extension
1536 C=N, N-H, C=C extension
1452 Asimeétrico CHs flexion
1394 Simétrico CHs flexién
1308 Amida III
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1232 Asimetrico (PO,) extension, Amida III

C-OH extension asoclado a residuos de proteina
1162 celular

1075 Simétrico (POy) extension

En la region de vibracidén de extension en albumina se localizan cuatro
senales, destacando por su intensidad a 3277 cm™, la cual, es apreciada de igual
forma en Boregine, a diferencia de los otros aislados donde la senal es de mucha
menor intensidad. En esta regién la senal corresponde a un modo de vibracién de
extension simétrico OH, mientras que las otras senales a 2958, 2931 y 2874 cm'™*
corresponden a vibraciones C-H, y de bandas de vibraciones asimeétricas y
simétricas del grupo CHs y vibracidon asimétrica del grupo CH.. En la regiéon de
doble enlace del espectro infrarrojo se encontraron dos picos a 1634 y 1536 cm™
presentes en todos los aislados de Lupinus y en albumina, que corresponden a
vibracién de extension C=0 de amida I y vibraciones de flexién N-H, vibraciéon de
extension C-N y del C-C de Amida II (Rajesh et al.,, 2015; Liu et al., 2014). Siendo

estas bandas mas intensas en albumina y en el aislado Boregine.
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Figura 1. Espectro de FR-IR para los seis aislados proteicos de Lupinus cultivados

en México.

En la regiéon de huella dactilar (1500-600 cm™), el analisis por FT-IR provee
informacidén concerniente a la estructura secundaria de las proteinas (Sivam et
al., 2013). En esta regién en el espectro de albumina se identificaron sels picos
(Cuadro 3), encontrandose también en los aislados de lupinus, diferenciandose
por la intensidad de los picos, principalmente Boregine. En esta regidon se
identifica vibracion de amida III a 1452, 1309 y 1232 cm? (Liu et al., 2014,
Movasagui et al.,, 2008), a 1452 cm™® corresponden a vibraciones de flexién
asimétrica del grupo CHs, mientras que a 1232 y 1079 cm™ a vibraciones de
extension asimeétrica y simétrica de PO, de acidos nucleicos. En esta regién el
espectro resulta complejo, pueden presentarse picos ocultos o traslapados y por
la definicién de las senales es conveniente aplicar un analisis de la segunda
derivada del espectro infrarrojo para encontrar picos ocultos dentro del mismo

intervalo.
Analisis de la sequnda derivada del espectro infrarrojo

El analisis de la segunda derivada del espectro infrarrojo tiene como
finalidad encontrar diferencias en los espectros de FT-IR. Los espectros de la
segunda derivada de los aislados se presentan en la Figura 2 y 3. Muchos picos
ocultos o traslapados fueron divididos en dos o mas y otros encontrados en la
region de exploracion dentro del intervalo de 1800-1500 cm™ (Figura 2). En el
analisis de la segunda derivada se ubicaron picos en albumina que no estan
presenten en los aislados y de igual forma en Boregine con respecto a los otros
aislados. A 1629 cm™ se presenta un pico en albumina que no esta presente en
ningun aislado de proteina en este estudio, incluyendo Boregine, que es asignado
a la region Amida I (Movasagui et al., 2008), ademas a 1520, 1409, 1394 cm™
presente en albumina y Boregine pero ausente en los demas aislados proteicos

de lupinus asignados a Amida II y torsién simeétricas del grupo metil de
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proteinas. Una senal a 1714 cm™ fue identificado en todos los aislados con
excepcion de Boregine y Albumina asignados a vibraciéon del grupo carbonilo C=0
de tiamina (Movasagui et al.,, 2008). Por otro lado picos identificados para
Boregine a 1704, 1689, 1640, 1626 cm™ y no encontrados en otros aislados de
lupinus corresponden a la banda de Amida I de proteinas y enlaces de
deformacién de agua H-O-H, asi como asociados a extension carbonilo. Si bien
hay mucha similitud entre Boregine y Albumina no implica que sean iguales,
diferenciandose principalmente por el pico a 1629 cm™ y 1714 cm™ previamente

mencionado.

2nd derivative
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Figura 2. Segunda derivada del espectro de FT-IR de los aislados proteicos de

Lupinus en el intervalo de 1800-1500 cm™.
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Figura 3. Sequnda derivada del espectro de FT-IR de los aislados de Lupinus en el

intervalo de 1000-1500 cm™*
4. Conclusiones

La composiciéon quimica proximal de la harina mostré diferencia
significativa entre las variedades de L. angustifolius evaluadas, con valores de
proteina de 28.40 en Boruta a 36.61% en Probor. La espectroscopia de FT-IR se
aplic6 para encontrar similitudes y diferencias entre albumina y aislados
proteicos de Lupinus, encontrandose similitudes con excepciéon de un pico a 1162
cm?l, resaltando el potencial de la técnica para la identificacion de amida I, 1T y III

y de enlaces asociados.
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Resumen

El extracto de las semillas de annatto es fuente de compuestos
polifendlicos y carotenoides (bixina), denominados compuestos bioactivos (CB),
sin embargo, su estabilidad disminuye por factores ambientales. Debido a esto, el
objetivo de este estudio fue evaluar la degradacion de los CB del extracto a
diferentes condiciones de almacenamiento. Se utilizé un diseno experimental
multifactorial categérico cuyos factores fueron: condicién de almacenamiento
(Luz/Oscuridad) y temperatura (6-25-37 °C), se realizdé seguimiento cada 2 dias
durante 33 dias; cuantificando los CB del extracto; las muestras almacenadas en
oscuridad presentaron velocidades especifica de degradacion de los CB (K)
menores que las muestras almacenadas en presencia de luz, del mismo modo
las energias de activacidén, fueron aproximadamente 50% menores para las
almacenadas en oscuridad. Segun el analisis estadistico, los factores y su
interaccion lineal, tienen incidencia estadisticamente significativa sobre el
contenido de fenoles totales al dia 33; con entre la muestra almacenada a 6 °C y

las otras temperaturas sobre el contenido de fenoles totales. Para la bixina, solo
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la temperatura tiene incidencia significativa, mostrando que a 6°C hay una
mayor cantidad al dia 33. Concluyendo que, ambos factores estudiados, inciden
sobre degradacién de los CB del extracto, con condicién adecuada de

almacenamiento a 6 °C y en oscuridad.

Palabras clave: Annatto, estabilidad, compuestos bioactivos, bixina y fenoles
totales.
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Abstract

The extract of annatto seeds 1s an important source of polyphenolic and
carotenoids compounds (bixin), bioactive compounds (BC), however, its stability
decreases by environmental factors. The aim of this study was to evaluate the
degradation of the BC from the extract to different storage conditions. We used a
categorical multifactorial experimental design whose factors were: storage
condition (light/dark) and temperature (6-25-37 °C). Follow-up was carried out
every 2 days for 33 days; quantifying BC; The samples stored in darkness showed
specific rates of degradation of the CB (K), lower than the samples stored in the
presence of light, in the same way the activation energles, were approximately
50% lower for those stored in darkness. According to the statistical analysis, the
factors and their linear interaction, have statistically significant incidence on the
content of polyphenols at day 33; with difference between the sample stored at 6
°C and the other temperatures on the content of polyphenols. For bixin, only the
temperature has significant incidence, showing that at 6 °C there is a greater
amount per day 33; and concluded that, both factors, affect the degradation of

the CB of the extract, with adequate storage condition at 6 °C and in darkness.

Keywords: Annatto, stability, bioactive compounds, bixin, poliphenols.
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1. Introduccién

La Bixa orellana L conocida comunmente como achiote o annatto es un
arbusto originario de las Antillas y de Surameérica, ampliamente cultivado por la
pulpa rojo-naranja que cubre sus semillas, es utilizado en Ameérica latina y el
caribe como pigmento natural en arroz, aceites y otros alimentos (Oboh et al.,
2011). El extracto obtenido de sus semillas tiene una enorme aplicacién en la
industria alimentaria principalmente como colorante natural, destacandose su
aplicacién en productos como mantequillas, quesos, refrescos, productos de
panaderia y confiteria (Taham et al.,, 2015); adicionalmente, este extracto es rico
en diferentes fitoquimicos, principalmente carotenoides como la bixina, la cual
corresponde al 80% de los carotenos totales ((Shahid-ul-Islam et al., 2016), y en
Menor proporcion norbixina y otros con menor relevancia como cryptoxanthina,
luteina, zeaxantina y metilbixina; ademas posee compuestos polifendlicos
(Viuda-Martos et al.,, 2012), tales como: hypolaetina, y acido cafeico (Chiste et al,,
2011). Adicionalmente una gran cantidad de propiedades biolégicas han sido
descritas en la literatura tales como actividades antimicrobianas, anti-fungicas,
antioxidantes, anti-inflamatoria y anticancerigena (Shahid-ul-Islam et al., 2016);
la mayoria de estos fitoquimicos son los responsables de las propiedades

bioldgicas del extracto de annatto.

Los carotenoides son pigmentos amarillos, rojos o anaranjados, conocidos
por su actividad antioxidante y su gran potencial como colorantes naturales; se
caracterizan por tener una estructura que presenta enlaces dobles conjugados,
determinando su naturaleza insaturada, lo que explica su capacidad de provocar
reacciones de auto-oxidacién cuando estan expuestos al ambiente y su
capacidad de absorcién de luz, etc. (Butnariu, 2016). Por otro lado, la importancia
de los polifencles radica en la reconocida capacidad antioxidante vy
antimicrobiana, contra microorganismos de lmportancia en la industria de
alimentos, tales como: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y

Staphylococcus aureus. Sin embargo, la estabilidad de estos fitoquimicos puede



verse afectada por condiciones ambientales como temperatura y exposicion a la
luz y al oxigeno; es por esto que el objetivo de este estudio fue evaluar las
condiciones de almacenamiento del extracto obtenido de las semillas de annatto,
con el fin de estudiar la cinética de degradacién de los compuestos

bioldégicamente activos a diferentes condiciones de almacenamiento.
2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

Las semillas de annatto se compraron frescas en la plaza minorista de
Medellin-Colombia; el etanol (Merck®, Alemania), el diclorometano (Merck®,
Alemania), el reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck®, Alemania) y carbonato de

sodio (Merck®, Alemania) fueron adquiridos grado reactivo.
2.2. Obtencidn del extracto

Las semillas se secaron a una temperatura constante de 37+0.2°C durante
24 h, posteriormente fueron sometidas a un proceso de extraccion por lixiviacion
utilizando etanol como solvente, bajo las siguientes condiciones: pH de 4.0,
relacion semillas: solvente de 1:5 y etanol al 80% (v/v); en agitacién constante
durante 48h a temperatura ambiente. La torta o extracto sélido obtenida de la
filtracién fue almacenada a diferentes condiciones segun el disefio experimental

que se muestra a continuacion.
2.3. Diseiio experimental

El extracto sélido de semillas de annatto fue sometido a las siguientes
condiciones de almacenamiento: temperatura de refrigeracion (6 °C),
temperatura ambiente promedio en Medellin, Colombia (25 °C) y temperatura
Optima de crecimiento de microorganismos mesoéfilos (37 °C). Para tal fin, se
utilizé un diseno experimental multifactorial categérico cuyos factores fueron:

temperatura de almacenamiento a tres niveles diferentes (6, 25 y 37 °C) como
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factor numérico, y como factor categdrico se estudid la ausencia o presencia de
luz. Las variables respuestas evaluadas fueron: la constante de velocidad de
reaccion (k), la pérdida de compuestos fendlicos y de bixina con respecto al
tiempo de almacenamiento. Las muestras fueron tomadas cada 2 dias durante
33 dias, a las cuales se les cuantifico el contenido en compuestos fendlicos y de

bixina en cada una de las unidades experimentales.
Cuantificacion de compuestos polifendlicos de los extractos almacenados

Los polifenoles totales se cuantificaron usando el método de Folin-
Ciocalteu; a 20puL de muestra se le adicion6 1580 pL de agua destilada, 100 pL de
reactivo de Folin-Ciocalteu y 300 pL de una solucién de Na,COs al 20%,; la
solucion se dejo en reposo y en oscuridad durante 2 h. Pasado este tiempo fue
leida la absorbancia a 725nm en un espectrofotometro (UV-1700, Shimadzu
Europe®), este procedimiento se realizd por triplicado, utilizando acido galico
como compuesto de referencia. Los resultados fueron expresados en miligramo

equivalente de acido galico por litro de extracto (Rubio-Senent et al., 2017).
Cuantificacion de bixina de los extractos almacenados

8 mg de muestra se diluyeron en diclorometano y seguidamente fue
llevada a un volumen de 10 ml; de la solucién anterior se realizaron las
diluciones correspondientes hasta alcanzar un valor de absorbancia de la
muestra menor o igual a 0,15 a 470 nm en un espectrofotometro (UV-1700,
Shimadzu Europe®). La concentracion de bixina en la muestra fue determinada
con la Ley de Lambert-Beer utilizando un coeficiente de absortividad (Ei%) de
2826 (Barbosa et al., 2005); el procedimiento se realizd por triplicado y se expresé

como porcentaje de bixina.

2.6. Determinacion de los pardametros cinéticos de degradacion térmica de los compuestos

biolégicamente activos del extracto de semillas de annatto
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Los resultados obtenidos durante el almacenamiento del extracto de
semillas de annatto fueron ajustados a la ecuaciéon de Arrhenius (Ec.1) y al factor
de aceleracion Q 10 (Ec.2) (Fratianni et al., 2016).

Ea

k= ky* e RrRT Ec. 1

Dénde: E,, es energia de activacion (kcal mol?); k, es la constante
adimensional de velocidad; ko, es la constante de velocidad en un tiempo cero; R,
es la constate universal de los gases (0,0019872 kcal mol®. K), T, la temperatura
absoluta (K).

10

o= (ﬁ )tl‘tz Ec 2

k2

Doénde: k,; es la constante de velocidad de degradacion de los compuestos
bioactivos a un timpo 2 (t;) y ki es la constante de velocidad de degradacién de

los compuestos bioactivos a un tiempo 1 ().
2.7. El andlisis estadistico

Los resultados experimentales fueron analizados mediante un analisis de
varianza (ANOVA) para determinar efectos estadisticamente significativos
(P<0,05) de los factores estudiados sobre las variables respuestas. Se
determinaron diferencias significativas entre los niveles de los factores, por

contrastes entre medias.
3. Resultados y Discusién

El comportamiento cinético de la degradacién de los compuestos fendlicos
y la bixina durante los 33 dias de almacenamiento del extracto sélido, a las

condiciones mencionadas anteriormente se describen en las Figuras 1 y 2
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respectivamente, las cuales demuestran que existe una degradacién de ambos
compuestos bioactivos con respecto al tiempo y unas variaciones segun la
temperatura de almacenamiento del extracto y la condicion de oscuridad o luz a
la cual fue almacenado; estos resultados obtenidos concuerdan con los
resultados del trabajo realizado por Knebel et al. (2018) quiénes encontraron
tiempos de vida media para cianidina un polifenol proveniente del jugo de
manzana, hasta de 84 dias almacenado a 4 °C, hasta de 15 dias almacenado a
20 °C y s6lo de 7 dias cuando se almacenaba a 37 °C, comprobando el efecto
que tlene, la temperatura de almacenamiento sobre la estabilidad de los
fenoles totales; por otro lado, también coincide con en el estudio realizado por
Knebel et al, (2018) almacenaron calabaza deshidratada rica en carotenoides, a
4, 25 y 40 °C bajo atmosfera controlada con un flujo (N,), presentando mayor
contenido de carotenoides la muestra almacenada a 4 °C en atmosfera

modificada con (Ny).

Cinética de degradacion de compuestos polifendlicos.
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Figura 1. Cinética de degradacion de los compuestos fendlicos a diferentes condiciones de

almacenamiento.
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Cinética de degradacion de bixina.
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Figura 2. Cinética de degradacion de la bixina a diferentes condiciones de almacenamiento.

Las velocidades de reaccion K que se describen en la Tabla 1; se refieren a
la velocidad especifica en la que se degradan cada uno de los compuestos
bioactivos presentes en el extracto; las muestras almacenadas en oscuridad
presentaron valores de K mas pequenas que las muestras almacenadas en
presencia de luz; valores similares se encontraron con las de energias de
activaciéon las cuales son aproximadamente 50% menores para todas las
muestras almacenadas en oscuridad; indicando la cantidad de energia necesaria
para comenzar las reacciones de degradacion: estos resultados son de gran
Importancia para comprender los mecanismo de degradacion de los compuestos

bioactivos presentes en el extracto.

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de degradacion de compuestos bioactivos.

Fenoles totales Bixina
Con Tempe Energia de K Energ
dicién ratura °C activacion ia de
activacion

247



Investigacion en las Ciencias y Tecnologia de los Alimentos

Luz 6 0,0133 0,0 10500
,87 (Kcal mol?) 13 ,58 (Kcal
mol?)
25 0,0
91 43
37 0,0
,94 24
Osc 6 0,0075 0,0 5781,
uridad 72 (Kcal mol?) 16 55 (Kcal
mol™))
25 0,0
,/8 18
37 0,0
,08 21

Los resultados del analisis de varianza demuestran que, tanto la
temperatura como el almacenamiento en oscuridad y en presencia de luz, y la
interaccion lineal entre ellos, tienen un efecto estadisticamente significativo
(valores p<0,05) sobre el contenido de fenoles totales en el dia 33 de
almacenamiento. El contenido de fenoles totales del extracto es mayor en
condiciones de oscuridad para las tres temperaturas de almacenamiento (ver
Figura 3), del mismo modo Sun et al. (2018) concluyen que la exposicién a la luz
de un extracto de espinaca rico en compuestos polifenélicos pueden influir en la
estabilidad de estos y sobre su capacidad antioxidante. Adicionalmente, existe
una diferencia estadisticamente significativa entre la muestra almacenada a 6 °C
con respecto a las otras dos temperaturas, sobre el contenido de fenoles totales;

del mismo modo Knebel et al. (2018) concluyen que, la estabilidad de la
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capacidad antioxidante y de los compuestos polifendlicos es mayor cuando una

muestra de puré de kiwi rica en polifenoles se almacena a 5 °C.

Grafico de Interacciones

30 - | Temperatura

—— 25
— 37

Fenoles totales
-
3]
T

Luz Oscuridad
Condicién

Figura 3. Grdfico de interacciones para fenoles totales.

Con respecto al contenido de bixina en el extracto para el dia 33, el analisis
estadistico de los resultados demostrd que solo la temperatura tiene incidencia
estadisticamente significativa (p<0,05) sobre la bixina, mostrando nuevamente
que la muestra almacenada a 6 °C es la que presenta una mayor cantidad de
bixina total al dia 33. Adicionalmente en las Figuras 1 y 2, la condicién de
almacenamiento que presenta mayor concentracion de compuestos activos es
aquella que se amacend a 6 °C en completa oscuridad; resultados que coinciden
con el trabajo realizado por Lobato et al. (2015); quienes encontraron que tanto la
temperatura como la presencia de luz tienen efecto sobre la estabilidad de la
bixina y que a mayor temperatura la velocidad de degradacién también es

mayor.
4. Conclusiones

Segun los resultados obtenidos, los dos factores estudiados, tanto
temperatura de almacenamiento como exposicion a la luz tienen efecto sobre
degradacion de las compuestos bioactivos presentes en el extracto de semillas de

annatto, obteniendo parametros cinéticos que permiten describir el
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comportamiento de la degradacién de los compuesto bioactivos estudiados,
adicionalmente se puede observar que la temperatura tiene mayor importancia
sobre la estabilidad de estos durante el almacenamiento; logrando concluir que,
la condicién mas adecuada de almacenamiento para el extracto de semillas de
annatto es: temperatura de 6 °C y en total oscuridad, para conservar asi, su la

mayor cantidad de compuestos bioactivos en el tiempo.
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Resumen

Las microalgas son organismo fotosintéticos con tamanos entre 1 y 400
mm, recientemente utilizados en tratamientos de biorremediacion de diferentes
efluentes residuales. El agua residual del distrito de riego (DRO3) contiene altas
cantidades de materia organica, nitrégeno, fosforo ademas de metales pesados y
contaminantes emergentes, debido a las descargas domésticas e industriales.
Siendo utilizada, sin tratamiento, para riego agricola en 13 municipios del estado
de Hidalgo. El presente proyecto propone el uso de agua residual del DRO3 como
substrato para el cultivo de microalgas, siendo alternativa para la
biorremediacién, asi como la aplicaciéon de la biomasa microalgal en la

produccion de biocombustibles.

Palabras clave: Aguas residuales, biorremediacion, microalgas, metales pesados,

esterilizacién, mixotroficas.
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Abstract

Microalgae are photosynthetic organisms with sizes between 1 and 400
mm, they have recently been used in bioremediation treatments of different
residual effluents. The wastewater from the irrigation district (DR03) contains
high amounts of organic matter, nitrogen, phosphorus as well as heavy metals
and emerging pollutants, due to domestic and industrial discharges. Wastewater
1s used, without treatment, for agricultural irrigation in 13 towns into Hidalgo
State, México. This project proposes the use of wastewater from DRO3 as a
substrate for microalgae cultivation, being an alternative for bioremediation, as

well as the application of microalgal biomass in the production of biofuels.

Keywords: Bioremediation, heavy metals, microalgae, mixotrofic, sterilization.
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1. Introduccién

Las microalgas (MA) son un organismo fotosintético presente en diversos
ecosistemas, principalmente encontrados en entornos acuosos (Suganya et al.,
2016). Se ha comprobado su capacidad para la absorcion de metales pesados, asi
como la disminuciéon de DQO, DBOs, solidos suspendidos, nitrégeno, foésforo,
entre otros (Yu et al.,, 2017). El cultivo de MA tiene diversos retos uno de ellos es
la factibilidad econémica para la produccidon a gran escala de biomasa
microalgal aprovechable, por lo que existe un creciente interés en el uso de
aguas residuales de diferentes origenes, como sustratos de crecimiento (Kozlova
et al., 2007).

La ineficiencia, asi como costos elevados, de los métodos de tratamiento de
aguas residuales convencionales brindan la oportunidad para proponer sistemas
de tratamientos nuevos, eficientes y de bajo costo. Las MA actualmente estan
siendo aplicadas para el tratamiento de aguas residuales gracias a su capacidad
de eliminar materia organica, metales pesados, nutrientes y a su capacidad para
fijar CO, y producir O, (Oswald y Gotaas, 1957; Barh et al.,, 2011; Pires et al., 2013 ).
Por otro lado, la biomasa producida en estos sistemas de biorremediacion de
diferentes efluentes, tiene un uso potencial como alimento, biofertilizantes y

biocombustible (Park y Craggs, 2011).

De acuerdo a los requerimientos de energia y fuente de carbono, las MA se
dividen en cuatro grupos: fototroficas, heterotrofica, mixotroficas vy
fotoherotroficas (Brennan y Owende, 2010). Su desarrollo requiere: una fuente de
energia, principalmente luz solar, una fuente de carbono organico o Inorganico,
micro y macro nutrientes, vitaminas, asi como condiciones adecuadas de pH y
temperatura (Li et al., 2008). Las MA pueden crecer sobre una variedad de
sustratos. El presente proyecto se enfoca en el crecimiento de MA en aguas

negras que ha demostrado el crecimiento no selectivo sino mas bien da la
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oportunidad del crecimiento de una infinidad de especies con altas tasas de

biorremediciacion (Aishvarya et al., 2015).

El consorcio microalgal estudiado y aislado de los canales del DRO3, inmerso en
el Valle del Mezquital, presenta una adaptacion a las condiciones de
contaminaciéon de los efluentes del DRO3, por lo que son una alternativa para
procesos de biorremediacion. Se evaluaron las condiciones de crecimiento bajo
condiciones de aireacién, y bajo estrés quimico, utilizando concentraciones

conocidas de metales pesados.

2. Materiales y Métodos
2.1 Zona de Estudio y Muestreo
Se colectaron muestras de agua residual dentro del DR0O3 cuya ubicacion

geografica se muestra en la Figura 1. Las muestras de agua residual fueron
colectadas del canal “Requena”, Tula Modulo 1, (20°13'29.8"'N 99°05'23.2"W).

0] volle del Mezquital

Figura 1. Ubicacion geogrdfica del Valle del Mezquital.

2.2 Caracterizacion de las muestras de agua residual

Andlisis fisicoquimicos
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Para el andlisis de las muestras utilizadas como sustrato se midieron los
siguientes parametros: Temperatura, conductividad, turbidez, sélidos totales,
DQO y pH.

Preparacion del inéculo inicial

Utilizando 1 L de agua residual, previamente filtrada y suministrando
aeracion con un compresor de aire de 2 W y una intensidad luminosa continua

de 5280 lumens, en un tiempo total de 120 h de cultivo.

Para la realizacion de los experimentos se emplearon recipientes de vidrio
de 1 L. Las condiciones de operacion fueron las siguientes: agitacion constante de
entre 25 a 35 rpm (paleta de agitadores); fotoperiodo de 12:12 h de luz: oscuridad.
Para posteriormente evaluar el crecimiento microalgal se utilizaron las

condiciones encontradas por Rosas-Escamilla (Rosas-Escamilla, 2018).

Cultivo mixotrofico en condiciones de estrés quimico

Se realizaron experimentos de crecimiento en condiciones de estrés,
adicionando concentraciones conocidas de metales pesados (Cd, Cr y Pb). Para la
preparacion de la solucién multiestandar de Metales Pesados se realizaron una
solucion madre tomando 100 pl. de todas los estandares de Cr,Pb y Cd de 1000
mg L? aforando en un matraz de 10 ml paso siguiente se tomé 500 pl y

nuevamente se llevd a un matraz de 10 ml.

Las curvas de crecimiento de las microalgas, se obtuvieron por conteos
directos determinando el numero de células ml? asi como la medicién de la
absorbancia a una A de 660 nm con un espectrofotémetro Thermo Scientific
GENESYS 10S Series UV-Visible Spectrophotometers.

Para el crecimiento se realizd6 un pretratamiento de esterilizacién en
autoclave a 120 °C durante 15 min. a las muestras de agua residual con la

finalidad de eliminar la microflora presente y evaluar el efecto del consorcio
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cultivado inicialmente. Posteriormente se eliminaron los solidos por decantacion,
preparando 3 réplicas con condiciones controladas y 3 con condiciones
restringidas de aireacion, todas con un volumen de 200 ml. con relacién de 90-
10% de inoculo inicial. En el primer caso se empled un compresor de aire de 2 W
y se sometié una intensidad luminosa continua de 5280 lumens en ciclos de luz
oscuridad de 12 h en ambos casos y agitaciéon constante a temperatura ambiente

de 24 °C aproximadamente.

La densidad celular (células ml?) fue medida utilizando una camara de
Neubauer de 0.1 mm de profundidad hasta alcanzar el inicio de la fase
estacionaria, muestra de 1 ml del cultivo de las microalgas, preservandolas en
una solucion de lugol. La velocidad de crecimiento en la fase exponencial y el
tiempo de duplicacion fueron calculados segin Wood A, Everroad R, Wingard L.

(2005), de la siguiente manera:

Nt

Velocidad de crecimiento de la Poblaciéon (r) = Ln%

Donde:
No= tamano de la poblacién al inicio de un intervalo de tiempo,
Nt= tamano de la poblacién al final de un intervalo de tiempo, y

At = intervalo de tiempo (tr -to) en dias.

Tiempo de duplicacion (T,) expresado en h / division celular:
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_ 0.6931

g
|

Donde:

In2=0.6931

Determinacion de metales pesados

La medicién de metales pesados requiere un pre-tratamiento de las
muestras, en base a la NMX-AA-051-SCFI-2016, las muestra se filtraron a través
de una membrana de poro 0.45 pm, 5 ml de la muestra de agua residual inicial y
5 ml de acido nitrico concentrado se depositaron en tubos de TeflonTM, para su
posterior digestion en autoclave durante 1 hora a 100 °C a 1 atm de presioén. Las
digestiones fueron aforadas a un volumen de 10 ml. Todas las muestras fueron
cuantificadas contra blancos de referencia y curva de calibracion de 0 a 100 ppb
para cada uno de los metales. Las muestras de biomasa recolectada fueron
calcinadas a 600 °C durante 2 h en una mufla. Las cenizas fueron digestadas con
5 ml de HNOs y posteriormente las soluciones fueron aforadas a un volumen
final de 10 ml. La determinacién de Pb, Cr, Cd se realizd con un
espectrofotometro de emision con fuente de plasma marca Perkin-Elmer (USA)

modelo 6ptima 8300 en matriz de acido nitrico.

3. Resultados

Caracterizacion de las muestras de agua residual del DR0O3

La Tabla 1 muestra los resultados de la caracterizacion de las muestras
colectadas en donde los parametros se presentan como el promedio de las

repeticiones realizadas en cada analisis (n=3).
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Es importante mencionar que los valores promedio de pH fueron de entre
7.9y 9.1, catalogando a las muestras como muestras alcalinas. Este parametro es
Importante para el crecimiento de las MA, de acuerdo a Rosas-Escamilla (2018)
las mejores condiciones de pH para el crecimiento y cultivo de MA es 9. Lo
anterior indica que las muestras poseen las caracteristicas adecuadas de acidez
para ser utilizadas como sustrato de crecimiento sin la necesidad de ajustar el
pH. Por otro lado la conductividad eléctrica (CE) se relaciona con la salinidad, los
valores tomados in situ de los distintos puntos de muestreo muestran
conductividades altas indicando elevadas concentraciones de iones, lo cual
produce una salinizacién progresiva de los suelos. Se presentan temperaturas
promedio de 20.6 °C. La turbidez, DQO vy soélidos totales que presentan las
muestras representa la concentraciéon de los contaminantes presentes que

ademas son un indicativo de la complejidad de las matrices.

Tabla 1. Pardmetros fisicoquimicos determinados en agua residual del DRO3.

] Conduct Temper Tu D SST
H ividad atura rbidez QO
mg L*
pS.cm-? °C NT m
U gLt
Pro ¢ 1679 20.62 24 21 17
medio 36 3 0 1
Min ) 920 18.8 13 14 34
1mo .87 4
Max ¢ 2245 22.0 53 38 28
imo 13 4 9 /
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Las DER para todos los casos fueron menores al 5%. La Tabla 2 muestra las
concentraciones de metales pesados en las muestras utilizadas como sustrato de
crecimiento de MA. Considerando como uno de los parametros indicadores para
evaluar la eficilencia del método o métodos desarrollados para la
biorremediaciéon de efluentes de diferente composicion. La cuantificacién de
metales pesados se llevara también a cabo en las aguas tratadas con MA para

evaluar su capacidad bioacumuladora.

Tabla 2. Concentraciones de metales pesados en muestras de agua residual.

Muest Cd pg L? CrpglL? Pb pg L

ra
(DER, n=3) (DER, n=3) (DER, n=3)

Prom 0.97 (2.69) 0.66 (3.30) 0.76 (2.10)
edio

Mini 0.66 (0.01) 0.20 (0.01) 0.28 (0.01)
mo

Maxi 1.32 (17.15) 1.08(23.32) 1.03 (10.76)
mo

Limites permisibles Cd: 0.5ppm, Cr hexavalente: 1200 en base seca y Pb: 10
ppm. No Reportado (NR). Las DER para estos resultados estan todos por debajo
del 5% para n=3.

Las concentraciones encontradas para las aguas tratadas fueron menores
al limite de deteccién (LOD=0.001 pg L1). Mientras que las concentraciones
encontradas en la biomasa fueron en promedio para Cd de 90 pg Kg, 250 pg Kg'
'y para Pb de 120 pg kg?, considerando una masa de ceniza de 100 mg. Las DER

de las mediciones estan por debajo del 15%.
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Analisis del crecimiento del consorcio microalgal en agua residual.

La Figura 2 muestra la variacion del pH del medio de cultivo hasta el final
de la etapa estacionaria bajo condiciones de aireacion e iluminacién en ciclos
12:12 y en condiciones de estrés por metales pesados. La evolucion del pH en
estas condiciones es similar a las reportadas por otros autores, encontrando que
el pH de los medios de cultivo de MA, aumentan en basicidad. Lo anterior nos
indica que la adicion de concentraciones conocidas de metales pesados no

influye en el comportamiento del cultivo evaluado.

9.2

9.0 1 U o
8.8 - ° o
8.6
pH 8.4 °
8.2 1
8.0 1
7.8 1

7.6 4

7.4

Tiempo (h)
Figura 2. Variacion del pH del medio de cultivo hasta el final de la etapa

estacionaria bajo condiciones de aireacion e iluminacion en ciclos 12:12 y en condiciones de

estrés por metales pesados (Cd, Cry Pb).

Por otro lado el % de OD tiene la misma tendencia del pH, aumentando
respecto al tiempo. Mientras que la DQO inicial promedio de las aguas residuales
utilizadas fue de 326 mg L'y el final a tiempos superiores a las 168 h fue de 220

mg L, representando un 31% de remocién de DQO.
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Figura 3. Variacion del %0D hasta el final de la etapa estacionaria en condiciones

aireacion y estrés por metales pesados.

La Figura 4 muestra la curva de crecimiento en funcién de la densidad
celular en condiciones de aireacion y bajo estrés por metales pesados. Mostrando
una etapa de adaptacion de entre las 0 y las 84 h, mientras que la etapa
exponencial se encuentra entre las 84 y las 192 h bajo estas condiciones se logra
incrementar la velocidad de crecimiento asi como disminuir el tiempo de
duplicacién. Estos resultados son relevantes para la optimizacién posterior de

sistemas de biorremediacién basados en reactores por lote.
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Figura 4. Curva de crecimiento hasta la etapa exponencial en condiciones de

aireacion, fotolluminacion, ciclos 12:12 y estrés por metales pesados.
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En la Figura 5, se muestra la curva de crecimiento microalgal en
condiciones de aireacion restringida expresado (cel ml?) x 10° cuando el pH
inicial fue de 8.6, donde es posible observar las principales etapas de crecimiento
del consorcio: etapa de adaptacién (0 a 192 h), exponencial (192 a 408 h),

estacionaria (408 a 504 h) para posteriormente iniciar la fase de declive o muerte.

4.5E+06
4.0E+06 4
3.5E+06 1
3.0E+06 1
2.5E+06 1
2.0E+06 1
1.5E+06

1.0E+06 -

Concentracion Celular (cel/mL

5.0E-16 4

0.0E+06

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Tiempo (h)

Figura 5. Curvas de crecimiento en condiciones de aireacion restringida.

La tasa de crecimiento de la poblacién mostro un efecto significativo sobre
el tiempo de duplicaciéon en la fase exponencial del agua residual (Tabla 5). En
condiciones controladas se observé el mayor crecimiento con valores de r= 0.37,
y T2=1.89 h por divisién celular en los cultivos. Por otro lado, en condiciones
ambientales r= 0.23, y T2=3.07 h.

Tabla 5. Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion obtenidos en la fase

exponenclal de los cultivos.

Condiciones de Condiciones

aireacidén de aireacién
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restringida

Velocidad de 0.37 0.23

crecimiento de la poblacién (r)

Tiempo de duplicacién 1.89 3.07
(T2)

(Division celular/h)

Las DER fueron para n=3 menores al 5%.

Correlacién de densidad celular y densidad dptica

Se encontrd una correlacion expresada como R?=0.991 calculada a partir
del modelo lineal mostrado en la Figura 6 entre la densidad Optica a 660 nm
contra la concentracion celular expresada (cel ml')x10°. Considerando sélo la
fase estacionaria ya que en los puntos posteriores (etapa de declive) existe la
interferencia con otras especies adsorbentes, asi como la formacién de
aglomerados celulares entre otros aspectos. Con este modelo fue posible
determinar con precisiéon los parametros de crecimiento en funcion de la
absorbancia.

w

y=10.776x +0.1871
R*=0.991
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Figura 6. Correlacion entre la densidad Optica o absorbancia contra la
concentracion celular en cel ml'x10°.
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4. Conclusiones

Las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas mostradas por las
muestras analizadas evidencian cierta tendencia, esto es relevante para la

estandarizacion del proceso de biorremediacion.

La presencia de metales pesados sugiere que los procesos desarrollados

deberan ser capaces de remover o disminuir su concentracion.

Bajo las dos modalidades de crecimiento con aireacién y aireacion

restringida, se observo una reduccién significativa de DQO.

Los modelos cinéticos propuestos permiten hacer el seguimiento de la
cinética de crecimiento. De esta forma los parametros cinéticos determinados
permiten establecer las bases para el diseno de fotobiorreactores para el
escalamiento del proceso a nivel industrial en condiciones de aireacion y
fotoilluminacién, mostrando una mayor velocidad de crecimiento y menor

tiempo de duplicacién de la poblacién de MA.

El modelo lineal que correlaciona la densidad 6ptica y la densidad celular
mostré un factor de correlacion de 0.9910, permitiendo seguir el crecimiento en

funcién de la absorbancia a 660 nm.
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