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Introduccion

La sostenibilidad se ha convertido en un tema crucial en la actualidad,
pues se busca equilibrar el desarrollo econémico y social con la proteccién
del medio ambiente y la preservacién de los recursos naturales para las
generaciones futuras. En este contexto, la ciencia y la tecnologia juegan
un papel fundamental en la bisqueda de soluciones innovadoras que per-
mitan avanzar hacia un modelo més sostenible. Este libro presenta una
recopilacion de doce capitulos de investigacion que abordan diferentes
problematicas ambientales, de produccién y consumo responsable y de
salud y bienestar, en los que se proponen soluciones innovadoras que pue-
dan contribuir al cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ops) de la Agenda 2030 de la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU).

El agua es un recurso fundamental para la vida, y su disponibilidad y
calidad son esenciales para el bienestar humano y la conservacién de los
ecosistemas. Los ops nimero 6 y numero 14 de las Naciones Unidas se
centran en garantizar el acceso al agua limpia y al saneamiento, asi como
en la conservacién y uso sostenible de los océanos y sus recursos.

Las investigaciones sobre el tratamiento de agua contaminada pue-
den ayudar a desarrollar nuevas tecnologias para la identificacién de
contaminantes emergentes, la mejora de la eficacia de los procesos de
tratamiento de agua existentes, la implementacién de soluciones basadas
en la naturaleza y la promocién de practicas sostenibles en la gestién del
agua y el saneamiento.

En este contexto, en el primer capitulo titulado “Contaminacién por
polietileno en zonas de Nayarit”, se busca identificar microorganismos ca-
paces de degradar plasticos, lo que ayudaria a reducir el impacto de este
contaminante en los ambientes submarinos y terrestres. Los autores des-
criben el procedimiento que utilizaron para realizar aislamientos de dis-
tintas zonas contaminadas, asi como su potencial enzimatico relacionado
al metabolismo de degradacién de polietileno.

En el capitulo 2, “Evaluacién de la penicilina ¢ acilasa para la bio-
degradacién de antibiéticos de uso veterinario: un analisis in silico”, se
aborda la problemaética ambiental de la presencia de los antibi6ticos en las
aguas residuales y su compleja degradacién por métodos convencionales.
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Se destaca la busqueda de enzimas amidasas con potencial de degradacién
de antibidticos (florfenicol, cloranfenicol, oxitetraciclina y enrofloxacina)
en agua residual porcicola de una manera sostenible y sin la generacién
de subporductos téxicos que representen una fuente de contaminacién
alterna a la de la propia presencia de estos contaminantes. La penicilina
G acilasa es una enzima amidasa con potencial para hidrolizar el enlace
amida de la penicilina G y v, por lo que se destaca su capacidad en la bio-
rremediacién de las aguas residuales para la degradacion de antibiéticos.

En el capitulo 3, que lleva por nombre “Fabricacién de materiales
avanzados con residuos agroindustriales para la desintoxicacién de agua
contaminada” se describe un nuevo proceso para la generacién de nano-
particulas metalicas para su uso en la descontaminaciéon de aguas. Esto
representa una alternativa viable y sostenible en la eliminacién de conta-
minantes organicos que estén presentes en el agua. En el trabajo se des-
cribe el procedimiento que se sigui para la fabricacién de estas nanopar-
ticulas y el mecanismo implementado para la eliminacién de diferentes
contaminantes organicos presentes en el agua.

En el capitulo 4, “Estudio comparativo de biocarbén generado a partir
de bagazo de agave y cascara de coco, y su aplicacién como adsorbente en
la remocién de pb en agua”, se aborda la problematica que los metales
pesados presentes en el agua tienen sobre la salud humana y los orga-
nismos acuéticos. Se describe el aprovechamiento de residuos organicos
abundantes en el estado de Jalisco, como el bagazo de agave y la ciscara
de coco, para la elaboracion de biocarb6n y su aplicacién en la elimina-
cién de plomo en el agua. De esta manera, se les da un valor agregado a
estos residuos y se contribuye a la reducciéon de un problema ambiental.
En el trabajo se describen distintos agentes activadores (acidos y bases)
empleados para la preparaciéon de este biocarbén y se evalian diferen-
tes tamafios de particula para hacer mas eficiente la eliminacién de estos
agentes contaminantes en el agua.

En el capitulo 5 se destaca la importancia de la aplicacién de la inge-
nieria de calidad para garantizar la inocuidad del agua destinada al con-
sumo humano. El trabajo, que lleva por titulo “Plan de gestién de riesgos
y puntos criticos de control en la purificacién de agua”, propone una me-
todologia para evaluar los procesos de purificacién de agua y establecer
un plan que contribuye a mejorar la calidad del agua y a garantizar su
saneamiento para su entrega final al consumidor. Los autores resaltan
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Introduccion

que, partiendo desde el conocimiento de las fuentes de abastecimiento, se
define el tipo de proceso necesario a aplicar para lograr la inocuidad del
agua tratada como producto terminado.

Del mismo modo, el capitulo 6, titulado “Determinacién de buenas
practicas de higiene en establecimientos de venta de carne de pollo en el
Mercado Juérez de Autldn”, se enfoca en la evaluacién de las practicas de
manufactura de la carne de pollo en un mercado y su cumplimiento con
la normatividad sanitaria. El estudio destaca la importancia del cuidado
del agua en el proceso de manipulacién de la carne de pollo y la necesidad
de asegurar practicas higiénicas adecuadas para proteger la salud publica.
Los resultados del trabajo arrojan evidencias de los distintos aspectos a
cuidar para desarrollar la actividad desde el &mbito sustentable.

La gestion adecuada de los residuos es fundamental para alcanzar los
oDs establecidos por la oNuU. En este sentido, los capitulos siete, ocho, nueve
y diez presentan alternativas innovadoras y sostenibles para la gestién de
residuos en diferentes sectores industriales, lo que contribuye directamente
ala promocién de la economia circular y la reduccién del impacto ambiental.

El capitulo 7, que lleva por titulo “Tratamiento alcalino de lodos rojos
acidificados de bauxita para la elaboracién de material cerdmico”, pre-
senta una alternativa interesante para la gestiéon de residuos industriales,
especificamente los lodos rojos de la produccién de aluminio. Este trabajo
destaca la importancia de encontrar formas de reutilizar y reciclar mate-
riales que de otra manera podrian tener un impacto ambiental negativo.
La reutilizacion de los lodos rojos en la produccion de materiales cerami-
cos es una alternativa prometedora que podria reducir el impacto ambien-
tal y promover la sostenibilidad.

Por otro lado, el capitulo 8, “Potencial en sintesis orgénica de las li-
pasas de Litopeneaus vannamei: un andlisis in silico e in vitro”, se enfoca
en la obtencién de enzimas hidroliticas a partir de residuos de la industria
camaronera. La reutilizacién de residuos y subproductos en la industria
es una estrategia importante para reducir el impacto ambiental y mejorar
la sostenibilidad. En este caso, los autores proponen aprovechar los re-
siduos de cefalotérax del camarén para obtener enzimas que pueden ser
utilizadas en la sintesis de productos quimicos para distintas industrias.
Esta estrategia tiene un impacto directo en la promocién de la economia
circular y en la reduccién de residuos en la industria.
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En el capitulo 9, “Fortalecimiento del manejo adecuado de los resi-
duos generados durante el proceso de obtencién de café y actividades afi-
nes como iniciativa de generacién de microeconomia circular”, los autores
proponen una solucién innovadora y sostenible para el manejo de residuos
en una finca cafetalera en Colombia, que contribuye al logro de los oDs re-
lacionados con la sostenibilidad ambiental y el desarrollo econémico. La
propuesta consiste en la utilizacién de la pulpa de café y otros residuos
organicos en un biocompost para obtener fertilizante que sera integrado
al cultivo de la planta. Ademas, se identificaron rizobacterias promotoras
del crecimiento de las plantas, a partir de la pulpa del café, que pueden ser
integradas al ecosistema del suelo de la finca para aumentar la producti-
vidad del sistema agricola. Esta iniciativa es importante porque, al utilizar
los residuos organicos para producir fertilizante y promover el crecimien-
to de las plantas, se reduce la cantidad de residuos que terminan en los
vertederos, con lo que se disminuye asi el impacto ambiental. Ademas, el
uso de fertilizantes orgénicos en lugar de quimicos reduce la contamina-
cion del suelo y el agua y contribuye a la mitigacion del cambio climético
al reducir las emisiones de gases de efecto invernadero.

En el capitulo 10, “Uso de harina de maiz reciclada para la elaboracién
de tortillas”, los autores proponen una estrategia para reducir el desperdi-
cio este producto y producir tortillas a bajo costo, manteniendo su textura
y aumentando su calidad nutricional y su vida de anaquel. La utilizacién
de harina de maiz reciclada permite reducir la cantidad de residuos gene-
rados en la produccién de alimentos, y también puede generar oportuni-
dades para el emprendimiento y la economia circular.

En los capitulos 11y 12 del libro, se presentan soluciones innovadoras
y sostenibles para abordar problemas de salud importantes, con lo que
contribuye al logro del obs ntimero 3, que busca garantizar una vida sana
y promover el bienestar para todos.

En el capitulo 11, “Uso de oleogeles para la sustitucién de grasas hi-
drogenadas en la elaboracién de pan”, se presenta una alternativa salu-
dable y sostenible para sustituir uno de los ingredientes utilizados en la
elaboracién de pan. La propuesta es el uso de oleogeles a base de cera de
abeja en lugar de grasas saturadas y trans, produciendo resultados com-
parables a nivel de textura y sabor en los productos de panaderia, mien-
tras que reduce los efectos negativos para la salud.
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Introduccion

El capitulo 12, “Identificacién e interaccién molecular de péptidos de
camarones peneidos con potencial para el tratamiento de la obesidad: un
analisis in silico”, destaca el interés de la ciencia por preservar el bienestar
humano a través de la identificacién de nuevas soluciones para tratar la
obesidad. Esta es un problema de salud ptiblica que afecta a una gran can-
tidad de personas en todo el mundo y puede causar problemas de salud
graves, como enfermedades cardiovasculares y diabetes. En este capitulo,
los autores utilizan tecnologias bioinformaticas para explorar el potencial
de los péptidos de camarones peneidos en el tratamiento de la obesidad. A
partir del anélisis de 99 secuencias peptidicas de Litopeneaus vannamei,
se identificaron dos péptidos con un alto potencial para inhibir la lipopro-
tefna lipasa y las lipasas géstricas, lo que podria ser utilizado en futuros
estudios de tratamiento de la obesidad. Este capitulo tiene un importante
aporte al oDs 3, que busca garantizar una vida sana y promover el bienes-
tar para todos en todas las edades, ya que la obesidad es un problema de
salud publica que afecta a muchas personas y puede tener consecuencias
graves para la salud.

Es importante destacar que la sostenibilidad es un tema interdisci-
plinario que requiere la colaboracién de diversas areas del conocimiento,
asi como la participacion de la sociedad en su conjunto. La investigacién
y la innovacién en ciencia y tecnologia son fundamentales para avanzar
hacia un modelo de desarrollo sostenible, pero también es necesario que
los gobiernos, las empresas y los ciudadanos adopten préacticas y compor-
tamientos mas responsables y respetuosos con el medio ambiente y los
recursos naturales.

Maria de los Angeles Camacho Ruiz
Filiberto Brisefio Aguilar

Itzel Celeste Romero Soto

Leticia Lemus Cardenas
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Contaminacion por polietileno en
zonas de Nayarit

Maria-Marcela RoBLEs-MacHucA*
Susana-Guadalupe Ramirez-CasTRO"*
Janeth-Alejandra Ponce-Diaz:*
Leticia Casas-Gopoy***

Resumen

La contaminacién por plasticos es una de las principales problematicas
ambientales en la actualidad. Los plasticos de mayor importancia econé-
mica son el poliuretano (pur), polietileno (pe), poliamida (ra), poliestireno
(ps), cloruro de polivinilo (pvc), polipropileno (rp) y tereftalato de polieti-
leno (PET) —este tltimo es el de mayor abundancia—. No obstante, el pE,
en su versiéon de baja densidad (PEBD), es ademéas un plastico contami-
nante en el aire al ser emisor de gases nocivos al medio ambiente, lo que
centra la atencién en la necesidad de su biodegradacién. Tras los hallaz-
gos en la degradacion de pet obtenidos con el uso de Ideonella sakaiensis
201-F6, se han buscado alternativas para la biodegradacion por medio del
uso de microorganismos presentes en zonas contaminadas. El presente
trabajo busca aislar e identificar microorganismos presentes en PE en sus
dos versiones (PEBD y PEAD) proveniente de zonas de Nayarit con alta con-
taminacién por plésticos. Estos microorganismos son potenciales en la
degradacién de pE y candidatos para subsecuentes evaluaciones enziméa-
ticas y para determinaciones de la biodegradabilidad en plésticos. De las

+ Dra. Maria-Marcela Robles-Machuca, marcela.robles@uan.edu.mx, ORCID 0000-0003-1307-0609; QFB.
Tecnologia de Alimentos, Secretaria de Investigacién y Posgrado, Universidad Auténoma de Nayarit, Tepic,
63110, Nayarit, Mexico.

* Susana-Guadalupe Ramirez-Castro, susana.castro@uan.edu.mx Tecnologia de Alimentos, Secretaria de
Investigacién y Posgrado, Universidad Auténoma de Nayarit, Tepic, 63110, Nayarit, Mexico.

* Janeth-Alejandra Ponce-Diaz janeth.ponce@uan.edu.mx. Tecnologia de Alimentos, Secretaria de Investigacién
y Posgrado, Universidad Auténoma de Nayarit, Tepic, 63110, Nayarit, Mexico.

“* Dra. Leticia Casas-Godoy Icasas@ciatej.mx, ORCID 0000-0002-0566-5824, Biotecnologia Industrial, Centro
de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco A.C., Camino el arenero 1227, El Bajio
del arenal, 45019, Zapopan, Jalisco, Mexico.
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Contaminacién por polietileno en zonas de Nayarit

cuatro zonas trabajadas, se obtuvieron 94 muestras con diferentes natu-
ralezas del plastico acompafiado de suelo o agua. Los microorganismos se
aislaron en medios no selectivos para luego ser identificados por espectro-
metria de masas. Las cepas presentes asociados a los plasticos de pebd y
pead fueron clasificadas segtin su dominio y clase: 98 % fueron bacterias
y el resto pertenecian al dominio eukarya. Las clases predominantes en
estos plasticos fueron Bacilli y gamaproteobacteria, que presentaron 58 %
Vv 41 % respectivamente.

Palabras clave: plasticos, biodegradacién, polietileno, Ideonella sakaiensis.
Introduccion

La contaminacion por plasticos ha ido incrementando en los tltimos afios
debido a los millones de toneladas de residuos de plastico que se acuamulan
anualmente en ambientes terrestres o marinos, al mal reciclaje y a su uso
anico. La alta demanda de este material, la falta de un tratamiento efectivo
que se le da a los residuos, aunado a un limitado reciclaje, conllevan a un
problema de contaminaciéon mundial; todos estos desechos plasticos tarde o
temprano llegan a rios, mares, lagunas, etc., contaminanestos ecosistemas y
causan dafios irreversibles en la flora y fauna de la zona (Danso et al., 2019).

Los plésticos, como bien sabemos, son materiales sintéticos de eleva-
do peso molecular, que por su complejidad suelen degradarse muy len-
tamente en el medio ambente, por lo que se acumulan y su eliminacién o
reciclaje causan gran problema (PlasticsEurope & EPRO, 2019). Los plasti-
cos comunmente usados son polietileno (PE), poliuretano (PUR), poliami-
da (ra), poliestireno (ps), cloruro de polivinilo (pvc), polipropileno (pp) y,
en mayor presencia, tereftalato de polietileno (PET).

El polietileno (PE) es el polimero méas comtinmente utilizado en la
industria; representa 34 % del plastico total en el mercado. El de baja
densidad (PEBD) y de alta densidad (PEAD) son las versiones mas utiliza-
das segtn su grado de ramificacién del polimero etileno (Choudhury &
Hashmi, 2020). El uso excesivo y la acumulacién de productos hechos
a base de PEBD, como bolsas de plasticos, al ser expuestos en tiraderos
o vertederos liberan gases t6xicos que contaminan el medio ambiente y
procovan enfermedades (Pramila & Ramesh, 2015). Asimismo, PEAD es
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el residuo sélido no degradable méas comtn que se encuentra entre el
polietileno. Este pléstico plantea un significativo problema ambiental.

En los tltimos afios se han buscado alternativas para la biodegrada-
cién de estos materiales por medio del uso de microorganismos. Se ha
reportado que la cepa Serratia marcescens logré degradar 36 % del PEBD
sin pretratar en un periodo de incubacién de 70 dias (Azeko et al., 2015).
A su vez, se observé que dos cianobacterias, Phormidium lucidum y Os-
cillatoria subbrevis, mostraron la capacidad de degradar 30 % del peso
inicial del PEBD, durante un periodo de 42 dias. Sin embargo, la evidencia
no respalda que la pérdida de peso fuera ocasionada en si por la degra-
dacién del plastico (Sarmah & Rout, 2018). También, se ha estudiado el
uso de las cepas fingicas degradantes de PEAD aisladas de los desechos de
polietileno vertidos en zonas costeras marinas, dentro de las cuales se han
encontrado dos cepas fungicas eficaces: Aspergillus tubigensis VRKPT1 y
Aspergillus flavus vRkpT2 (Herrera Hoyos & Ospina Mateus).

La peroxidasa de manganeso (Mnp), proveniente de los hongos que
degradan la lignina llamados Phanerochaete chrysosporium, podria dis-
minuir la resistencia a la traccién y el peso molecular promedio de la pe-
licula de PE. Por otra parte, se encontré que la combinacién de peroxidasa
de soja (sBP) y per6xido de hidrégeno podria oxidar la superficie de la
pelicula de PEAD y a su vez disminuir la hidrofobicidad de la superficie
(Ru et al., 2020). En el trabajo de Santo et al. (2013) se mostr6 que la la-
casa extracelular que es secretada por la bacteria Rhodococcus ruber c208
podria oxidar las peliculas de PEBD, lo cual generaria grupos carbonilo y
disminuiriael peso molecular. A pesar de que los estudios anteriores han
identificado que esta peroxidasa y lacasa son capaces de catalizar la degra-
dacidén de PE, sus mecanismos cataliticos en este proceso siguen sin estar
claros (Ru et al., 2020).

En el presente trabajo se realizara la bisqueda de microorganismos
con la capacidad de degradar desechos plasticos, partiendo del hallazgo
publicado sobre Ideonella sakaiensis, que degrada el polimero pet como
organismos modelo. La bisqueda de microorganismos se realizara en zo-
nas endémicas humedas de Nayarit. Se tomaran muestras sélidas, como
desechos plasticos (botellas, bolsas plasticas, etc.), asi como muestras
liquidas y muestras de sedimento, esto con el fin de encontrar en estas
zonas microorganismos que en base a su interaccién con plasticos PEBD y
PEAD tengan la capacidad de utilizarlo como fuente de carbono.
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Metodologia
Identificaciéon de areas de contaminacion
Obtencién y seleccion de la muestra

En el estado de Nayarit, se hicieron cinco muestreos de diferentes zonas,
las cuales se seleccionaron en funcién del tipo de suelo, sistemas hidro-
légicos y el tiempo de depdsito del plastico contaminante. El Sitio 1 co-
rresponde a un tiradero clandestino a pie de carretera localizado en la
localidad de Camichin de Jauja en Tepic, con al menos ocho afios de haber
iniciado (21.492611, -104.792650). En el Sitio 2 se ubicaron dos tiraderos
cercanos al rio Santiago que pasan por la localidad de Santa Cruz en el
municipio de Santiago Ixcuintla (21.978044, -105.593076). El Sitio 3 con-
cierne a plasticos con depésitos internos sobre las orillas de la laguna de
Tepetiltic en el municipio de San Pedro Lagunillas (21.27429, -104.68568).
Mientras tanto, en el municipio de San Blas se ubicaron dos sitios cerca-
nos a los afluentes del manglar; el Sitio 4 compete al vertedero municipal
ubicado en el ejido de Guadalupe Victoria (21.680840, -105.314956), y el
Sitio 5 fue una zona altamente contaminada sobre las orillas del manglar
(21.548652, -105.274271). Las coordenadas geogréficas se reportaron en
grados decimales, e indican la longitud y latitud del sitio.

Recoleccion y transporte de la muestra

Las muestras de pléstico tipo polietileno de baja densidad (peBD) y alta
densidad (peap) con evidente grado de degradacién —plasticos con varia-
ciones fisicas, donde a simple vista se observa una pérdida de brillo, color
y formacién de grietas— se recolectaron de forma manual bajo el método
de muestreo tipo simple. La técnica contempl6 una toma de sedimento
circundante al plastico de aproximadamente 100 gramos o una alicuota
de 100 mililitros (ml) de agua si esta estuviera presente. Las muestras
recolectadas se almacenaron en bolsas con cierre zip, se rotularon y se
almacenaron a 4° C hasta su analisis.
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Crecimiento y aislamiento de microorganismos
Crecimiento en medio no selectivo

Con la finalidad de obtener un crecimiento general de microorganismos
de las diferentes muestras recolectadas, se realiz6 un enriquecimiento de
cada una de ellas utilizando 3 gramos de un fragmento del pléstico (P)
si este venia solo o 2 gramos de plastico acompafiado de 1 gramo de se-
dimento (ps), los cuales fueron colocados en un tubo estéril de 50 ml al
cual se le adicionaron 30 ml de agua destilada estéril o 30 ml de alicuota
del agua recuperada del sitio. El tubo fue agitado para poder suspender
y recuperar la biomasa. Se llevaron a cabo diluciones seriadas, las cuales
fueron inoculadas utilizando la técnica de extensién por varilla, tanto en
agar YPD (agar YPD, 10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona, 20
g/L de dextrosa y 20 g/L de agar bacteriol6gico) como en agar nutritivo
(aN, 23 g/L y 5 g/L de agar bacteriol6gico), para ser incubadas a 30° C por
18-24 horas.

Meétodo de aislamiento

A partir de las cajas madre de una muestra, se seleccionaron colonias mor-
folégicamente distintas que se identificaron y ordenaron con base en al
abecedario espariol. Cada colonia se cultivd mediante la técnica de estria
cruzada en cajas frescas con su correspondiente matriz de agar a 30° C por
18-24 horas para obtener cepas aisladas.

Conservacion de los microorganismos
El cepario de microorganismos aislados se almacend en cajas Petri a 4° C
con resiembras continuas. Por otro lado, la biomasa de las cepas se res-

guardé en crioviales que contienen medio stock en caldo (medio YpD o
medio nutritivo, segin corresponda) y 15 % de glicerol (v/v) a -80° C.
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Identificacion de los microorganismos
Identificacién por MALDI-TOF

La identificacion de las cepas aisladas se realizé mediante espectrometria
de masas MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization—Ti-
me-Of-Flight). Esta metodologia genera espectros de proteinas propios de
cada organismo, que fueron comparados con la base de datos BDAL (Bruker
Daltonics Corporation), lo que permitié identificar las cepas a nivel de gé-
nero y especie. A partir de cultivos menores a 36 horas, la biomasa de la
cepa se distribuy6 en un area determinada de la placa de acero inoxidable
de 96 pocillos, seguido de la adiciéon de 1pL de acido férmico al 70 % y
después de 1uL de la matriz HccA (acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico a
10 mg/mL). Las cepas fueron clasificadas por dominio, clase, género y es-
pecie de acuerdo con los diferentes sitios de muestreo.

Resultados y discusion
Zonas con alta contaminacion por plasticos
Identificacién de los pldsticos contaminantes

En la figura 1 se muestra que en el vertedero clandestino localizado en la
Arena Cora (sitio 1) se seleccionaron nueve muestras de plasticos tipo po-
lietileno en evidente estado de degradacion (figura 2), de las cuales cuatro
corresponden a PEBD y cinco a PEAD. Por otro lado, dentro de las muestras
que corresponden al rio Santiago (sitio 2), estas se tomaron de dos zonas
cercanas sobre el afluente del rio; la primera cerca del poblado de Santa
Cruz de las Haciendas y la segunda denominada como El Famoso, don-
de se recolectaron seis muestras de plastico polietileno. Ahora bien, en
el caso de las muestras recolectadas en la laguna de Tepetiltic (sitio 3), se
obtuvo un total de tres muestras de PEBD y PEAD, respectivamente. Final-
mente, los muestreos realizados en el municipio de San Blas fueron enca-
minados a recolectar muestras que estuvieran en contacto con el manglar.
Por consiguiente, se tomaron muestras tanto del vertedero municipal ubi-
cado cerca de las zonas del manglar y de un tiradero clandestino a orillas
del manglar. En el vertedero de San Blas (sitio 4) se tuvo acceso a tres
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muestras de PEBD y una de PEAD, mientras que a orillas del manglar (sitio
5) se encontraron tres muestras de plastico polietileno.

Figura 1. Muestras de plasticos recolectados por sitio
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Elaboracién propia.

Aislamiento de los microorganismos

En la figura 2 se muestra una representacion donde se visualiza el creci-
miento de colonias de una muestra enriquecida y sembrada en medios no
selectivos (agar YPD y AN). Fue importante obtener un crecimiento unifor-
me que permitiera observar la variabilidad morfolégica en las colonias.
Con ello se hizo una identificacion y seleccién utilizando factores entre
ellas como su tamafio, color y forma en ambos medios.
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Figura 2. Representacion de la técnica de aislamiento.
Muestras N83PS145 a una dilucién de 1:6

Elaboracién propia.

A partir de los sitios de muestreo se lograron aislar en medios no se-
lectivos un total de 233 cepas, de las cuales 130 cepas se aislaron del plas-
tico PEBD y 103 cepas de PEAD. En la figura 3, se muestra el nimero de
cepas aisladas utilizando agar YpPD y AN como medios de crecimientos in-
diferenciados, siendo mayor la cantidad de cepas obtenidas en medio AN.
En los sitios 1 y 3, se obtuvo misma cantidad de cepas en ambos medios
para los plasticos PEBD y PEAD. No obstante, en sitios como rios (sitio 2) y
manglar (sitios 4 y 5), para PEAD se obtuvo mayor cantidad de cepas en AN.
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Figura 3. NUumero de cepas aisladas por sitio de muestreo
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Elaboracién propia.

Identificacion de microorganismos potenciales en la
degradacion de plasticos

Taxonomia de los microorganismos identificados

Las cepas obtenidas para todos los sitios de muestreos fueron clasificadas
por dominio y clase como se puede observar en la figura 4. E1 98 % de las
cepas aisladas fueron bacterias, y el resto pertenecientes al dominio eu-
karya. Las clases predominantes fueron Bacilli y Gamaproteobateria, re-
presentado el 58 % y 41 % respectivamente, de la coleccién total de cepas
aisladas en diferentes zonas de Nayarit.

20



Contaminacién por polietileno en zonas de Nayarit

Figura 4. Taxonomia de los microorganismos identificados en Nayarit
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Elaboraciéon propia.

Se identificaron 19 géneros en todos los sitios muestreados en Nayarit
de los cuales Bacillus y Pseudomonas fueron los mas abundantes en los
plésticos PEBD y PEAD. De las 233 cepas aisladas se lograron identificar a
nivel género y especie 144 de ellas, que representan 43 especies diferen-
tes. Los del Sitio 1 y 4 fueron donde se encontré mayor variedad de mi-
croorganismos presentes (figura 5).
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Figura 5. Género de los microorganismos identificados segun el sitio de muestreo
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Elaboracién propia.

Microorganismos asociados a la degradacion de plasticos

De las cepas obtenidas en cada uno de los sitios muestreados, se hizo una
primera identificacion de aquellas capaces de degradar PE, PEBD y PEAD.
Para ello, las especies aisladas e identificadas fueron cotejadas con la base
de datos de Biodegradacién Microbiana de Plasticos (Plastics Microbial
Biodegradation Database, PMBD, por sus siglas en inglés) y el 4rbol filo-
genético generado del trabajo de Gambarini et al. (2021) en su versién
interactiva’, con lo que se logré identificar el tipo de polietileno que son
capaces de degradar (tabla 1).

De la coleccion de cepas del estado de Nayarit fue posible identificar
11 especies positivas degradadoras de polietileno y sus derivados. Aun se
cuentan con dos hongos aislados y 87 cepas sin identificar.

1 http://itol.embl.de/shared/gambarini
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Tabla 1. Cepas positivas en la degradacion de Polietileno de la coleccién del estado de Nayarit

Bacillus cereus (1,2,3,5)

Bacillus pumilus (1)

Bacillus thuringiensis (2)

Bacillus vietnamensis (2,5)

Bacillus amyloliquefaciens-ssp-plantarum (3)

Lysinibacillus fusiformis (1)

Pseudomonas aeruginosa (4)

Pseudomonas chlororaphis (1)

Pseudomonas monteilii (1,2)

Serratia marcescens (1,3,5)

Stenotrophomonas maltophilia (1)

Elaboracién propia.

Las especies Bacillus cereus y Serratia marcescens estuvieron pre-
sentes en casi todos los sitios aislados. La mayoria de las cepas obteni-
das son degradadoras de pPEBD, mientras que la Bacillus amyloliquefa-
ciens-ssp-plantarum es la que se ha asociado con la degradacion tanto de
PEBD COMO PEAD.

Conclusiones

Se identificaron cinco sitios con alta contaminacién con plasticos, de los
cuales se obtuvieron 28 muestras de plasticos PEBD y PEAD con evidente
estado de degradacién. Se obtuvieron 233 cepas aisladas de medio no-se-
lectivos, de los cuales 130 fueron de plasticos PEBD, y 103, de PEAD. Se han
identificado 144 cepas por maLDI-TOF, donde el 98 % fueron del dominio
bacteria, y 2 %, eukarya. Fueron predominantes las clases Bacilli en un
58 % y gamaproteobateria en un 41 %. En los cinco sitios muestreados se
obtuvieron 43 especies de microorganismos diferentes, de los cuales se
encontraron 11 cepas positivas a la degradacién de pk, PEBD y PEAD. Bacillus
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cereus, degradadora de polietileno, fue la especie que estuvo predominan-
te en la mayoria de las zonas en Nayarit, y solo en la laguna de Tepetiltic
se ha aislado la bacteria Bacillus amyloliquefaciens-ssp-plantarum de-
gradadora de los polimeros PEBD y PEAD. Las cepas aisladas e identificadas
son candidatos para subsecuentes evaluaciones enzimaticas y determina-
ciones de la biodegradabilidad en plasticos.
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Resumen

Los antibiéticos se emplean con frecuencia en medicina veterinaria para
su uso profilactico y como aditivo en los piensos para prevenir y tratar
enfermedades. Sin embargo, la mayoria de los antibiéticos que son consu-
midos se excretan en las aguas residuales como metabolitos secundarios
o en su forma original. Por lo tanto, la eliminacién de antibiéticos de los
sistemas acuaticos es de interés ambiental. Existen métodos fisicos y qui-
micos para su remediacion, pero la generacién de subproductos téxicos ha
dirigido los esfuerzos a buscar alternativas en la biodegradacién de forma
sostenible. Recientemente, las amidasas han recibido notable atencién
por su potencial de aplicacién en la biorremediacién de antibiéticos. La
penicilina G acilasa (PGA) es una amidasa con una gran importancia in-
dustrial, capaz de hidrolizar el enlace amida de la penicilina G y v para la
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Evaluacién de la penicilina G acilasa para la biodegradacién de antibidticos de uso veterinario:
un analisis in silico

produccién de 4cido 6-aminopenicilanico. El objetivo de este trabajo se
enfocé en un anélisis in silico del estudio del acoplamiento e interacciones
moleculares de la PGA y antibidticos de uso veterinario encontrados en
aguas residuales porcicolas. Los antibiéticos evaluados incluyen el clor-
fenicol, florfenicol, enrofloxacina y oxitetraciclina. El acoplamiento mo-
lecular enzima-antibiético se llev a cabo en el programa AutoDockVina.
Las energias de afinidades del acoplamiento de los complejos pPGA y anti-
biéticos fueron termodindmicamente estables (-6.2 kcal/mol) e interac-
cionan mediante enlaces hidrégeno con las estructuras de los antibiéticos
con distancias menores a los 2.9 A. Los hallazgos mediante acoplamiento
molecular indican que la PGA es una enzima prometedora para la biorre-
mediacion de antibidticos.

Palabras clave: acoplamiento molecular, antibidticos, biodegradacion,
in silico, penicilina G acilasa.

Introduccion

Los productos de cuidado personal (pcP), como los antibidticos, son fabrica-
dos y/o utilizados por un gran niimero de personas en todo el mundo (Koch
et al., 2021). Ademas de su empleo para el tratamiento de enfermedades
humanas, los antibidticos son efectivos agentes que se utilizan ampliamen-
te como herramienta de prevencién, control y tratamiento de enfermedades
provocadas principalmente por enteropatégenos, el virus de la diarrea epi-
démica porcina y la influenza A HIN1 dentro del sector pecuario (Cheng... &
Wei, 2020; VanderWaal & Deen, 2018). Su ingesta representa el 52 % del
consumo global total, considerando las granjas porcicolas como una de las
de mayor demanda en todo el mundo (Zhang et al., 2022; Romero-Soto et
al., 2022). Los antibiéticos que se utilizan dentro de este sector presentaron
un valor en el mercado de alrededor de 45 310 000 délares en 2018, y se
expandieron a una tasa de crecimiento anual compuesto del 4.0 % durante
el periodo de 2019-2026 (Barreiro & Barredo, 2021). El aumento de esta ac-
tividad presenta como consecuencia la generacién de aguas residuales (AR)
porcicolas que contienen una variedad de contaminantes, incluyendo los
antibiéticos (Romero-Soto et al., 2022).

La liberacién de estos compuestos al ambiente es considerada signi-
ficativa, debido a que, la mayoria, una vez consumidos no son aprovecha-

27



Avances de la Ciencia y la Tecnologia para el Desarrollo Sostenible. Tomo |

dos completamente por la limitada capacidad metabdlica del organismo
(Sarmah et al., 2006). Por ejemplo, aproximadamente del 5 al 10 % del
cloranfenicol (cAP) se excreta sin transformacién metabdlica; del 45 a60%
del florfenicol (FFA) es excretado en la orina sin cambios; cerca del 20 %
de la enrofloxacina (ENR) es eliminada principalmente por orina y heces, y
la recuperacion urinaria de oxitetraciclina (0xy) 72 horas postratamiento
oscila entre el 42 y el 88 % en animales (Mitchell et al., 2015; Zhou et al.,
2008; Kolar et al., 2014).

La ocurrencia de los antibiéticos en el ambiente puede influir nega-
tivamente, debido a que, incluso a niveles de trazas, crea un refugio para
la aparicién y propagacion de genes resistentes a antibiéticos y efectos
nocivos en la salud de aquellos organismos no objetivo, por ejemplo, las
microalgas, que al ser seres unicelulares, son particularmente suscepti-
bles a los antibiéticos, lo que en consecuencia provoca una alteracién del
ambiente acuatico (Cheng... & Liu, 2020; Naidu et al., 2016; Kovalakova
et al., 2020; Zhang et al., 2022).

La gestién de la calidad de los recursos hidricos para las reservas na-
turales debe ser prioritaria en cualquier legislacion para el mantenimiento
y la conservacién del ambiente. Su proteccion se incluye entre los 17 Ob-
jetivos de Desarrollo Sostenible de la Organizacién de las Naciones Uni-
dad (onu) Agenda 2030. El objetivo ntimero 14 tiene como meta prevenir
y reducir significativamente la contaminacién marina de todo tipo. Por
lo tanto, queda la necesidad de disponer de tratamientos eficientes que
permitan la remocién de antibiéticos de los sistemas acuaticos (Comisién
Econémica para América Latina y el Caribe [CEPAL], 2018).

En la actualidad existen métodos fisicos y quimicos, como la oxida-
cién avanzada, la separacién por membranas o el tratamiento de coagula-
cién-floculacién para la remediacién de antibiéticos en el ambiente, pero
la generacién de subproductos téxicos ha dirigido los esfuerzos a buscar
alternativas en la biodegradacién sostenible (Ghazal et al., 2022). Las en-
zimas catalizan procesos de degradacién biolégica de pcp, por lo que se
pueden utilizar como tratamiento previo o posterior para aumentar la bio-
degradabilidad o para degradar compuestos que no se eliminaron o mine-
ralizaron por completo durante el proceso convencional del tratamiento
(Langbehn et al., 2021). Sin embargo, hasta la fecha, existe escasez de
informacién sobre la capacidad de las enzimas hidroliticas en la conver-
sién de antibidticos en cuerpos de agua. Amidasas o amidohidrolasas (Ec
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3.5.1.4) catalizan la hidrélisis de amidas para liberar acidos carboxilicos
y amoniaco segun la siguiente reacciéon: RCONH2 + H20 = RCOOH + NH3
(Mehta et al., 2013).

La penicilina G acilasa (PGA) es una enzima perteneciente a la clase
amidasas, las cuales han ganado reconocimiento por su capacidad de
aplicacién en la biodegradacion de compuestos recalcitrantes (Wu et al.,
2020). Los enfoques computacionales para identificar enzimas capaces de
transformar compuestos especificos son necesarios para agilizar el descu-
brimiento potencial de biorremediacién mediada por enzimas disponibles
en las bases de datos genémicas. Por lo tanto, se llevé a cabo este estudio
para evaluar el acoplamiento molecular y sus interacciones entre los an-
tibiéticos de uso veterinario y la enzima PGA por medio de un enfoque de
analisis computacional.

Metodologia

Analisis in silico

Estructura de los antibiéticos

Las estructuras de los antibiéticos de uso veterinario seleccionados (ta-
bla 1) se obtuvieron de la base de datos DrugBank (https://go.drugbank.
com). La estructura 2D de los antibiéticos en el formato de archivo *.sdf
se convirtié en archivos *.pdb utilizando el software ChemOffice v15.0
(Zielesny, 2005). La optimizacion de su geometria utilizando el Campo de

Fuerza Universal (UFF) de los antibiéticos modelados tridimensionalmen-
te se llevé a cabo en Avogadro (v1.2.0).
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Tabla 1. Estructuras de los antibiéticos: nombre, clase e identificaciéon

Antibiético Clase ID DrugBank Estructura quimica
CAP Anfenicol DB00446 \ or
it
nﬁ sliNH cl
oH O Cl
FFA Anfenicol DB11413 ﬁ o
—5
ﬂ iniiNH Cl
o cl
ENR Fluoroquinolona DB11404 i i

OXY Tetraciclina DB00595

Elaboracién propia.

Estructura tridimensional de la penicilina G acilasa

La estructura cristalina de la enzima penicilina G acilasa (PGA; PDB ID:
1A16) fue obtenida de la base de datos Protein Data Bank (https://www.
rcsb.org/). Las proteinas se limpiaron eliminando los complejos quimicos
no relacionados, utilizando el servidor cHARMM-GUI (Jo et al., 2014).

Estudios de acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular se realizé sistematicamente utilizando distin-
tas herramientas computacionales. Se utilizé AutoDockTools v1.5.6 para
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la preparacién de las moléculas del ligando y receptor, para favorecer las
interacciones electrostaticas a través de los enlaces de hidrégeno (1) (Bi-
kadi & Hazai, 2009). A los ligandos se les afiadieron cargas de Gasteiger,
y se fusionaron los hidrégenos no polares. La PGA fue protonada con la
adicién de hidrégenos polares, y se le asignaron cargas de Kollman. El
mecanismo de unién de los complejos proteina-ligando se realizé en Au-
toDockVina v2.1.1 (Trott & Olson, 2010). Las dimensiones X, Yy z de la
caja de rejilla utilizada fueron 22, 22 y 22, respectivamente, con las co-
rrespondientes coordenadas centrales de 13.12, 41.73 y 33.7 dentro de un
espacio de 1.0 A. Los anélisis se llevaron a cabo con un enfoque de acopla-
miento flexible y una exhaustividad de 32.

Visualizacion e interacciones moleculares

Los resultados de las mejores poses de acoplamiento entre la enzima y
los antibiéticos estan basados en las energias de afinidad termodinamica-
mente favorables y la puntuacién de las geometrias con respecto al enla-
ce tipo h menores a 3.5 A. Los complejos se visualizaron con el software
Discovery Studio v21.1.0 (BIovIiA, 2021). Se estudi6 la interaccién entre
enzima y antibiéticos para analizar los tipos de enlaces hidrégeno y Ppi.

Superficie de potencial electrostatico

Para evaluar el potencial electrostético superficial de la PGaA se utiliz6 el
servidor PDB2PQR v3.5.1 (Jurrus et al., 2018). Los parametros de APBS (por
sus siglas en inglés, Adaptative Poisson-Boltzmann Solver) y las unidades
de potencial electrostatico se establecieron en condiciones neutras (pH
7.0). El campo de fuerza aplicado fue PARSE. En APBS configuraciones las
especies de iones maviles presentes en el sistema (opcional) se realizaron
con una carga de +1 (ion1), -1 (ion2) (EC), 0.01 M y 2.0 radio (A). La vi-
sualizacion del potencial electrostatico se efectué en ucsr Chimera v1.16
(Pettersen et al., 2004).
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Resultados y discusion
Analisis de interacciones moleculares entre pca y antibidticos

Los experimentos de acoplamiento molecular predijeron las mejores con-
formaciones en términos de energia libre de Gibbs (kcal /mol), valores ne-
gativos predicen complejos receptor-ligando estables (Chen, 2015). Ade-
mas, se realiz6 un cribado virtual basado en la estructura del antibidtico y
el acoplamiento, centrandose en las interacciones entre en el aminoacido
catalitico de la pGA (Ser1) y el sitio de unién con el antibiético. Los re-
sultados se resumen en la tabla 2. Las interacciones de enlace H y Pi son
esenciales para el reconocimiento molecular y contribuyen en términos
de entalpia a la energia libre de unién de los complejos proteina-ligando
(Bauer & Mackley, 2019). Las predicciones de las interacciones molecula-
res de los complejos PGA-CAP y PGA-FFA mostraron dos enlaces H con Ser1l
y Asn241, con energias de afinidades de -6.2 y -6.6 kcal /mol, respectiva-
mente (figura 14, 1B). La PGA con la ENR (figura 1¢) manifest6 dos interac-
ciones de tipo H con los residuos Ser1y GIn23 y una energia de interacciéon
de -6.5 kcal /mol.

Al examinar las afinidades de la PGA por los antibiéticos, se encontré
que la Ser1 mostr6 uniones de acoplamiento termodindmicamente esta-
bles. La oxy exhibi6é una energia de unién de -7.8 kcal /mol con el receptor,
estableciendo la energia de unién mas alta entre todos los antibiéticos se-
leccionados, a través de un enlace puente de hidrégeno (H) a una distancia
de2.6A (figura 1D).

Tabla 2. Predicciéon de la afinidad de unién e interacciones de
acoplamiento detalladas de la PGA con los antibidticos

Ligando Energia de afinidad Aminodcidos que interactdan en la PGA
(kcal/mol) Enlace hidrégeno (H) Distancia (Enlace-H, A)
CAP -6.2 Ser1=0 2.9
FFA -6.6 Ser1=0 2.6
ENR 6.5 Ser1 =0 2.5
OXY -7.8 Ser1=0 2.6

Elaboracién propia.
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Cuando se analizaron los acoplamientos, se elucidaron dos sitios des-
tacados de interaccion enzima-antibiético con el oxigeno del grupo amida
de los antibiéticos de la clase anfenicoles y la 0xY y con el oxigeno del gru-
po acetilo de la ENR. Donde se predice el sitio de enlace para llevar a cabo
la hidrélisis enzimatica.

La hidroélisis se basa en el hecho de que muchos antibiéticos tienen
enlaces quimicos que son susceptibles a ruptura. Cuando una enzima hi-
droliza estos enlaces, la actividad bioldgica de los antibiéticos desaparece
(Ollila, 2020). Tao et al (2012) identificaron una esterasa con actividad
amidasa capaz de hidrolizar tanto el cAp como el FrA, su mecanismo de
inactivacién se basa en la incisién hidrolitica en el enlace amida que esta
presente en las estructuras de ambos anfenicoles.

En el caso de la oxy, se ha reportado que una importante via de de-
gradacion en aguas dulces y salobres es la hidrélisis quimica; no obstante,
este tipo de reaccién es afectada por el pH y la temperatura de la solucién
(Leal et al., 2019; Schmidt et al., 2007). Algunos estudios en literatura
reportan la biorremediacién de 0xy y ENR por microorganismos y algas
(Ahumada-Rudolph et al., 2016; Nnenna et al., 2011; Koch et al., 2021).
Sin embargo, el mecanismo de reacciéon que tienen las enzimas implica-
das en su degradacién no ha sido clarificado, y al tratarse de una enzima,
factores como las concentraciones elevadas de sustrato podran inhibir la
accion catalitica de la enzima. En consecuencia, las aguas residuales pue-
den requerir diluciones para viabilidad del tratamiento (Strong & Claus,
2011).

Los complejos de pGa con cloranfenicol (A) interactiia con enlaces con-
vencionales tipo H con los aminoacidos ser1, GIn23, Asn241y Asn388; flor-
fenicol (B) interactiia con enlaces convencionales tipo H con ser1, Gln23,
Asn241, enlaces pi-sigma con Ala69, enlace pi-Alkyl con phe71 y enlace
carbono-hidrégeno con ser67; enrofloxacina (c) interactiia con enlaces
convencionales con ser1, cln23, Asn241, arg263, enlace pi-pi T-shaped con
phe71, enlace pi-Alkyl con Ala69; oxitetraciclina (D) interactia con enlaces
convencionales con ser1, Asn241, ser386, enlace pi-Alkyl con phe71, phe256
y enlace carbono-hidrégeno con asn388. En la superficie molecular de la
PGA las formaciones de enlaces tipo H se representan en color magenta para
los receptores donantes y en color verde para los receptores aceptores.

33



Avances de la Ciencia y la Tecnologia para el Desarrollo Sostenible. Tomo |

Figura 1. Andlisis de los acoplamientos moleculares visualizado por Discovery Studio Visualizer
tanto en poses 2p como 3p en la estructura proteica de pea (PpB ID: 1a16) con los antibidticos

Interactions

B conventional Hydrogen Bond B Pipi T-shaped
[ carbon Hydrogen Bond [ pralkyl

Bl Fisigma

Elaboracién propia.
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Figura 2. Mapa de potencial de superficie electrostatico de la (a) pca en (8) Interaccion
del enlace tipo H del complejo ser1 (stick negro) con el antibidtico cloranfenicol

Elaboracién propia.
Las regiones positivas se muestran en azul y las regiones negativas en rojo, en una escala de colores que va
de -5a+5 kr/e.

Potencial electrostatico molecular

En la superficie de la enzima tiene lugar el reconocimiento molecular en-
tre la enzima y las moléculas. El mapa de potencial electrostatico repre-
senta la fuerza repulsiva experimentada por la carga de particulas de un
protén en varias partes de la superficie molecular (Naher et al., 2022). La
figura 2A muestra una distribucién de carga de potencial electrostatico
mapeada en 3D, en la que el potencial electrostatico negativo (color rojo)
representa la atraccién del protén por la regién de alta concentracién de
electrones en la molécula, mientras que el potencial electrostatico positivo
(color azul) corresponde a la repulsion del protén por los nicleos atémi-
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cos. En el sitio superficial de reconocimiento enzima-sustrato de la PGA en
complejo con la cAP se tiene una region con un potencial exclusivamente
positivo; esta regién es un objetivo potencial para el ataque nucleofilico
llevado a cabo por el aminoécido ser1 (figura 2B), ya que es una regién que
posee menos electrones (Murray & Politzer, 2011).

Conclusiones

En este estudio se evaluaron los acoplamientos moleculares de la pGA y
los antibio6ticos de uso veterinario cloranfenicol, florfenicol, enrofloxacina
y oxitetraciclina. Est4 prediccién propone las formaciones de complejos
estables enzima-antibiético con energias de afinidad favorables e interac-
ciones de enlace tipo H en partes clave de la estructura del antibiético. Por
lo que, la PGA es una enzima prometedora para la biodegradacién de anti-
biéticos y de aquellos contaminantes que contengan en su estructura un
enlace amida, ademaés de su potencial en la sintesis de nuevos formacos.
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Fabricacion de materiales avanzados
con residuos agroindustriales para la

desintoxicacion de agua contaminada

Naveen Kumar Rebby BoGIREDDY*
Resumen

Las nanoparticulas de metales nobles han ganado mas atencién debido a
su importancia en varios campos de investigaciéon, como la investigacién
médica y ambiental. Esta revision se centra en las percepciones basicas
sobre la sintesis ecoldgica de nanoparticulas metélicas y su reduccién de
contaminantes organicos basadas en catalizadores de apoyo. Se discuten
los mecanismos para la formacién de nanoparticulas y la reduccion catali-
tica de contaminantes organicos. También, los parametros en los calculos
de eficiencia catalitica para estudiarlos méas a fondo.

Palabras clave: nanoparticulas metalicas, purificacién agua, sintesis
sostenible, metales nobles.

Introduccion

La contaminacién del agua y del medio ambiente provocada por un mal
manejo de aguas residuales provenientes de la industria agricola, far-
macéutica y minera se ha convertido en una preocupaciéon nacional muy
importante debido a los efectos negativos a la salud, tales como diversas
enfermedades gastrointestinales, problemas neuronales e inmunoldgicas,
afecciones al sistema reproductivo, deformacién tisular, arteriosclerosis y
enfermedades cardiovasculares, renales y carcinégeno para los seres hu-
manos (Hou et al., 2020; Kazemifard et al., 2020; Senol & Onganer, 2022;
Bogireddy, Sahare et al., 2020). De acuerdo con la Agencia de Proteccién

+ Laboratorios de Ciencia de Materiales, Instituto de Ciencias Fisicas, Universidad Nacional Auténoma de Mé-
XicO (UNAM).
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Ambiental de los Estados Unidos Mexicanos de Agencia de Seguridad,
Energia y Ambiente (ASEA) y la Organizacién Mundial de la Salud (oms),
los contaminantes de aguas residuales se han clasificado como priorita-
rios; es importante la eliminacién de toxinas del agua para no rebasar el
limite permitido: menos de 60 microgramo por litro (Zhang et al., 2020;
Tu et al., 2020). En esta investigacién se propone el uso de nanomate-
riales metalicos sustentables, ecolégicos y econémicos que actiien como
nanofiltros capaces de eliminar contaminantes téxicos en el agua para re-
ducir los riesgos en la salud.

La purificacion del agua proveniente de la agricultura, industria y mi-
neria permite una mejor calidad de vida, ya que disminuye la propagacién
de contaminantes téxicos —metales pesados, pesticidas y colorantes— en
rios y mares, y evita enfermedades humanas causadas por la ingesta de
alimentos y agua contaminada. De lo contrario, se genera un exceso de
minerales y nutrientes en el agua —como fésforo y nitrégeno— que con-
duce a un mayor crecimiento de plantas acuaticas y algas que pueden ser
bastante téxicas, causar envenenamiento y que hacen que cualquier pez o
animal que se alimente de ella tenga probabilidad de morir (Torres et al.,
2022; Kaur et al., 2022). Los animales marinos, como peces, estrellas de
mar, arrecifes de coral, caballitos de mar, etcétera, seran dificiles de criar
y sera dificil que respiren debido a la contaminacién del océano. No solo la
chatarra, la contaminacién del océano también ocurre debido a desechos
de barcos como el petréleo o la gasolina. El consumo de estos cultivos por
animales ha dado lugar a graves problemas de salud (Bogireddy et al.,
2020).

En los tltimos afios, un tema que ha generado gran preocupacién por
los efectos adversos, principalmente a la salud, es la contaminacién de las
aguas —superficiales y subterrdneas—, incluyendo las marinas. La prin-
cipal causa de este evento se debe a las altas cantidades de contaminan-
tes toxicos y refractarios, principalmente 4-nitrofenol (4-Np) (Bogireddy,
Ghafour et al., 2022), que es ampliamente utilizado en las industrias far-
macéutica y textil (Bogireddy, Silva et al., 2022; Bogireddy, Ghafour et al.,
2022), en la produccién de herbicidas e insecticidas, colorantes sintéticos,
pinturas, y se utilizan como inhibidores de corrosion, indicadores de pH,
entre otras aplicaciones (Bogireddy, Pal et al., 2022; Bogireddy, Mejia et
al., 2021). Por lo tanto, la reduccién de 4-NP a 4-aminofenol (4-AP) se ha
convertido en un tema crucial, ya que el 4-AP es un compuesto con un me-
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nor grado de toxicidad (Bogireddy et al., 2017). Entre las diversas reaccio-
nes de reduccion de 4-Np, la reacciéon con boro hidruro de sodio (NaBHz)
como agente reductor (fuente de H2) junto con catalizadores metalicos,
tales como pd, Ag, pt, Cu, Au y sus ensamblajes en los dendrimeros, en la
matriz polimérica, los microgeles, el metal, el soporte recubierto de silice
inmovilizado, el 6xido de grafeno, entre otros, ganaron mas atencién de-
bido a su proceso de reduccién sencillo y ecolégico. Varios catalizadores
para técnicas de fabricacién, métodos quimicos y ecolégicos utilizados
fabricaron nanomateriales, como Au, Ag, Pt, Pd y cu ampliamente en la
reaccion de reduccion de 4-Np en medios acuosos y semisdlidos (Anna et
al.,2020; Anna et al., 2022; Bogireddy et al., 2015; Bogireddy et al., 2016).

Metodologia
Fabricacién de nanoestructuras metalicas
Preparacion del extracto de polvo de residuos orgdnicos

Las cantidades del polvo de residuo organica secados al sol, obtenidos de
una solucién de polvo cantidad entre 0.1 a 10 g/L, se tomaron en un vaso
de precipitados con agua destilada y se mantuvieron a 85 + 10 °C durante
30 a 60 minutos (min). Ademas, el extracto de residuo organica se enfrig
a temperatura ambiente y se centrifugd 4 000 revoluciones por minuto
(rpm) por 30 minutos a temperatura ambiente y se filtré usando un papel
de filtro de 10 micras de poro (Mejia et al., 2022).

Preparacion de nanoestructuras metalicas

Aproximadamente 5 a 100 mL de solucién de extracto de residuos orga-
nicos recién preparada se agregaron a una solucién de metalicos bajo agi-
tacién con barra de agitacién magnética a 150 rpm a 70 + 10 °C. Entre 25
a 45 minutos —depende de tipo de nanoparticulas—, el color visual de la
solucién cambi6 de amarillo palido a marrén oscuro, en el caso de nano-
particulas de oro, lo que es indicativo de la formacién de nanoparticulas.
Por 1ltimo, las nanoparticulas se separaron por centrifugacién a 5 000 a
8 000 rpm durante 20 a 60 min a temperatura ambiente (Bogireddy et
al., 2022).
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Caracterizacion de las nanoparticulas fabricadas

Las nanoparticulas se han analizado utilizando varias técnicas de carac-
terizacién convencionales para determinar las propiedades y el tipo de
metal. Entre las caracterizaciones esenciales utilizadas tradicionalmente
(Torres et al., 2022; Senthil Kumar et al., 2019), el espectro de absorcién
se midi6 mediante espectroscopia de absorbancia uv-visible para identi-
ficar bandas de transicién electrénica con resonancia de plasmén superfi-
cial (spr). La primera aproximacion para las mediciones del tamafio de las
particulas se logré utilizando analizadores de tamafio de particulas por la
dispersion dindmica de la luz, donde el movimiento browniano de las na-
noparticulas dispersa la luz laser y se interpreta el anélisis de las fluctua-
ciones (Ramos et al., 2017). La carga superficial de los puntos de carbono
se ha obtenido a partir de estudios de potencial zeta. La cristalinidad y la
naturaleza grafitica de los puntos de carbono se han identificado utilizan-
do un difractémetro de rayos x (XRD). Se han realizado experimentos de
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) para analizar la
composicion quimica y estructural de las nanoparticulas metélicas. El ta-
mafio, la forma y la cristalinidad de los puntos de carbono se han obtenido
a partir del microscopio electrénico de transmisién de alta resolucién y de
imégenes de difraccién (electrénica) de area seleccionada (SAED) (Tang et
al., 2017; Mast et al., 2020).

Resultados y discusion

Propiedades opticas, morfolégicas, estructural y quimicas de
las nanoparticulas metalicas

Las condiciones de reaccién, tales como el tipo de materia prima —mi-
croorganismos, material vegetal, etcétera—, la temperatura, presion, pH,
tiempo de reaccidn, agente reductor y concentraciones de iones metalicos,
interfieren directamente en sus caracteristicas quimicas, fisicas y 6pticas
—tamafio de particula, forma y textura— de las nanoparticulas. El pH jue-
ga un papel esencial en la sintesis de nps; afecta el tamafio, la forma y la
velocidad de reacci6on. Un aumento en el pH mejora el centro de nuclea-
cién y aumenta el proceso de sintesis. Un estudio de Gericke & Pinches
(2006), en el que utilizaron diferentes tipos de microorganismos —Pseu-
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donomas stutzeri, Bacillus subtilis, Pseudomonas putida, entre otros— y
concentraciones de pH —3, 5, 7 y 9— obtuvo AunPs con diferentes mor-
fologias —triangulos, hexagonos, esferas y varillas—. Con esto demostré
que la concentraciéon de pH y el tipo de materia prima interfieren en la
estructura del Nps. Asimismo, nuestro grupo (Bogireddy et al., 2019) tam-
bién demostrd que el pH de la solucién de extracto de semilla de Persea
americana cambia la forma y el tamafio de las Aunps, con lo que se obtie-
nen particulas esféricas y de mayor tamario a pH 3, mientras que a pH 10
se obtienen AuNPs cuasi esféricas, con tamafios mas pequefios.

Por otro lado, la temperatura también influye en la morfologia y velo-
cidad de reaccién en la sintesis de NPs porque afecta la nucleacion. En un
estudio de Sheny et al. (2011), informaron que al sintetizar particulas (Au
y Ag) a temperaturas elevadas (100 °C), se requeria una menor concentra-
cién de extracto —extraido de Anacardium occidentale— para aumentar
la tasa de bioreduccién y el tamafio de las Np. Cuando las particulas de
Au y Ag se sometieron a 27 °C, se requiri6 una mayor concentracién de
extracto, lo que disminuyé la velocidad de reaccién de horas a minutos
(figura 1).

Como se mencioné anteriormente, el tiempo de reaccién y la presiéon
también interfieren con la tasa de amalgamacién y el tamafio de las NP,
como se muestra en un estudio de Rezayat et al. (2014): al sintetizar pdNp
utilizando cristales de celulosa vegetal, a medida que aumentaba la pre-
sion —hasta 3 500 psi (libra por pulgada cuadrada)—, el diametro de las
NP disminuia y la reduccién se volvia desfavorable debido a los coproduc-
tos gaseosos, tales como diéxido de carbono. También se traducia en una
menor cantidad de emisiéon de metano.

Asimismo, dichos autores analizaron el efecto del tiempo de reacciéon
y demostraron que interfiere en el didmetro de las Nps: llegé a 13 nanéme-
tros (nm) en un tiempo de 14 horas (h). A medida que aumentaba el tiem-
po —hasta 17 h—, el diametro de las Np disminuia a 10 nm. Sin embargo,
Kahrilas et al. (2014), el informe no muestra ningtn efecto significativo de
la presion en la sintesis de Np.
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Figura 1. Mapeo hr-tem, fft y eds de cg-ag2o/au-sio2
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Adaptado de Bogireddy, Ghafour et al., 2022.

(a) TEM (barras de escala_20 nm), (b-d) HR-TEM (barras de escala_2-5 nm), (e) FrT, (f) el mapeo EDS de CG-AG20/
Au-sio2 (barras de escala_25 nm) que revela la presencia de (g) oxigeno, (h) silicio, (i) plata, (j) oro, (k) carbono
y (I) nitrégeno.

Las nanoparticulas fabricadas en verde se utilizan para diversas apli-
caciones, como agentes antimicrobianos (por ejemplo, AgnP), obtencién
de imégenes celulares en la deteccién del cancer (p. ej. AunP), generacion
de energia alternativa (Aunp), remediacién de aguas residuales aceitosas,
como sensores (p. €j., AgNP) y, ademas, como catalizadores sostenibles
para la remediaciéon ambiental (p. ej., Aunp, AgNP, etc.) (Chang et al., 2021;
Liu, J. et al., 2018). La remediacién ambiental se ha vuelto de crucial im-
portancia debido a los impactos negativos causados por la contaminacién,
como se menciond anteriormente. El agua es uno de los recursos con ma-
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yor impacto por los contaminantes que liberan la industria y la mineria
(Taner & Ozdemir, 2012). Por lo tanto, las NP obtenidas por sintesis verde
son una alternativa para la reduccién de compuestos organicos téxicos
(como se menciond en la introduccién).

Posible comprensiéon mecanica para la formacion de
nanoparticulas metalicas

Figura 2. Posible entendimiento sobre la formacién de
nanoparticulas metadlicas estables usando sintesis verde
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La posible comprension de la formacién de nanoparticulas metéalicas sin-
tetizadas verdes ain esta en debate. La comprension del mecanismo de-
tras de la formacion de nanoparticulas metélicas varia segiin el agente
reductor y estabilizador (Bogireddy et al. 2015). En general, la fabricaciéon
de NP de metal sigue un procedimiento comun en el que los iones meta-
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licos se aislan en la solucién de reaccion, que contiene un bioprecursor,
seguido de la reduccién de iones metalicos a sus respectivas NP.

Varios estudios informaron que los precursores verdes actian como
agentes multifuncionales con capacidades tanto reductoras como protec-
toras, pero se han realizado esfuerzos limitados para explorar su quimica.
A algunos de los grupos se les propuso una posible comprensién basada en
el resultado de los resultados de HPLC y FTIR obtenidos (figura 2). Los estu-
dios de HPLC descubrieron la existencia de metabolitos secundarios como
acido galico, acido ascdrbico, pirogalol y galato de metilo, respectivamen-
te. Todos estos metabolitos secundarios contienen ligandos complejos —es
decir, grupos hidroxilo (-oH)—, que pueden reducir los iones metélicos a
nanoparticulas metélicas. Mediante el estudio FTIR también se confirmo la
existencia de la participacién de grupos -0H en el proceso de reduccién de
iones metélicos. Ademaés, identificé la participacién de compuestos fendli-
cos en la reduccién de iones metalicos a partir de resultados de HPLC.

Brevemente, durante el periodo de reduccién de iones metalicos, los
compuestos fenélicos pasan por un proceso de oxidacién de dos electro-
nes que da como resultado formas de quinona —a partir del 4cido galico—,
que juegan un papel en el recubrimiento con la ayuda de carboxilicos car-
gados negativamente (-c = 0) grupos y superficie de nanoparticulas carga-
das positivamente a través de la interaccion electrostatica. Por ultimo, los
informes sugieren que todos los compuestos quimicos identificados —aci-
do gélico, acido ascérbico, pirogalol y galato de metilo— han participado
en la reduccién de iones metalicos a nanoparticulas metélicas, y la forma
oxidada del 4cido gélico solo participa activamente en la estabilizacion del
proceso de las nanoparticulas.

Experimentos cataliticos

Los experimentos de reduccién de los contaminantes téxicos se llevaron
a cabo con cierta cantidad entre 0.1 a 10 miligramos (mg) de catalizador;
se mezcl6 con cierta concentracién de 0.1 a 10 milimolar (mM) de con-
taminante acuoso para formar una solucién mixta. Posteriormente, se
afiadieron 10 a 500 veces —concentracion del contaminante que vamos a
utilizar— de una solucién de NaBH4 recién preparada a la mezcla anterior
de muestras de agua. El proceso de reducciéon del contaminante se obser-
va utilizando técnicas de espectroscopias Opticas, tales como uv-visible
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absorbancia y fotoluminiscencia. Todos los experimentos se realizan en
condiciones ambientales: temperatura ambiente y bajo lampara de cuarto
blanco (figura 3), y se realizan por multiples veces.

Figura 3. Fotografias digitales dependientes del tiempo de la reduccidn catalitica de
4-nitrofenol, Rodamina 6G y azul de metileno usando nanoparticulas metalicas
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Adaptado de Bogireddy, Ghafour et al., 2022.

Parametros de estimacion del rendimiento catalitico
Cinética de la reaccion

Se estimo a partir de la reaccién de pseudo primer orden,

In(C/C) = -kt

In(C/C)vst

Se pueden obtener los valores del factor de regresién (R2) y la velo-
cidad de la reaccién a partir de la pendiente (k, unidades: 1/s o 1/min),
donde, Co y Ct indican la concentracién inicial y en el tiempo de 4-np y k
es la constante de velocidad aparente.
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Pardmetros termodindmicos

Energia libre de Gibbs
(AG)= AH-TAS (1)
De la ecuacién de Arrhenius
In(k) = (— ‘%) S+ In(a) 2)
In(k) vs L _E_ pendiente
T R
k AH\ 1 K AS

Ecuacién de Eyring: ™\7|= "% )7t %) T— &)
In (%) v s% ; (— %) = Pendiente y In (Kh—B) + AR—S = Pendiente (c)

donde, A = constante de Arrhenius, cambio de entalpia (AH) y entropia,
R =8.314, I/k * mol’

KB = 1.381*10-23 /i, h = 6.626*10-34 M emor, T = temperatura absoluta
en kelvin, y k = kapp = constante de velocidad de pseudo primer orden,
respectivamente.

Pardmetro de actividad

1
k' =k/m unidades: /s*mgo /min*mg
donde, m es la masa del catalizador y k la velocidad de la reaccion.

Capacidad de reduccién/degradacion

Q. =(C,-C) M/m

donde C es el inicial y C, es la concentracién de contaminante en el tiem-
po (t), m es la masa del catalizador y M es la masa del contaminante orga-
nico, respectivamente.

Eficiencia de conversion

Co - Ct
Eficiencia de conversién (%) = ¢ '’ donde C, y C, son la absorbancia
de la solucién de 4-nitrofenol al inicio y con el tiempo (t), respectivamente.
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Conclusiones

Esta descripcién general de las nanoparticulas metalicas sostenibles me-
diadas por plantas y su progreso reciente en la eliminacién de los prin-
cipales contaminantes ambientales revela su desarrollo acelerado en los
ultimos afios. Sin embargo, ain deben abordarse algunos desafios para
su posible escalabilidad y aplicacion como purificadores de la vida diaria
econémicamente viables. Varios precursores sostenibles menos explora-
dos, incluidos los desechos reciclados, los biomateriales y los residuos,
deben evaluarse para la fabricacién de nanoparticulas. Se requieren es-
tudios mas exhaustivos para desarrollar una sonda de catalizador estable
y reutilizable. La préxima exploracién de los sistemas de purificacién de
agua que utilizan nanoparticulas obtendra una gran atencién en la elimi-
nacion de contaminantes de alimentos, agricultura y textiles debido a su
simplicidad, biocompatibilidad y rentabilidad.
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Resumen

El plomo (Pb) es un metal pesado presente en el agua que puede bioacu-
mularse en los tejidos causando grandes problemas de salud. En la actua-
lidad, la bisqueda de alternativas factibles y econémicas que ayuden a
removerlo se ha convertido en un gran reto. En este trabajo, se investigd
el uso de dos residuos, ciscara de coco (cc) y bagazo de agave (ab), para
la produccién de carbén activado. El material resultante se aplicé como
adsorbente para la remocion de pb a flujo constante en una columna em-
pacada. Para ello, se evalud un disefio multifactorial considerando tres va-
riables experimentales: sustrato (Cc y Ab), activador (H2s04 concentrado,
H3P04 al 85 % y koh 1n) y tamafio de particula (0.841, 0.420 y 0.250 mili-
metros [mm]). Los resultados revelaron que las mejores condiciones para
la adsorcion de pb tanto para Ab y cc fue el tamafio 0.420 mm, usando
h3po4 como activador. El biocarbén procedente de ab presenté el porcen-
taje de remocion mas elevado (99.83 %). De acuerdo a los resultados ob-
tenidos se pudo determinar que la remocién de pb por medio de columnas
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de adsorcién con biocarbén de Ab y cc es viable, prometedora y adecuada
para el tratamiento de aguas residuales.

Palabras clave: biocarbén, plomo, adsorcién, agua residual.
Introduccion

La contaminacién del agua por metales pesados (HM) es un problema que
ha ido aumentado debido a las actividades antrépicas, lo que representa
una enorme amenaza para el medio ambiente y la salud (Wang & Wang,
2019). Los HM se pueden considerar como micro o macronutrientes, sin
embargo, en concentraciones elevadas tienen efectos nocivos para la sa-
lud (Mclaughlin et al., 1999).

A diferencia de los contaminantes orgénicos, los HM no se degradan,
y debido a que poseen una alta solubilidad en medios acuosos, persisten
en el medio ambiente por afios, incluso después de que se haya elimina-
do la fuente puntual de contaminacién (Gall et al., 2015). Como conse-
cuencia los organismos vivos los absorben e ingresan a la cadena tréfica y
se bioacumulan en grandes concentraciones si son ingeridos mas alla de
los limites estandar permitidos (Kinuthia et al., 2020) esto trae consigo
implicaciones sociales, sanitarias y econémicas (Hassanien & Shahawy,
2011; Jaishankar et al., 2014; Mahurpawar Govt, s.f.).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, se han realizado varios
estudios sobre la contaminacién de cuerpos de agua con HM derivados de
actividades mineras, para aguas superficiales y sedimentos de corrientes
(Mariana et al., 2021; Lee et al., 2005), y se ha informado que el plomo
(pb) esta disperso en corrientes de agua y que conduce a enfermedades
pulmonares, hepéticas, cardiovasculares, céncer, falta de inteligencia e
hipertensién en los nifios, y en mujeres embarazadas causa aborto espon-
taneo. Por ello, organizaciones como la Agencia de Proteccién Ambiental
de los Estados Unidos (USEPA), la Organizacién Mundial de la Salud (oms),
las Normas Oficiales Mexicanas (Nom), etcétera, han establecido directri-
ces para los limites estdndar permisibles de HM en agua, con la finalidad
de garantizar la seguridad del agua potable (Bartram, 2008).

El impacto ambiental y sanitario que ha generado el pb ha incentivado
a la comunidad cientifica a desarrollar estrategias para el tratamiento de
aguas residuales. Las investigaciones se centran principalmente en el de-
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sarrollo de soluciones tecnoldgicas que sean versétiles y respetuosas con
el medio ambiente, ademés de que sean econémicamente viables (Velaz-
quez-Jimenez et al., 2013). Varios enfoques han sido aplicados para la re-
mocién de pb, por ejemplo, la precipitacién quimica (Harper & Kingham,
1992), el intercambio i6nico (Rengaraj et al., 2001), la fotocatélisis (Tahir
et al., 2019), la extraccién por solventes (Cerna, 1995) y las columnas de
adsorciéon empacadas con biocarbén (Kratochvil & Volesky, 1998).

Diferentes adsorbentes se han utilizado con éxito para la remocién de
HM de aguas residuales. Un agente prometedor para la eliminacién de pb
es el biocarbéon debido a su alta capacidad de adsorcién, la cual estéa rela-
cionada con su area superficial, que es relativamente grande, ademas de
que puede ser preparado a partir de diferentes residuos organicos (Xiang
et al., 2020; Mariana et al., 2021).

El uso del bagazo de agave para fines agricolas es bien conocido. Este
se emplea como compostaje; ademaés, es utilizado en algunas ocasiones
como alimento para animales (Moran-Salazar et al., 2016; Ifiiguez et al.,
2014). Por otra parte, se ha informado del uso de cascara de coco en la
elaboracién de materiales poliméricos sostenibles (Sarki et al., 2011), ade-
mas de la elaboracién de biocarbén (Mozammel et al., 2002).

El uso de la cascara de coco y bagazo de agave para la produccién
de biocarbdn aplicado en la remocién de Pb es escaso. Es por ello que el
presente trabajo es un estudio comparativo entre estos dos biocarbones
dirigido a la remocién de pb en ensayos de columna de adsorcién.

Metodologia
Colecta y preparacion de biomasa

Se realiz6 la colecta de la biomasa para la elaboracién del biocarbén de
cascara de coco y bagazo de agave. Los residuos orgénicos fueron propor-
cionadas por comerciantes del municipio de Colotlan, Jalisco, y de la te-
quilera Trujillo, ubicada en Tepatitlan-Arandas km 6.3, Rancho El Cuatro
(Posta del 4), 47700, Capilla de Guadalupe, Jalisco.

Estos residuos fueron secados a temperatura ambiente (entre 22 a
25 °C) bajo radiacién solar durante tres dias. La seleccién de los residuos
fue dictada por el hecho de que, en investigaciones previas sobre remocién
de metales pesados en efluentes, dichos materiales mostraron valores de

58



Estudio comparativo de biocarbdn generado a partir de bagazo de agave y cadscara de coco, y
su aplicaciéon como adsorbente en la remocién de Pb en agua

remocion elevados, ademas de su biodisponibilidad en la zona de estudio
(Xiang et al., 2020; Moran-Salazar et al., 2016).

Preparacion del biocarbon

Para la preparacion de cada biocarbén se aplicé un proceso de activacion
quimica por impregnacién con H3P04, H2504 y KOH en una proporcion 1:1,
durante 24 hrs a 80 °C. La pirdlisis es considerada el mejor proceso para
la produccién de biocarbén. Es por ello que la fraccién se activé térmica-
mente a 500 °C durante una hora en mufla.

Después del tratamiento las muestras fueron lavadas con agua des-
tilada hasta obtener un pH neutro. Los granulos obtenidos se secaron a
105 °C, se trituraron y se tamizaron en tamario de particula de 20, 40 y 60,
y posteriormente fueron utilizados para la experimentacion.

Condiciones de operacion y disefio experimental

Los reactivos quimicos utilizados en esta investigacién fueron de grado
analitico, y las soluciones se prepararon con agua destilada. Los estudios
de adsorcién se realizaron en modo continuo con flujo ascendente. El sis-
tema estaba integrado por una columna cilindrica de acrilico con didme-
tro interno de un centimetro (cm) y una altura de cinco cm.

Se utilizé una bomba peristaltica Masterflex fh10 para mantener un
flujo de 8 ml/min (figura 1). Para el desarrollo del experimento, la colum-
na se empaco) con una cantidad de biocarbén conocida (tabla 1) con base
en el disefio experimental. Se utiliz6 una fina capa de arena sobre la base
para evitar la pérdida del adsorbente durante el paso del flujo de la solu-
cién en la columna. El sistema operé a temperatura ambiente (22-25 °C).
Se utiliz6 un disefio multifactorial utilizando tres variables experimen-
tales: el agente activador (H2S04, H3PO4 y KOH), el tamafio de particula
(20,40 y 60) y el sustrato (bagazo de agave [Ab] y de céscara de coco [cc]).
Las pruebas se realizaron por triplicado, y la recoleccién de muestra se
realiz6 a los 10 minutos (min) después de pasar la solucién de plomo por
la columna.
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Figura 1. Columna experimental operada a flujo continuo
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Para la calibracién del electrodo se utilizé el método de adicién de estdndar,
el cual consiste en la adicién de un volumen fijo de una solucién estdndar
de pb (Lead Standard for aas de sigma aldrich) a las soluciones diluyendo
a un volumen final constante (10, 100 y 1000 partes por milléon [ppm]).

Posteriormente, se procedié a determinar la sefial de los estanda-
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res con el electrodo de i6n selectivo (ise) de combinacién plomo/sulfato
hi4112 (marca Hanna Instruments). El equipo consta de una pastilla de
deteccién de sulfuro de plomo que produce un cambio de potencial debido
al intercambio de iones entre la membrana de la pastilla inorganica y la
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muestra. Los elementos sensores internos se encuentran alojados dentro
de un cuerpo duradero de polieterimida.

Procedimiento de analisis para determinar la
concentracion de pb

Para la deteccion de pb en las muestras después del proceso de adsorcién
se calibr6 el electrodo con las soluciones estandar de pb (SIGMA). Para rea-
lizar las mediciones, se afiadi6 a cada una de las muestras 200 mL de una
solucién de ajuste de fuerza idnica (isa hi4012-00 de Hanna Instruments)
y 5 mL de una la solucién de cH30H/formaldehido 1:1, para disminuir la
solubilidad, el pellet y los efectos oxidativos.

Las muestras fueron homogenizadas en vortex. Se realizé una medi-
cion inicial y final a cada una de las soluciones para registrar la concentra-
cién del pb y generar gréficas de respuesta en funcién a la concentracién.

Resultados y discusion

En el presente trabajo se consideraron como variables experimentales el
activador, el sustrato y el tamafio de particula. Todos estos pardmetros son
importantes para evaluar la eficiencia del adsorbente en un proceso de tra-
tamiento de efluentes, ya sea a escala piloto o industrial (Yang et al., 2015).

Los activadores que se emplearon fueron el acido fosférico (H3P04),
acido sulfiarico (H2s04) e hidréxido de potasio (koH). Como sustrato se
utilizaron el biocarbén de Ab y de cc. También se realizaron pruebas con
dos biocarbones comerciales.

Los tamafios seleccionados para las pruebas fueron el nimero de malla
20 (850 mm), 40 (425 mm) y 60 (250 mm). Las condiciones de operacion
del disefio fueron de un gramo de biocarbén para cada sustrato, una concen-
tracion inicial de pb de 10 mg/1 y un flujo constante de 8 ml/min (tabla 1).
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Tabla 1. Disefio experimental para la determinacién del tamafio de particula y activador
Optimo para el proceso de adsorcién y porcentaje de saturacion a los 10 minutos

H,SO, 86.00
Agave H,PO, 88.00
KOH 67.60

20 (850 pm)
H,SO, 57.20
Coco H,PO, 86.00
KOH 23.40
H,SO, 96.80
Agave H3PO4 99.83
KOH 93.69

40 (425pm)
H,SO, 62.80
Coco H,PO4 92.00
KOH 69.30
H,SO, 93.19
Agave H,PO, 98.24
KOH 92.98

60 (250 pm)
H,SO, 79.00
Coco H3PO, 87.40
KOH 22.00
Comercial 1 31.60
Comercial 2 24.30

R = Remocién
Elaboracién propia.

Para una representacion més precisa, se graficé el porcentaje de re-
mocién del biocarbén de ab y cc obtenido con los diferentes tamarios de
particula con los diferentes activadores.

En la figura 3 se muestra que el mejor activador para el ab es el H3PO4
tanto para el tamafio de particula 20, como el 40 y el 60, donde se obtuvie-
ron porcentajes de remocion de 88, 99.83 y 98.24 % respectivamente. Es-
tos resultados son similares a los obtenidos por Noemi Ortiz et. al. (2020),
quien encontr6 un 99 % de remocién de iones de pb en una solucién acuo-
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sa de 100 mg/l con una dosis de 0.1 gramos de adsorbente a los cinco mi-
nutos (Cholico-Gonzélez et al., 2020). c1 y c2 corresponden a biocarbones

comerciales, donde se observa una baja eliminacién de pb comparada con

la encontrada tanto en el Ab y cc con los diferentes activadores.

De igual manera se muestra el porcentaje de remocién a los 10 mi-

de pb en aguas

, 1o que indica que la capacidad de adsorcién
tal como lo demostré Anirudhan & Sreekumari

(2011). En su estudio donde logré el 92 % de la remocién

residuales con tamafio de particula de 40.

fios de particula para el biocarbén de cc. En este caso
%

el activador con la mayor remocién fue el H3P04 obteniendo una elimina-

,92y 87.4

de rb de 86
del biocarbén es elevada,

nutos de los tama

cién

Figura 3. Grafica de comparacion de los tamafios de particula (20, 40 y 60) versus

el porcentaje de remocion a los 10 minutos para el biocarbén de ab y cc
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63



Avances de la Ciencia y la Tecnologia para el Desarrollo Sostenible. Tomo |

En el panel 54 se observa que las medias, al estar a un nivel similar, se
encuentran dentro de los limites de decisiéon; por lo tanto, no existe una
diferencia significativa, por lo que podemos concluir que el tamafio de
particula 40 remueve mayor cantidad de pb. Sin embargo, no existe dife-
rencia significativa con el tamafio de 20 y 60. En la figura 58, de igual ma-
nera, al estar dentro de los limites de decision, se determind que no hay
diferencia significativa entre los activadores; sin embargo, el mejor acti-
vador fue el H3P04. En la imagen 5c, de acuerdo a la diferencia de medias,
no existe una diferencia significativa entre los tipos de sustratos, pero se

puede concluir que el mejor sustrato para la remocién de pb es el As.

Figura 4. A) Gréficas de intervalos de remocion de Pb y el tamafio de particula,
B) Graficas de intervalos de remocién con los diferentes activadores y
C) Gréficas de intervalos de remocién en los diferentes sustratos

Grafica de intervalos de Remocion (%) vs. Tamano de particulo Gréfica de intervalos de Remocién (%) vs. Activador
95% IC para la media 95% IC para la media

Remocion (%)
Remocion (%)
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H2504 H3PO4 KOH
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La desviacin estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos. desviaciéy

Grafica de intervalos de Remocion (%) vs. Sustrato
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8
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Elaboracién propia.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se determiné que el tamafio de
particula 40 y el H3PO4 como activador son aptos para la remocién de pb
de efluentes contaminados, debido a que bajo estas condiciones se obtuvo
el porcentaje de remocién mas elevado.

Se seleccionaron los diferentes activadores debido a que en diversos
estudios los han reportan como activadores eficientes (Velazquez-Jime-
nez et al., 2013). Ambos sustratos no se habian evaluado en las condicio-
nes establecidas en esta investigacién para la remocién de pb, y son resi-
duos que se generan en gran cantidad en diferentes zonas de México, por
lo que es importante buscar alternativas que les den valor agregado para
su aprovechamiento en la solucién de problemas ambientales.

Conclusiones

El anélisis de los parametros operativos en la adsorcion continua de Pb
por una columna empacada con biocarbén generado a partir de bagazo
de agave y céscara de coco determind que las condiciones de operaciéon
6ptimas para la remocién de pb de efluentes son el tamafio de particula 40
y, como activador, el H3P04. Ademas de los resultados obtenidos se puede
afirmar que el biocarbén de ab es un adsorbente prometedor y eficaz que
se puede aplicar en sistemas de columna para la remocién de pb en agua.
El estudio realizado se puede visualizar como una via alternativa para el
aprovechamiento de residuos lignocelulésicos para la produccién de bio-
carbodn, el cual puede ser de gran interés para el tratamiento de aguas
residuales de diferentes industrias.
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Resumen

La falta de procedimientos adecuados para garantizar la seguridad del
agua potable suele provocar altas tasas de mortalidad humana asociadas
a enfermedades transmitidas por el agua. Gran cantidad de plantas purifi-
cadoras de agua operan con desconocimiento de los peligros a los que esta
expuesta constantemente su operaciéon y que ponen en riesgo la inocuidad
de su producto, lo que repercute en la salud de los consumidores. Moni-
torear inicamente la operaciéon dentro de las plantas purificadoras con
los parametros establecidos por las entidades reguladoras ocasiona que se
desconozcan los peligros y puntos criticos del proceso y que los controles
sean inexistentes, lo que da lugar a contaminacién por bacterias, algas y
hongos. Esto puede afectar la salud y preferencia del cliente y ocasionar
pérdida de la confianza en el producto, asi como el incumplimiento de las
normas sanitarias. Uno de los requerimientos esenciales de calidad en el
agua purificada es la inocuidad, sin embargo, es una caracteristica que
no es percibida facilmente por los clientes, quienes consideran el color,
olor y sabor principalmente. Implementar una metodologia basada en he-
rramientas de ingenieria de la calidad permitira identificar los peligros y
puntos criticos del proceso, evaluar los riesgos asociados y realizar una
propuesta de control que permita gestionar el riesgo para garantizar la
inocuidad. El objetivo de este trabajo fue proponer un plan de gestién de
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riesgos y puntos criticos de control en un modelo de planta purificadora,
que pueda ser aplicado a sistemas semejantes.

Palabras clave: planta purificadora, gestion de riesgos, puntos criticos
de control.

Introduccion

En 2010 la Asamblea General de las Naciones Unidas reconoci6 el acceso
al agua potable limpia y segura y al saneamiento como un derecho hu-
mano fundamental. Los problemas relacionados con la calidad del agua
constituyen un reto importante, tanto para los paises desarrollados como
para los que se encuentran en desarrollo. Sin embargo, a pesar de los es-
fuerzos y las iniciativas mundiales para promover el acceso al agua pota-
ble, son muchos los retos técnicos, institucionales, financieros y politicos
que aun se deben afrontar. La calidad del agua estd profundamente vin-
culada a la salud humana, pero también al crecimiento econémico y el
desarrollo social.

Particularmente, el agua que llega a los hogares mexicanos incumple
con las especificaciones para ser considerada apta para el consumo hu-
mano, por lo que existe en México una gran cantidad de empresas desde
multinacionales hasta pequertias plantas purificadoras de agua que tienen
como finalidad proporcionar a la poblacién agua inocua y que no repre-
sente ningun riesgo significativo para la salud de los consumidores. El
agua potable es aquella apta para el consumo humano y que no supone
un riesgo para la salud por estar libre de microorganismos y sustancias
téxicas. Es una combinacién de aguas que se encuentran en la superficie
del suelo y aguas subterraneas. El agua superficial incluye a los rios, lagos
y represas. Las aguas subterraneas provienen del subsuelo.

La calidad del agua potable puede variar de un lugar a otro. Esta de-
pende de la condicién de la fuente del agua y del tratamiento que recibe.
Considerando esto, el agua purificada es agua potable que ha sido some-
tida a un proceso fisicoquimico y de desinfeccién de microorganismos y
que es envasada en recipientes de cierre hermético e inviolable, fabricados
de material grado alimentario (Quizhpe, 2019). La seguridad del agua pu-
rificada radica en que se puede controlar mejor su calidad, al seleccionar
la fuente de abastecimiento y aplicar normas més estrictas para su purifi-
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cacién. Sin embargo, no esta exenta de problemas que pueden surgir del
proceso de purificacién, el envasado, manejo y almacenamiento del agua
durante largos periodos de tiempo, o bien, por no haber limpiado o des-
infectado adecuadamente los recipientes donde se almacena. Por tanto,
resulta de suma importancia el control de todas las fases del proceso de
purificacién, para evitar que se dé una contaminacién por mal manejo en
algin punto del proceso.

La purificacién de agua para consumo humano consiste en extraer,
desactivar o eliminar los microorganismos patégenos existentes. Cuanto
mayor sea la calidad de la fuente de abastecimiento menores seran los
tratamientos de potabilizacién a los que habra que someterla (Quizhpe,
2019). La Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, “Salud ambien-
tal, agua para uso y consumo humano-Limites permisibles de calidad y
tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacién”, es-
tablece los tratamientos para la potabilizacién del agua. Para la conta-
minacién biolégica establece procedimientos de desinfeccién con cloro,
compuestos de cloro, ozono o luz ultravioleta, por lo que el proceso de la
planta —el cual consiste en filtrar y almacenar el agua cruda, seguido del
bombeo a través de tres filtros de 1 pie3 de capacidad que contienen are-
nay grava, zeolita y carbén activado, para posteriormente pasar a través
de dos filtros pulidores de 4.5 x 20 pulgadas con un poro de 5y 1 micra
respectivamente y una lampara de luz ultravioleta, finalmente se inyecta
ozono y pasa a través de un generador de iones de plata— cumple con la
norma respecto a los procedimientos para la desinfeccion biolégica. Para
las caracteristicas fisicas y organolépticas se establecen los tratamientos
de coagulacién-floculacién-precipitacién-filtracion, cualquiera o la com-
binacién de ellos, adsorcién en carbén activado u oxidacién, procedimien-
tos con los cuales cumple también el proceso analizado.

Baouab & Cherif (2017) realizaron un estudio para reducir el nimero
de analisis para la evaluacién de la calidad del tratamiento del agua po-
table en Ttnez. Las mediciones se realizaron en tres plantas, tanto en el
agua cruda como en el agua tratada. Se dividieron las mediciones en tres
grupos: 1) salinidad, conductividad, dureza, calcio, magnesio y cloruros;
2) turbiedad y materia organica, y 3) pH y alcalinidad. Como resultado se
obtuvo que solo tres pardmetros eran suficientes: conductividad, turbidez
y pH . También se observo que la calidad del agua cruda es mas importante
que el tipo de proceso de purificacién en la calidad resultante del agua pu-
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rificada. Esto se puede generalizar para las plantas de tratamiento de agua
independientemente del proceso. Ademas, genera un ahorro substancial
de tiempo, reactivos quimicos, electricidad y duracién de los equipos.

Por otro lado, Vasquez Reino (2018) realiz6 un estudio para analizar
la variabilidad de la dureza y la alcalinidad de un proceso de desminerali-
zacion del agua, como materia prima para la elaboracién de bebidas. Para
ello, se utilizé la metodologia del ciclo de la calidad pHVA y el disefio de
experimentos, con el objetivo de reducir la variabilidad del proceso, au-
mentar su capacidad y establecer un plan de mejora que sea sostenible en
el tiempo. Sus resultados fueron los siguientes: el andlisis preliminar con-
cluyé que el proceso era clase 4, es decir, no adecuado, inestable, incapaz,
de alta variabilidad y que necesitaba serios cambios. Sin embargo, con la
implementacién de la mejora se consiguié que el proceso se comportara
como clase 1: adecuado, estable, capaz, con baja variabilidad.

Identificar los riesgos en el proceso de contaminacién durante el pro-
ceso de purificacién y envasado del agua es determinante para garanti-
zar la calidad del producto, la satisfaccion del cliente y el cuidado de su
salud, pues de acuerdo con la Secretaria de Salud (2000), el 50 % de los
establecimientos dedicados al envasado de agua tienen irregularidades
que no garantizan su calidad. Lo anterior revela que es fundamental para
cualquier planta purificadora de agua Identificar los puntos donde apa-
recen los peligros bioldgicos, fisicos o quimicos mas importantes para la
seguridad del agua, en las diferentes etapas del proceso, con el objetivo
de adoptar medidas precisas y evitar que se desencadenen los riesgos de
presentaciéon de los peligros. Esto permitirfa, a partir de los fallos, hacer
un analisis de las causas que los han motivado y adoptar medidas que per-
mitan reducir o eliminar los riesgos asociados a esos fallos.

Metodologia

Después de conocer el proceso y revisar la normatividad, se realizé un
andlisis causa-efecto para determinar las causas de los riesgos que pueden
existir en cada una de las etapas del proceso de purificacién. Posterior-
mente, se realizé un analisis de modo y efecto de fallo (AMEF) donde se
calificé la severidad, ocurrencia y deteccion y se obtuvo el numero priori-
tario de riesgo. Adicionalmente, se determinaron los riesgos y los puntos
criticos de control utilizando el sistema de Analisis de Peligros y de Puntos
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Criticos de Control (HAccp). Con base en los puntos criticos y riesgos y las
prioridades, se establecieron las medidas de monitoreo y control y se ela-
boré la propuesta para gestionarlos.

Fase 1. Evaluacion de los riesgos en el proceso de purificaciéon
Andalisis causa—efecto

Mediante el diagrama de Ishikawa, se realizé un andlisis causa-efecto
para determinar las causas que ocasionan las fallas; estas se determinaron
a través de una lluvia de ideas, generada con el propietario, el encargado
de la planta y los operadores. Una vez determinadas las causas, se agrupa-
ron de acuerdo con la metodologia seis emes: mano de obra, maquinaria,
materiales, métodos, mediciones y medio ambiente. Esto para identificar
cual es el 4rea donde se encuentra el mayor nimero de causas potenciales
de fallo, y es en este punto donde se estimé la ocurrencia, la probabilidad
de que la falla ocurra.

Analisis de modo y efecto de falla

Tomando como base la metodologia AMEF, se identificaron cada una de
las etapas del proceso de purificacion y se enlistaron las fallas potenciales
que podrian existir. Posteriormente, para cada uno de los modos de falla
identificados, se determinaron los posibles efectos que generan. Una vez
identificados los modos de falla y sus efectos, se calificé la severidad (s)
del modo de falla en una escala del 1 al 10, en el que uno es insignificante, y
diez, catastroéfico. Es posible que un modo de falla tenga mas de un efecto,
por lo que se considerd el efecto que mayor severidad generara.

Determinacién de la ocurrencia

La ocurrencia (0) se evalué en una escala del 1 al 10: 1 era improbable, y
10, inevitable. El siguiente paso fue identificar los controles que existen
para evitar que las fallas se generen, se reduzca la probabilidad de que
ocurran o se detecten después de ocurridas. Se asigné el grado de detec-
cién a cada control, es decir, qué tan bien pueden detectar una causa o
su modo de falla después de generada, antes de que llegue al cliente. La
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deteccién (D) se calific en una escala que va de 1 a 10, en la que 1 es un
control en el que se tiene certeza de qué detectara la falla, y 10, un control
con certeza de que no se detectara.

Finalmente se calculé el niimero de prioridad de riesgo (NPR). Este se
obtuvo al multiplicar el grado de severidad (s), ocurrencia (0) y deteccién
(D), con el objetivo de determinar la prioridad de intervencién para cada
modo de falla.

Fase 2. Determinacion de los puntos criticos en el proceso de
purificacion

Anadlisis de peligros y puntos de criticos de control

Después de haber analizado y evaluado los modos y efecto de fallo para el
proceso de purificacién, se determinaron los puntos criticos del proceso a
través de la secuencia de decisiones para identificar los pcc, utilizado en la
metodologia HAccP, que la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009
(Secretaria de Salud, 2009) establece como guia para el control de las ope-
raciones en empresas de este giro.

La metodologia consiste en primer lugar en aplicar la secuencia ldgica
para la aplicacién de un plan haccp, que consiste en formar un equipo
de HAccP, describir el producto, determinar el uso al que ha de destinar-
se, elaborar un diagrama de flujo y confirmarlo in situ. Posteriormente
se enumeraron todos los posibles riesgos relacionados con cada fase, se
ejecut6 un analisis de peligros y de las medidas para controlar los peligros
identificados. Finalmente, se determinaron los puntos criticos de control
(pcc). Esta secuencia se presenta a continuacion:

« Formacién de un equipo HACCP.

« Descripcién del producto.

« Determinacién de la aplicacién del sistema.
« Elaboracién de un diagrama de flujo.

« Verificacién in situ del diagrama de flujo.

« Enumeracion de todos los riesgos posibles.
« Ejecucién de un andlisis de riesgos.

» Determinacion de las medidas de control.

» Determinacién de los PCC.
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« Establecimiento de los limites criticos para cada PCC.

« Establecimiento de un sistema de vigilancia para cada PCC.

« Establecimiento de medidas rectificadoras para las posibles deviaciones.

« Establecimiento de procedimientos de verificacién.

« Establecimiento de un sistema de registro y documentacién (Isaza Lopez,
2018, diap. 6).

Fase 3. Determinacion de las medidas de control y monitoreo
de puntos criticos

En esta fase se recomendaron las acciones para todos los riesgos detecta-
dos en el AMEF, los limites criticos para cada Ppc y los criterios de monito-
reo para cada uno de ellos, asi como las medidas correctivas necesarias,
en caso de desviaciones, para asegurar y mantener los parametros dentro
de los limites establecidos y, de esta manera, asegurar que cada procedi-
miento o proceso se encuentre bajo control.

Fase 4. Diserio de la propuesta de gestion de riesgos y puntos
criticos

Con los resultados obtenidos en las fases anteriores, en la etapa cuatro se
disefi6 la propuesta de gestion de riesgos y puntos criticos de acuerdo con
las acciones recomendadas para cada modo potencial de falla y su priori-
dad determinado en el AMEF, asi como las medidas preventivas, los pro-
cesos de vigilancia y las medidas rectificadoras que se determinaron en el
HACCP. Las necesidades de gestion de riesgos y puntos criticos de control
se agruparon para cada etapa del proceso de purificacién, y estas, a su vez,
se agruparon en necesidades de monitoreo, registro, mantenimiento pre-
ventivo realizado por operadores, mantenimiento preventivo realizado por
técnicos especializados, capacitacién, documentacién de procedimientos y
otros. Se estructur6 una propuesta donde se establecieron las directrices
para que la empresa gestione los riesgos y Ppc con la finalidad de prevenir,
eliminar o reducir su impacto en el proceso de purificacién de agua.
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Resultados y discusion
Evaluacion de los riesgos en el proceso de purificacion

En la planta purificadora que se utilizé como caso de estudio, se encontrd
que la empresa cumple con 10 de los 19 tratamientos para la eliminacién
de los componentes quimicos, mientras que los tratamientos para solidos
disueltos totales, sodio, pH y dureza no son necesarios dadas las carac-
teristicas de la fuente de abastecimiento. Resalta el hecho de que no se
cuenta con los procesos para eliminar aluminio, bario, cadmio, cianuros,
cobre, cromo total y plomo, cloruros, fluoruros, sulfatos y zinc, ya que
no cuenta con equipo de osmosis inversa o de intercambio i6nico. Por
lo tanto, es necesario realizar un anélisis de la fuente de abastecimiento
para determinar si el proceso cuenta con todos los tratamientos adecua-
dos para la eliminacién de los componentes quimicos presentes en el agua
de alimentacion.

Analisis causa—efecto

Con la finalidad de detectar las causas de los peligros asociados a cada
una de las etapas del proceso de purificacién que pueden poner en ries-
go la inocuidad del agua purificada se realiz6 una lluvia de ideas con los
empleados y el propietario de la planta purificadora. Los resultados de las
lluvias de ideas se estructuraron en diagramas causa-efecto, con lo que se
logré la obtencion de la tabla 1.
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Tabla 1. Causas de riesgo en el proceso de purificacion

cama, carbén,
pulidoresy
cisterna

Filtros de llegada, | Método de manipula- | Agua turbia Manipulacién, mante- | Fugas de agua en
multicama, carbén | ciéon, mantenimiento nimiento y reemplazo filtros de llegada,
y pulidores inade- |y reemplazo de filtros inadecuado de filtros multicama, car-
cuados, insuficien- | de llegada, multicama, de llegada, multicama, | bén, pulidores,
tes, saturados, carbén y pulidores carbén activado y pu- tuberia y equipos
pulverizados o inadecuado y no docu- lidores
contaminados mentado
Cisterna sucia. Método de limpieza de | Exposicién Manipulacién y uso Instalacion inade-
Implementos de cisterna inadecuadoy | medio am- inadecuado de bomba | cuada de filtros de
limpieza de cister- | no documentado biente, filtros | luz, ultravioleta, ozono | llegada, bomba,
na contaminados de llegada, y iones de plata filtros multicama,
filtros multi- carbén, pulidores,

luz uv, ozonoy
iones de plata

Comparador de
color de cloroy
pH opaco, sucio o
contaminado

Método de medicién
de cloro Inadecuado y
no documentado

Humedad ex-
cesiva medio
ambiente

Limpieza de cisterna
inadecuado

Fuga de material
filtrante filtros
multicama y car-
bén activado

Indicadores de clo-
roy pH inadecua-
do, contaminado o
caducado

Método de manipula-
cién y uso de bomba,
luz uv, ozono y iones

de plata inadecuado y
no documentado

Procedimiento de medi-
cién de cloro erréneo

Falla de bomba,
luz UV, Ozono y
lones de plata

Lampara ultravio-
leta, ozono e iones
de plata inadecua-
dos al proceso

Mantenimiento no
programado de cister-
nay procedimiento no
documentado

Inspeccién y acepta-
cién de materia prima
erréneo

Barra de plata
desgastada.
Perlas silica satu-
radas

Mantenimiento no pro-
gramado de bomba,
luz ultravioleta, ozono
y iones de plata

Falla en indicador
electrénico de TDS

Método de Inspeccién
y aceptacién de ma-
teria prima no docu-
mentado

Elaboracién propia.
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El analisis causa raiz muestra que entre las principales causas de los
riesgos a la inocuidad se encuentran las atribuibles al método, como la fal-
ta de procedimientos estandarizados, manuales de operacién y programas
de mantenimiento preventivo. Ademas, se identificaron los ocasionados
por la mano de obra, como falta de capacitacién para el desempefio de
las funciones de los operadores, es decir, los procedimientos de manteni-
miento y monitoreo de pardmetros de desempefio, entre otras. En cuanto
a los métodos, la empresa no cuenta con procedimientos establecidos, es-
tandarizados y documentados, por lo que deberan definir procedimientos,
roles y funciones del personal y capacitarlo.

Analisis de modo y efecto de falla AMEF

Una vez que se conocieron el proceso, las fases que lo componen, los po-
tenciales modos de fallo y sus causas, se elabord la tabla de AMEF y se cali-
ficé la severidad, la ocurrencia y la deteccion. El anélisis de modo y efecto
de falla amef para el proceso de purificacion se presenta en la tabla 2.

Tabla 2. Analisis del modo y efecto de falla

Proceso de purificacion

Contami- Crecimientode |7 Desinfeccién 5 | Mantenimiento 4 1140
nado microorganis- nula o deficiente eventual
mos del agua de

alimentacion

Fuga mate- | Saturacién de 6 Exceso de 3 4 |72
rial filtrante | filtros pulidores presion de la
Filtracion bomba
através - T
. Presencia de 9 Material filtrante | 2 4 |72
de carbén dicul tad
activado particulas sus- gastado

pendidas en el
producto termi-
nado

Rotura de las
trampas de ma-
terial filtrante
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Mantenimiento
inadecuado
(tiempo y forma)

Filtro satu- Presencia de Exceso de cloro |4 | Determinacién
rado cloro en produc- en el agua de de cloro residual
to terminado alimentacion por método
colorimétrico de
ortotolidina en el
producto termi-
nado
Insuficientes | Presencia de Altos nivelesde |6 | Inspeccién visual 162
particulas sus- solidos suspen- eventual
pendidas didos en el agua
Inadecuados | Presencia de Filtros que no 6 162
particulas sus- cuentan con las
pendidas en el especificaciones
Microfiltra- producto termi- técnicas para
cion nado retener los
sélidos
Saturados Presencia de Filtros que no 6 162
particulas sus- tienen mante-
pendidas en el nimiento perié-
producto termi- dico
nado
No sirve Crecimiento de Foco fundido, 5 | Inspeccién visual 225
microorganis- balastra des- del funciona-
Exposicion mos compuesta miento
luz ultravio- | Insuficien- Falta de capa- |3 63
leta te para el cidad para el
proceso volumen de

Elaboracién propia.

agua filtrado

El anélisis de modo y efecto de falla indica que las prioridades de in-
tervencion en el proceso de purificacién de agua son las etapas de lavado
y llenado de garrafén, ya que el indice de severidad, ocurrencia y el indice
de deteccién son muy altos, seguidos por las fallas en los equipos electré-
nicos de desinfeccion. El NPR elevado en las etapas arriba mencionadas.
Esto se debe a la alta calificacién de la severidad de la falla, ya que este
modo de fallo puede ocasionar presencia de microorganismos durante el
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proceso del lavado y llenado de garrafén, lo cual puede representar un pe-
ligro para la salud del consumidor y, ademas, ocasiona el incumplimiento
de la normatividad.

Otro factor que incrementa el NPR es la deteccién, ya que no es posi-
ble detectar la contaminacién de manera inmediata. El muestreo aleato-
rio y poco representativo de pardmetros aunado a que los resultados de
los analisis no son inmediatos no permiten tomar medidas rectificadoras
oportunas. Por lo tanto, la prioridad de intervencion debe centrarse en la
estandarizacion de ambos procedimientos, asi como en la capacitacién de
los operadores para realizarlos.

Scheili et al. (2016), mencionan que ante la falta de recursos finan-
cieros y tecnolégicos que hace que las pequerias plantas purificadoras de
agua no cuenten con sistemas complejos de purificacién y la falta de au-
tomatizacién ocasiona que sean mas susceptibles a presentar fallas en la
calidad y que el factor humano es una variable importante en el control
y operacion de estas. Esto corrobora el hallazgo de que el riesgo més im-
portante en el proceso de purificaciéon radica en las etapas de lavado y
llenado, donde la operacién no es automatizada y existe manipulacién por
parte de los operadores, lo que incrementa de manera notable los riesgos
ala inocuidad.

Determinacion de los puntos criticos en el proceso de
purificacion

Analisis de peligros y puntos criticos de control

Los puntos criticos encontrados en el proceso de purificaciéon de agua son
el cloro residual en el tanque de almacenamiento, que de acuerdo con la
Secretaria de Salud se debe mantener en un limite critico de 3 partes por
millén (ppm), y el agua purificada no debe exceder de 0.1 mg/L de cloro
residual. Por otro lado, existen puntos criticos que es necesario gestionar
pero en los que no puede ser monitoreada su efectividad en la operacién
diaria, como los equipos electrénicos de purificacion y las etapas de lava-
do y llenado de garrafén.

Los riesgos de contaminacién microbiolégica se pueden presentar por
el mal funcionamiento de los aparatos o por una falta procedimientos ade-
cuados o capacitaciéon de los operadores. El limite critico no debe exceder
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lo establecido por las autoridades sanitarias para los coliformes totales <
1.1. NMP/100 ml, lo cual al encontrase fuera de los limites criticos puede
provocar dafios a la salud de los consumidores, por lo que la implementa-
cién de un monitoreo de funcionamiento y mantenimiento de los aparatos
electrénicos de purificacion, asi como de los procedimientos adecuados y
mano de obra calificada para los procedimientos de lavado y llenado de
garrafon lograran disminuir los riesgos.

Determinar las medidas de control y monitoreo de los riesgos
y puntos criticos de control

En la tercera etapa, de acuerdo con los resultados del AMEF y del Anélisis
de Riesgos y Puntos Criticos de Control se determinaron las medidas de
control y monitoreo de los riesgos y puntos criticos de control para pre-
venir, disminuir o eliminar los riesgos de contaminacién que ponen en
peligro la inocuidad del producto terminado. Para el AMEF se establecieron
los controles para aquellas etapas del proceso que carecian de ello, y las
acciones recomendadas se realizaron de acuerdo con los diagramas cau-
sa-efecto realizados en la primera etapa. Las acciones recomendadas se
basaron en las causas- efecto encontradas para cada etapa del proceso de
purificacion. Estas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Acciones recomendadas considerando el AMEF

ANALISIS DEL MODO Y EFECTO DE FALLAS

Ndmero de 1 Proceso Purificacién de | Producto afectado | Agua purificada

proyecto agua

Responsabilidad | Jerénimo Méndez Lider del proyecto Verénica Fisher | Preparado por Verdnica Fisher Salazar
Salazar

Fecha clave 30-may-21 Fecha AMEF original Ultima revisién jun-21

Fun- Modo Efecto(s) S CRIT | Causa/Meca- | O Controles | D NPR Acciones Respon- | Accio- |S |O | D | NPR

cion defalla | delaFalla nismo de la recomen- sabilidad | nes
del poten- | Potencial Falla potencial dadas y fecha toma-
proce- | cial prome- das
SO tida

Proceso de purificacion
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Cap- Capta- | Turbiedad | 8 Altos niveles 5 Inspeccién | 5 | 200 Monitoreo
tacién | cién de de sélidos visual Inspeccién
de agua suspendidos visual Filtra-
agua turbia enlared de cién previa
cruda suministro en al almace-
temporada de namiento
lluvias
Satura- 6 4 5 120
cién de
filtros
pulidores
Presencia | 9 * 3 2 |54
de par-
ticulas
suspendi-
dasenel
producto
terminado
Alma- | Deficit | Creci- 9 |* Medicién 5 Determi- |10 | 450 | Monitoreo
cena- |de miento de errénea de la nacién de diario de
miento | cloro microor- cantidad de cloro resi- Clen agua
ganismos cloro presente dual con de alimen-
en el agua método tacion
cruda y medi- colorimé- Monitoreo
cién errénea trico con diario de Cl
en las cantida- ortotoli- en tanque
des de cloro dinaenel de almace-
afiadidas para tanque de namiento
mantener la almacena- Capaci-
concentra- miento tacién de
cion de cloro operadores
dentro de en medicién
parédmetros deCl
Exceso | Satura- 8 3 3 |72
de cién de
Cloro filtro de
carbén
activado
Presen- 9 * 4 3 108
ciade
cloroen
producto
terminado
Bom- | Nosirve | Se detiene | 10 Desgaste 8 No existe | 1 80 Programa
beo el proceso normal de mante-
nimiento
preventido
por técnico
especializa-
do Capa-
citacion a
operadores
en uso
adecuado
del equipo
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Exceso
de pre-
sién

Rimpi-
miento de
material
filtrante
de fultros
multi-
cama,
zeolitay
carbén

7 Calibracién de

deficiente

Poco
tiempo de
contacto
entre
material
filtrante y
el agua de
alimenta-
cion

Falta de
presién

Retrasos

Falta de
velocidad
para
succion
de ozono

Elaboracién propia.

Tabla 4.1 Analisis de riesgos y puntos criticos de control

Captacién | Turbidez Filtrado previo - Monitoreo diario /
Inspeccién visual
Almace- Deficiencia | -Medicién Cloro 3ppm Medicién Cloro resi- Introducir al agua Bitacora de
namiento | o exceso de | residual en la llegada dual método colorimé- | de almacenamiento | mediciones
cloro de agua de suminis- trico con ortotolidina | agua de suministro | de cloro en
troy en el tanque de en tanque de almace- | de red. el tanque de
almacenamiento namiento almacena-
miento
-Adicién de cloro de
acuerdo a procedi-
miento
Bombeo | Exceso o Mantenimiento - Mantenimiento pre- Mantenimiento Bitacora
falta de preventivo ventivo correctivo / cambio | de mante-
presién de equipo nimiento
preventivo
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Filtro gra- | Contami- Mantenimiento - Mantenimiento pre- Cambo de material Bitacora
va, arena | nacién por | preventivo: retrola- ventivo filtrante de mante-
y zeolita | deficiencia | vados nimiento
decloroen | piontenimiento co- preventivo
etapa de rrectivo: cambio de
cloracidn materiales filtrantes
Fuga mate-
rial filtrante
Filtro Contamina- | Mantenimiento 0.1 mg/l Monitoreo diario Cambio de material | Bitacora de
carbén cién preventivo: retrola- de cloro filtrante manteni-
activado | 1\ 1piedad | Vados residual en la miento
Presencia Mantenimiento llenadora de
de cloro en | correctivo: garrafones
producto Cambio de materia-
terminado | les filtrantes
Control de cloro
residual en etapa de
almacenamiento
Filtros Turbiedad Mantenimiento - Inspeccién visual Cambio de filtros Bitacora de
pulidores preventivo: manteni-
Cambio de filtros miento
Luz ultra- | Contamina- | Mantenimiento Coliformes to- | Andlisis microbioldgico | Mantenimiento Bitdcora man-
violeta cién Micro- | preventivo tales=<1.1. correctivo/cambio tenimiento
biolégica NMP/100 ml equipo preventivo
Ozono Contamina- | Mantenimiento Coliformes to- | Andlisis microbioldgico | Mantenimiento Bitacora de
cién micro- | preventivo tales=<1.1. correctivo/ cambio mantenimien-
bioldgica NMP/100 ml equipo to preventivo
lonesde | Contamina- | Mantenimiento Coliformes Andlisis microbioldgico | Mantenimiento Bitacora
plata cién micro- | preventivo totales = < correctivo/ cambio de mante-
bioldgica 1.1. NMP/100 equipo nimiento
ml preventivo
Lavado de | Contamina- | Establecer procedi- Coliformes Andlisis microbioldgico | No existe Bitacora de
garrafén | cién micro- | miento totales = < resultados
biolégica 1.1. NMP/100 de analisis
ml microbiolé-
gicos
Llenado Contamina- | Establecer procedi- Coliformes Andlisis microbiolégico | No existe Bitacora de
de garra- | cién micro- | miento totales = < resultados
fon biolégica 1.1. NMP/100 de anélisis
ml microbiold-
gicos

Elaboracién propia.
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Diserio de la propuesta de gestion de riesgos y puntos criticos
de control

Las acciones recomendadas se clasificaron en actividades de monitoreo,
registro, mantenimiento realizado por operadores, mantenimiento reali-
zado por técnicos especializados, capacitacién y establecimiento y docu-
mentacién de procedimientos de operacién necesarios para cada fase del
proceso, asi como otras actividades que coadyuvan a la gestion de los ries-
gos y puntos criticos de control, como se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Acciones y frecuencia recomendada

Captacion Turbiedad / Manteni- Medicién
diario miento fitros de cloro
Cloro resi- agua cruda/ residual
dual /diario semanal
Almacena- Cloro resi- | Bitacora de cloro Lavado de Lavado de
miento dual /diario | residual / diario cisterna/ cisterna/
Trimestral medicion
de cloro
residual
Bombeo Mantenimien- | Cuatrimestral
to
Filtro grava, Programacion se- Retrolavado Manteni-
arenay manal semanal miento
zeolita
Filtro carbén | Cloro resi- | Monitoreo diario/ Retrolavado Manteni-
activado dual /diario | mtto. semanal semanal miento
Filtros puli- Cambio men-
dores sual
Luz ultravio- | Funciona- | Trimestral Trimestral
leta miento /
Diario

85



Avances de la Ciencia y la Tecnologia para el Desarrollo Sostenible. Tomo |

Ozono Funciona- Trimestral Trimestral
miento /
Diario
lones de Funciona- Trimestral Trimestral
plata miento /
Diario
Lavado de Sanitiaza- Diario BPM Lavado
garrafén cién/ diaria
Llenado de Sanitizacién Diario BPM Llenado
garrafon diaria

Otros aspec-

tos a consi-
derar:
Ph Diario pH diario Medicién
de pH
Anélisis mi- Semanal Coliformes totales
crobiolégicos Semanal
Angdlisis Anuales Metales, metaloides
quimicos y compuestos inor-
gdanicos. Compues-
tos orgdnicos sinté-
ticos. Subproductos
desinfeccion.
Fumigacion Semestral
Tds Diario Sélidos disueltos/ Medicién
diario de TDS
Incidentes Registro

diario
Sanitizacién | Quincenal
lineas

Elaboracién propia.

Conclusiones

Se propuso realizar el control de los puntos criticos mediante el monitoreo
y registro de las variables en bitacoras. Sin embargo, se encontré que exis-

ten otros puntos criticos de control como el proceso de lavado y llenado de
garraf6n que no son medibles, pero que, por su impacto en la inocuidad,
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su gestion es fundamental en tanto no se cuente con los recursos para un
redisefio del proceso o un cambio de tecnologia que minimice la interven-
cién del factor humano dentro de dichos procesos.

La propuesta de gestién de riesgos y puntos criticos de control se
realiz6 con base en la prioridad determinada en el AMEF, donde se consi-
deran los riesgos de contaminacién en el proceso de lavado y llenado de
garraf6n; sin embargo, para disminuir el niimero de riesgos asociados ala
purificacion del agua, se plantearon propuestas para todos los riesgos de-
tectados, ya que todas las acciones en conjunto contribuyen a disminuir-
los. Las actividades se agruparon en aquellas que fueron de monitoreo, de
registro, de mantenimiento, de capacitacion y de documentacion.
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Resumen

Los establecimientos de venta de materia prima como las pollerias, pre-
sentan condiciones favorables para el crecimiento de microorganismos.
De no aplicarse debidamente las buenas practicas de manufactura, el po-
llo es un alimento que se convierte en un riesgo para la salud del consumi-
dor. El objetivo del trabajo fue determinar las buenas précticas de higiene
en establecimientos de venta de pollo, en el Mercado Juarez de Autlan. Se
realiz6 un estudio observacional, descriptivo y transversal. Los estableci-
mientos participantes se encuentran ubicados en el mercado municipal
Benito Juarez de Autlan, y participaron voluntariamente. Se utilizé el acta
de verificacion, anexa a la Norma Oficial Mexicana 251, y los resultados se
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compararon con los parametros establecidos en la norma. Los resultados
que arrojé afirman que los apartados que presentan mas deficiencias son
capacitacién al personal y agua en contacto con los alimentos. El apar-
tado cuyos resultados fueron los mejores es el manejo de residuos. En
conclusién, el manejo higiénico en las pollerias evaluadas es deficiente, la
mayoria de los establecimientos participantes no cumplen con lo minimo
establecido en la Norma Oficial 251.

Palabras clave: manejo higiénico, pollerias, calidad.
Introduccién

“El crecimiento en la produccién de carne de ave en México es del 166.4 %
de 1994 a 2018, frente a un consumo nacional que registra un aumento
del 179.5 % en este periodo” (Centro de Estudios para el Desarrollo Rural
Sustentable [CEDRSSA], 2019). Este sector es considerado dentro de la es-
trategia de seguridad alimentaria del pais, ya que contribuye en un 55 %
al aporte de proteina, ademas de que este tipo de carne es econémica y
versatil. Dicho aporte de proteina y vitaminas es importante para una nu-
tricién adecuada.

Por otra parte, las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA)
contintian afectando la salud publica. La Organizacién Mundial de la Sa-
lud [oms] ha estimado que 70 % de las intoxicaciones alimentarias ocurri-
das en el curso de un afio fueron la consecuencia de una calidad higiéni-
co-sanitaria deficiente durante el procesamiento de los alimentos servidos
en unidades de alimentacion (Cruz, 2013).

Los mercados ptblicos se han vuelto sitios deteriorados y con condi-
ciones deficientes, en los que se vende gran cantidad de alimentos pre-
parados. Al contar con précticas de higiene deficientes, existe un riesgo
latente para la salud de los consumidores. Las ETA son un problema de
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Sur), cursé la Ingenieria en Recursos Naturales y Agropecuarios (IRNA), con posgrado en Entomologia y Aca-
rologia en el Colegio de Potsgraduados Campus Montecillo, con Posdoctorado en Postgrado de Horticultura,
Departamento de Fitotecnia Universidad Auténoma Chapingo. Es Profesor-Investigador del Centro Universi-
tario de la Costa Sur de la Universidad de Guadalajara, pertenece al Departamento de Produccién Agricola.
""" Bidlogo egresado de la Universidad Auténoma Metropolitana - Iztapalapa. Realiz6 una maestria y docto-
rado en Entomologia y Acarologia otorgado por el Colegio de Posgraduados,Campus Montecillo en el Estado
de México. Es miembro del Sistema Nacional de Investigadores, Nivel 1.
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salud publica considerable, ya que afectan a una de cada diez personas,
y dependiendo su gravedad, pueden llegar a ser mortales (Arellano Nar-
vaez & Acosta Gonzaga, 2020).

Es por ello la importancia de cuidar las practicas de higiene en los es-
tablecimientos de venta de materia prima, en este caso de carne de pollo.
Si se determina qué tan apropiadas son las practicas de higiene en estos
establecimientos, podremos conocer areas de oportunidad para en un fu-
turo fortalecer a estas pequefias empresas, que son parte importante de la
cadena alimentaria.

Metodologia

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y transversal. Todos los
establecimientos participantes en este estudio se encuentran ubicados
en las instalaciones del mercado municipal Benito Juarez de la ciudad de
Autlén, y participaron todos los establecimientos de venta de pollo de di-
cho mercado. Se utiliz6 el acta de verificacién, anexa a la Norma Oficial
Mexicana 251 “Practicas de Higiene para Establecimientos de Servicio de
Alimentos o Bebidas” (Secretarfa de Salud, 2009). Dicha acta contiene
apartados que son detallados a continuacion:

« Instalaciones y areas
Se evita la contaminacién de materia prima, alimentos, bebidas y suple-
mentos mediante instalaciones adecuadas y en buen estado.

+ Equipos y utensilios
Uso de equipos y utensilios hechos de materiales resistentes, instalados
de forma que permita su limpieza y desinfecciéon.

« Servicios
[luminacién que permita realizar las operaciones de manera higiénica.
Ventilaciéon que evite el calor y condensacion excesiva, acumulacion de
humo y polvo. Agua potable e instalaciones adecuadas.

» Almacenamiento
Control de implementos o utensilios que prevengan la contaminacién de
los productos.

« Control de operaciones
Prescindir de productos o materiales initiles u obsoletos. Equipos de re-
frigeracion y congelacién que mantengan la temperatura adecuada.

« Materias primas
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Almacenarse de acuerdo al sistema PEPS.
» Agua en contacto con los alimentos
El agua debe ser potable, tanto la que esté en contacto con materias pri-
mas, productos, superficies y envases como la de fabricacion de hielo.
« Mantenimiento y limpieza
Los equipos y utensilios deben estar en buenas condiciones de funciona-
miento.
« Control de plagas
Sistema o plan para el control de plagas y erradicacién de fauna nociva.
« Manejo de residuos
Se deben adoptar medidas para la remocién peridédica y el almacenamien-
to de los residuos.
» Personal
El personal que prepare o sirva alimentos o bebidas debe presentarse
aseado al area de trabajo, con el uniforme o vestimenta y calzado limpios.
e Transporte
Efectuado en condiciones que eviten la contaminacién y alteracién del
producto.
« Capacitacién
Todo el personal que opere en las areas de produccién o elaboracién debe
capacitarse en las buenas précticas de higiene.
« Control del agua
El agua potable debe cumplir con los limites permisibles de cloro residual
libre (0.2-1.5 mg/L) y coliformes totales y fecales (ausencia o no detectables).
Cada apartado incluye cuestionamientos que fueron llenados con un
puntaje: 2 en caso de cumplir, 1 si cumple parcialmente y 0 si no cumple. Al
final fueron comparados los parametros establecidos en la norma, para ver
si el manejo higiénico es adecuado o deficiente (Secretaria de Salud, 2009).
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Resultados y discusion

Figura 1. Resultados del Acta de Verificacién NOM 251 en Pollerias Mercado Autlan

1

05

B vocumpe [l cumple Parciaimente Cumple Totalmente

Elaboracién propia.

La figura 1 representa los porcentajes obtenidos por las pollerias (eje ver-
tical). El color azul es para los porcentajes de “no cumple”; el color naran-
ja, de “cumple parcialmente”, y el color gris, para “cumple totalmente”.
Los apartados son los que incluye el acta de verificacién anexa ala NOM

251 (eje horizontal).

Instalaciones, areas y servicios

La totalidad (100 %) de las instalaciones y areas de los establecimientos
cumple solo de manera parcial con practicas que eviten la contaminacién
de materias primas y productos. Ningin establecimiento participante
cumple de manera total con lo que indica la norma, es decir, sus instala-
ciones como pisos, paredes, puertas y ventanas no se encuentran en bue-

nas condiciones y estan limpias en el momento de la aplicacién del acta.

Cumplen parcialmente 66 % de los establecimientos en el apartado
de servicios, lo que quiere decir que el drenaje no cuenta con adecuada
trampa contra olores, coladeras o canaletas con rejillas, libres de basura,
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sin estancamiento y en buen estado y en su caso con trampas para grasa.
Por otra parte, solo 33 % cumple totalmente.

Lalimpieza y la higiene son fundamentales en la cocina por ser el lugar
donde habitualmente se manipulan los alimentos y, por tanto, la via més
rapida de entrada para los microorganismos patégenos. (Berlanga de la
Pefia et. al., 2007). Al igual que en el area de preparacién, es vital la higie-
ne de pisos, techos y paredes. Ademas, las superficies de trabajo deben ser
de material liso, lavables, resistentes y estar libres de grietas o hendiduras
que puedan acumular suciedad (Espinosa Manfugés, 2014). En el caso de
esta investigacién, todas las instalaciones manifestaron un cumplimiento
parcial. Se debe buscar que todas logren cumplir totalmente.

Equipo y utensilios

Un porcentaje de 83 % de los equipos y utensilios empleados, que estan
en contacto con materias primas y productos, cumplen totalmente con las
caracteristicas adecuadas; son lisos, lavables, sin roturas y permiten su
desinfeccion; 16 % cumple parcialmente.

Almacenamiento

En el rubro de almacenamiento, 83 % de los establecimientos partici-
pantes cumple parcialmente, es decir, no llevan a cabo el sistema PEPS
(primeras entradas, primeras salidas). Los almacenes no tienen un orden
establecido, lo que puede repercutir en un manejo higiénico adecuado.
Las condiciones de almacenamiento no son adecuadas al tipo de materia
prima o producto que se maneja. Tan solo 16 % cumple totalmente.

En lo que se refiere a almacenamiento, consideramos que es funda-
mental establecer el sistema PEPs tanto en insumos perecederos como no
perecederos, sin importar su movilidad (Villanueva Martinez et. al, 2014).
En el caso de la carne de pollo, al tratarse de un producto perecedero,
el PEPS es el sistema ideal para el control de inventarios, ya que de otra
manera se corre el riesgo de que el producto se descomponga (Ramirez
Hernéandez, 2018).
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Control de operaciones

En el control de operaciones, 83 % cumple totalmente con equipos de re-
frigeracién y congelacién que mantengan una temperatura adecuada, y
16 % cumple parcialmente.

Materias primas

En el apartado de materias primas, 66 % cumplen parcialmente con la
inspeccidén o clasificacién de las materias primas e insumos antes de la
produccion o elaboracidon, y solo 33 % cumple totalmente.

Agua en contacto con los alimentos

En el apartado de agua en contacto con los alimentos, 66 % de los esta-
blecimientos participantes, manifiestan no cumplir, lo cual indica que el
agua en contacto con los alimentos no es purificada, y esto puede repre-
sentar un riesgo para la inocuidad de los alimentos.

Mantenimiento y limpieza

El mantenimiento y limpieza son importantes para el manejo higiénico,
ya que de no llevarse a cabo de forma correcta pueden representar con-
taminacién para los productos que se producen o venden en el estableci-
miento. En concreto, mantenimiento y limpieza se refiere a la limpieza de
pisos, paredes, ventanas y que estos no presenten deterioros. En el caso
de este trabajo, 66 % cumple parcialmente con los cuidados de manteni-
miento y limpieza y inicamente 33 % cumple totalmente con el rubro.
Otras fuentes de contaminacién hacia la carne de pollo pueden incluir
el agua de lavado, equipos y utensilios que se usan en el proceso de fae-
nado si no han sido previamente lavados y sanitizados adecuadamente,
asi como los trabajadores cuando no siguen buenas préacticas de higiene;
el aire que ingresa y circula por el establecimiento donde se producen y
almacenan las canales constituye un mecanismo que puede trasladar con-
taminacion desde zonas sucias hacia zonas limpias donde se produce o
almacenan los canales (Cabrera Diaz et. al, 2020). En las pollerias par-
ticipantes, ademas de no existir un plan para mantenimiento y limpieza,

94



Determinacion de buenas practicas de higiene en establecimientos de venta de carne de
pollo en el Mercado Juarez de Autlan

se desconoce si el manejo en el rastro municipal es adecuado o si durante
el faenado la carne de pollo sufre de contaminacién, por lo cual es im-
portante para futuros trabajos organizar programas de mantenimiento y,
ademas, revisar también instalaciones del rastro.

Control de plagas y manejo de desechos

Para el control de plagas, 83 % cumplen de manera adecuada con drenajes
con cubierta para evitar la entrada de plagas provenientes del alcantarilla-
do o areas externas, y el 16 % no cumplen.

Respecto al manejo de residuos, 83 % cumplen de manera adecuada
con evitar la acumulacién de basura, desechos y desperdicios en la zona
destinada para este fin.

En control de plagas, en un trabajo realizado en el Mercado Municipal
de Sigsig, se aplicaron encuestas a locatarios y usuarios, asi como también
una entrevista a su administrador, mediante la cual se conocieron puntos
de vista, requerimientos y expectativas indispensables para ofrecer una
propuesta basada en la realidad de dicho mercado. Ademas, se estableci6
un corddn sanitario para la determinacion de plagas presentes. Se concluy6
que mas de 90 % dieron un resultado positivo a la presencia de plagas, dado
que el control de plagas que se realiza en el mercado no es el mas adecuado
para el tipo y magnitud del local, ya que las frecuencias son muy espaciadas
(Izquierdo Idrovo & Arce Vera, 2016). Es conveniente que en el Mercado
Judrez se realice un programa de manejo integral de plagas, ya que no exis-
te en las pollerias ningun tipo de vigilancia para prevenirlas o erradicarlas.

La proliferacién de plagas (insectos: cucarachas, moscas; mamiferos:
ratas, ratones, perros, gatos; aves: gorriones, palomas) donde se preparan
alimentos, tiene mucha relacién con: a) las condiciones edilicias del esta-
blecimiento; b) la forma de almacenar y disponer los desechos en el lugar;
c) los tratamientos eficaces de limpieza y desinfeccion. Antes de utilizar
medidas basadas en el uso de sustancias quimicas téxicas para controlar
las plagas, se aconseja el uso de medidas fisicas que previenen su ingreso
y proliferacion en el establecimiento (Ruiz et. al, 2021). De acuerdo con el
texto de Ruiz et al., lo mejor es comenzar por realizar actividades de man-
tenimiento y limpieza constante, que contribuyan a prevenir la aparicién
de plagas, pues también en este rubro, no se cumple con su totalidad y no
existen programas de mantenimiento.
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Avecillas Guaranda (2021), en un estudio realizado en Isla Trinitaria,
donde también se investigaron la implementacién de buenas practicas en
establecimientos de venta de carne de un mercado, pudieron observar que
en el parametro de manejo de residuos tenian la presencia de animales ca-
llejeros en un 12.5 %, lo que puede representar vectores de enfermedades
y, por tanto, un riesgo para la salud de los consumidores. Al no existir un
manejo de desechos apropiado, se corre el riesgo de enfermedades y mal
aspecto, lo que puede conllevar también a una disminucién de las ventas.
En el Mercado Juéarez, el contenedor de basura se encuentra frente a una
carniceria, seguida de dos pollerias, por lo que si desechan la basura, no
hay separacién de residuos sélidos, y esto también seria recomendable.

Personal y capacitacion del personal

En cuanto al personal, ninguno cumple totalmente con lo establecido en
la norma, y tampoco tiene la capacitacién que va estrechamente relacio-
nado. La Norma Oficial 251 establece con claridad que los manejadores
de alimentos, en cualquier parte de la cadena alimentaria, deben portar
red cubre pelo o turbante, mandil o vestimenta de colores claros, limpia,
zapato cerrado y antiderrapante, ufias cortas y sin esmalte.

La capacitacién en los establecimientos es inexistente, de manera que
el personal que opera las areas de produccién o elaboracion no se prepara
en buenas practicas de higiene y manufactura de conservacion.

Es probable que, debido a la falta de capacitacién, se originan los pro-
blemas restantes en el manejo higiénico de los alimentos, ya que si los
manejadores desconocen los lineamientos que deben seguirse para que
el manejo sea apropiado, este no se llevara a cabo. En Arellano Narvaez
& Acosta Gonzaga (2020), realizaron un estudio para evaluar la efectivi-
dad de la implementacién de la NOM 251; ademas, implementaron dos
capacitaciones a los duefios de los locales sobre el manejo higiénico de
los alimentos para que estos comprendieran la importancia de la inocui-
dad. Con base en los resultados se observ) una mejoria en aspectos como
equipo y utensilios, operaciones, manejo de residuos, mantenimiento y
limpieza y capacitacion.

Los mercados publicos requieren de revisién general en cuanto a sus
condiciones sanitarias por razones de higiene, salud y comercio. En un
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85 % de los mercados de la Ciudad de México, los locatarios no cuentan
con la indumentaria completa, como la ropa adecuada en el area de co-
mida, y en la mayoria de los casos, las personas que preparan los alimen-

tos no siguen las mfnimas normas de higiene (Aguilar Juarez, 2016).

La vestimenta apropiada y las reglas de higiene en los manejadores de
alimentos contribuye a la disminucién de enfermedades, ya que las manos
y la ropa pueden ser vehiculo de microorganismos patégenos.

Es importante camplir con las reglas de higiene personal. Es necesario el
bafio diario, antes de iniciar las labores. Se debe mantener la ropay el uni-
forme limpios, las ufias bien recortadas y sin esmalte; el cabello debe estar
recogido y cubierto completamente con una red o cofia limpia. Todo el
personal debe lavarse las manos y brazos hasta los codos al iniciar labores
y después de ir al bafio (Garcia Duran & Juarez Gonzalez, 2013).

Capacitar al personal en un lavado de manos adecuado mejoraria el
manejo higiénico, lo mismo que exigirles que cumplan con la vestimenta
adecuada.

Transporte

En el apartado de transporte, 100 % de los establecimientos cumplen de
manera parcial. Esto se traduce a que los productos no son adecuadamen-
te transportados en condiciones que eviten la contaminacién fisica, qui-
mica, biolégica y por plagas.

Control del agua

En el control de agua, 0 % de los establecimientos cumplen con la norma.
Esto quiere decir que no cuentan con registros ni analisis diarios del agua
que esta en contacto directo con materias primas, productos, superficies
o envases primarios, lo cual puede presentar riesgo de contaminacién por
cloro residual libre, organismos coliformes fecales y totales.

Conclusiones

Las practicas de higiene son deficientes, ya que la mayoria de estableci-
mientos de venta de carne de pollo en el Mercado Juarez no cumplen con
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lo minimo establecido en la Norma Oficial 251. Se recomienda, en futuros
trabajos, brindar capacitaciéon sobre el manejo higiénico de alimentos y
su importancia, al personal y a los propietarios de los establecimientos.
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Tratamiento alcalino de lodos rojos
acidificados de bauxita para la elaboracion de
material ceramico

Sandra Patricia Reves Orriz
Resumen

El proceso de obtencién de sulfato de aluminio a partir de la digestién aci-
da de bauxita (B) produce altas descargas de lodos acidificados (pH<4.0)
en las lagunas de decantacién. Los lodos rojos acidificados (LR) son sub-
productos del proceso que se componen de silice (48 %), alimina (24 %),
sulfatos (16 %) y 6xidos de hierro (7 %). La determinacion de la textura de
los lodos por método de Bouyoucos fue interferida por la rapida decanta-
cion de este (<20 minutos), debido a la accién de coagulante remanente
en los residuos. Los lodos rojos acidos contienen 6xido de hierro, particu-
las de polvo negro que fueron retiradas por medio de imanes. Se realiza-
ron multiples lavados de los LR con agua destilada para extraer el remante
de sulfato de aluminio y de magnetita y realizar el proceso de alcaliniza-
cion usando hidréxido de sodio e hidréxido de calcio. Los lodos alcalini-
zados con pH entre 9-10 (LR-t) fueron mezclados con arcilla natural de la
ciudad de Villavicencio (v) para elaborar pequeiias muestras calcinadas a
900 °C. El indice de plasticidad de los lodos rojos alcalinizados es clasifi-
cado como medio, y su contraccién es moderada. La coccién de probetas
constituidas con solo lodos alcalinizados generaba productos fragiles y de
baja resistencia a la absorcién de agua. Sin embargo, la adicién de arcillas
de la regi6n permiti6 la elaboracién de probetas que cumplieran con las
propiedades de contraccién y de estabilidad higroscépica para su uso en
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materiales ceramicos o elementos de mamposteria; con esto se conviertie-
ron en una alternativa para la reduccién del impacto ambiental generado
por las empresas de ese sector de produccion.

Palabras clave: Bauxita, digestion acida, lodos rojos 4cidos, neutraliza-
cién, mamposteria, alcalinizacion de lodos.

Introduccion

La bauxita es un mineral compuesto principalmente de 6xidos de alumi-
nio, silice, hierro, titanio y aluminosilicatos. El hidréxido de aluminio se
presenta en este mineral en diferentes conformaciones mineralégicas,
como gibsita, boemita y didsporo. Las aplicaciones industriales de la bau-
xita dependen de su composiciéon quimica. Sin embargo, mas de 90 % de
su produccién mundial es utilizada en la obtencién de alimina (Pascoal &
Pandolfelli, 2000) y en la produccién de sulfato de aluminio por via 4cida
(Velasquez & Martinez, 2014).

El sulfato de aluminio “Al2(s04)3” es una sal usada como agente coa-
gulante y floculante en el tratamiento primario de aguas potable, aguas
residuales y en el uso de piscina. Esta sal puede agrupar los sélidos sus-
pendidos en el aguay acelerar la sedimentacién de estas particulas debido
alas cargas electrostaticas de sus moléculas. Ademas, el sulfato disminuye
la carga bacteriana y actta en la remocién del color y sabor del liquido
(Jiménez Andrango & Medina de la Torre, 2017).

La turbidez del agua es un parametro relevante para la aplicacién
de sulfato de aluminio como coagulante en el tratamiento del agua. En
muestras con valores de turbidez en el rango de 15-950 NTU (Nephelome-
tric Turbidity Unit) se ha recomendado adicionar entre 22-90 mg/L de
sulfato de aluminio hidratado (Barajas Garzon & Leén Luque, 2015), lo
que implica un valor maximo de 90 gramos (g) de sulfato por cada metro
cubico de agua a tratar. Entonces, si cada persona consumiera 100 litros
de agua al dia, en un pais como Colombia, con 51 millones de habitantes,
el consumo de agua aproximado serfa de 5 millones de m3 /dia, lo que
demandaria diariamente un consumo minimo de 110 toneladas de sulfato
de aluminio.

En el proceso industrial de la bauxita, por via alcalina o acida, se gene-
ran residuos o lodos que son depositados en el ambiente y frecuentemente
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dispuestos en lagunas proyectadas para este fin (Racanelli et al., 2020). El
lodo rojo es el residuo de fraccion fina que queda después de la extraccién
de aluminio de la bauxita. La composicién del lodo rojo varia dependien-
do de la calidad del mineral y los métodos de procesamiento. El agua en
contacto con el barro rojo proveniente del proceso por digestién alcalina
(método Bayer) es salina entre 1.4 y 28.4 mS/m (miliSiemens/metro) y
altamente alcalina, hasta pH 13 (Lockwood et al., 2014). Por otro lado, el
tratamiento de la bauxita por digestion con acido sulftrico a 98 % para
producir sulfato de aluminio tipo B puede generar aproximadamente 25 %
de residuo (Veldsquez & Martinez, 2014) y generar lodos rojos con pH<4.0.

Los lodos rojos se componen principalmente de 6xidos de hierro,
titanio, aluminio, silicio, calcio, magnesio y otros compuestos menores.
Mineralégicamente, se encuentran constituidos por rutilo, hematita,
magnetita, ilmenita y trazas de sodalita (Folgoso Novoa et al., 2015), ca-
racteristicas que le permiten su aplicacién en la fabricacién de cementos
beliticos, su uso como catalizador en reacciones quimicas, en procesos de
depuracién de aguas y como neutralizador de suelos, entre otros (Alexan-
der & Moreno, 2019).

Los procesos industriales de extracciéon de aluminio a partir de bau-
xita generan grandes cantidades de residuos que provocan subsecuentes
impactos ambientales. La afectacién negativa de la industria sobre el am-
biente ha inducido a la bisqueda de sistemas de reparacién de las cadenas
productivas donde se planteen alternativas para dar valor a dichos resi-
duos. Por lo anterior, este trabajo presenta una alternativa para el aprove-
chamiento de los lodos rojos acidificados generados como subproducto de
la digestién de bauxita con 4cido sulfirico para la obtencién de sulfato de
aluminio tipo B. La investigacién se centra en el andlisis de las propieda-
des del lodo rojo, mecanismo de neutralizacién y posibles usos.

Metodologia

Caracterizacion del lodo rojo acidificado

Secado del lodo

La empresa productora del sulfato de aluminio por via 4cida proporcioné

las muestras de mineral bauxita (B) y de residuos o lodos rojos (LR) re-
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colectados de diferentes sectores de la laguna de disposicién de residuos
(LR1, LR2 y LR3). Con los lodos se conformé una muestra compuesta. Las
muestras se mezclaron manualmente por medio de paletas metalicas du-
rante 2 horas para lograr la homogenizacién. Luego, se almacenaron y
rotularon manteniendo la humedad natural. Se tomaron 100 g de lodos
rojos acidificados y se secaron en una estufa a +105 °C por 24 horas para
determinar el contenido de humedad natural. Una muestra representati-
va de 5 kilogramos de lodos se secé a +105 °C hasta obtener peso cons-
tante. Las muestras secas fueron molidas y pasadas por tamiz No 50, con
el fin de eliminar fibras plasticas y otras impurezas presentes antes de su
almacenamiento. A partir de las muestras molidas se realizaron analisis
de color, pH, salinidad, capacidad de intercambio catiénico y textura por
método de Bouyoucos aplicando las normas técnicas colombianas referi-
das para suelos.

Anadlisis mineraldgico por difraccién de rayos x (Drx)

En el difractémetro de rayos X (marca PANalytical modelo X PERT PRO MPD)
se midieron las muestras en una configuracién 6ptica de Bragg—Brentano
con un detector de estado s6lido de alta velocidad para la adquisicién de
datos denominado pixcel y con un tubo generador de rayos x con dnodo
de cobre (longitud de onda de 1.54 A). Luego, se determinaron las estruc-
turas cristalogréaficas por medio del software xpert Highscore plus, y la lis-
ta de minerales se ajustaron a partir del anélisis de perfil de lineas con los
establecidos en la biblioteca del programa.

Anadlisis por fluorescencia de rayos x (FrRx)

Las muestras en polvo, secadas y tamizadas por tamiz No 100, fueron
usadas para elaborar pastillas de 37 mm de diametro, sobre las cuales
se realizaron las medidas en el espectrémetro de fluorescencia de rayos
X; Magixpro PW-2440 philips (wpxrF) equipado con un tubo de rodio, con
potencia maxima de 4 kw. La sensibilidad del equipo era de 100 ppm en
la deteccién de elementos pesados metélicos. Se excluyd la lectura de H, c,
Li, Be, B, N, 0 y los elementos transuranicos.
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Neutralizacion del lodo rojo acidificado
Tratamiento alcalino con hidréxido de sodio

Una muestra de 100 g de lodos rojo acidificado, seco y tamizado fue hi-
dratado con 40 g de agua, agitada fuertemente con una espatula y dejada
en hidratacién por 1 hora. La pasta fue mezclada con adiciones de 5 ml de
solucion de hidréxido de sodio al 5 % para tomar medidas de variacién de
PH con el potenciémetro de electrodo marca Schott. La mezcla era homo-
genizada luego de cada adicién del agente alcalino, para realizar la lectura
de pH. Con los resultados obtenidos de la alcalinizacién en medio hiime-
do, se determinaron posteriormente las cantidades del agente alcalino en
solido para realizar la neutralizacién en seco.

Tratamiento alcalino con oxido de calcio (cal)

Se repiti6 la metodologia aplicada para el tratamiento con hidréxido de
sodio.

Determinacién del limite pldstico, limite liquido e indice de plasticidad

Se calculé el limite de plasticidad de las muestras de lodo rojo alcaliniza-
das con hidréxido de calcio. La determinacién del limite plastico se reali-
z6 aplicando la norma INV. E 126-13. Se elaboraron manualmente rollos de
3 mm de didmetro que se amasaban y se enrollaban de nuevo hasta lograr
el desmoronamiento de la muestra al elaborarse el rollo. Los pedazos se
recolectaron y secaron para determinar el contenido gravimétrico de agua.

El limite liquido de las muestras de lodo se determiné a partir de
150 g de lodos seco y pasados por tamiz No 40. Se prepar6 una pasta de
consistencia que permitiera lograr el cierre de la ranura realizada sobre la
muestra ubicada en la cuchara de Casagrande usando entre 25-35 golpes,
aplicando caida de la cazuela de 10 mm. Por ultimo, se determiné la can-
tidad de humedad en la muestra, y se relacionaba la cantidad de golpes
aplicados.

El indice de plasticidad se determiné a partir de la diferencia entre el
limite liquido y el limite plastico.
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Elaboracion de materiales ceramicos
Fabricacion de probetas

La neutralizaciéon con cal comercial se realizé sobre la muestra de lodo
fresco. La alcalinizacion se detuvo entre pH 9-10. La cantidad requerida
para alcalinizar fue de 25 g de cal sélida/kg de lodo rojo 4cido. Se elabora-
ron mezclas usando el lodo alcalinizado con cal y la arcilla de la ciudad de
Villavicencio. Esta tiltima ya ha sido estudiada en trabajos anteriores para
la fabricacién de construcciones con tierra cruda. La proporcién de mez-
cla de la arcilla con los lodos acidos y alcalinos se mantuvo en relacién 1:1
peso:peso. Se realiz la determinacién del limite de Atterberg de acuerdo
con la norma NTC 4630 para las muestras de bauxita (), lodo rojo acido
(LA), lodo rojo alcalinizado con cal (LR-T), arcilla de Villavicencio (V).

El secado verde se llevé a cabo a temperatura ambiente por 24 horas
y en horno a 100 °C por 3 horas. La calcinacién se realizé en mufla du-
rante 60 minutos a 900 °C. Se debe tener en cuenta el desprendimiento
de vapores azufrados provenientes del remanente de sulfatos presentes
en los lodos. Los pequerios cuerpos de prueba no se extrusaron, solo se
moldearon a presion.

Las pequefias muestras fueron medidas y pesadas antes y después de
cada proceso de secado. También se determiné el porcentaje de contrac-
cién usando inmersién en mercurio y se estableci6 la absorcion de hume-
dad de acuerdo con la norma NTC 4205.

Resultados y discusion

Caracterizacion de las muestras de bauxita y lodo rojo
acidificado

Las muestras de lodo presentan un olor fuerte, caracteristico del aluminio
metalico. En la figura 1 se pueden observar las diferencias de color de las
muestras de lodos himedas y secas comparadas con la bauxita natural.
Los lodos himedos presentan colores rojo-marrén, y los lodos secos exhi-
ben colores amarillos, caracteristica relacionada con las reacciones de hi-
dratacién de las diferentes especies que lo componen, en especial debido
a los 6xidos de metales de transicién.
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Figura 1. Muestras de lodos rojos recolectados en la laguna de disposicion
final de residuos del proceso de acidificaciéon de bauxita

llustracién propia.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la bauxita y de los lodos rojos residuales
recolectados del proceso de extraccién de sulfato de aluminio tipo B

Color 2.5YR4/10 7,5YR4/2 10YR5/6
Humedad (%) 28.7 54.7 9.0
pH 6.37 3.17 ND
Conductividad (dS/m) 0.89 12.46 ND
CIC (meq/100g) ND 2.1 ND

Elaboracién propia.

Los colores correspondientes a las muestras de bauxita y de los lodos
residuales hiimedos y secos reportan colores diferenciables en tonalida-
des que inicia en el tono naranja medio oscuro en la muestra de bauxita
natural, y luego, con la digestién 4cida los lodos himedos exhiben colores
amarillo rojizos en tonalidad marrén, que con el secado terminan en tona-
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lidades mas amarillas (tabla 1). La goetita es uno de los minerales que mas
aporta al color rojizo del lodo residual. Por tanto, la pérdida de elementos
como el hierro y manganeso podrian generar el viraje de color hacia tona-
lidades marrén claros.

El pH de la muestra de bauxita natural es levemente acido (tabla 1). Los
lodos rojos, al provenir del proceso de extraccion con acido sulfdrico, man-
tienen una alta acidez, pH menores a 4.0. Los lodos rojos presentan alta
conductividad eléctrica, lo que indica una salinidad fuerte, es decir, alta
formacién de iones en las mezclas hidratadas. Sin embargo, el intercam-
bio catiénico de los lodos es bajo. Son deficientes en la retencion de iones
positivos, lo que desfavorece su uso como fertilizantes en el area agricola.

Las muestras secas fueron analizadas de acuerdo con el método de
Bouyoucos con el fin de determinar la textura de los lodos rojos. Aun-
que se sigui6 el protocolo de acuerdo con la norma colombiana vigente,
luego de la agitacién mecanica de las suspensiones de lodos, al colocar la
muestra en la probeta con el higrémetro, se observé un répido arrastre de
las particulas en menos de 15 minutos (figura 2). Tras repetir los ensayos
anteriores por triplicado, se realizaron tres lavados con agua destilada a
una muestra de 25 g de los lodos rojos. Las extracciones obtenidas del la-
vado del lodo rojo seco generaron una solucién amarilla con pH de 4.0. La
solucién extraida se sec en estufa a 100 °C, con lo que se obtuvo 10.6 %
de solido amarillo.

Figura 2. Imagen del ensayo de Bouyoucos realizado por
triplicado para determinar la textura del lodo rojo

Imagen propia.
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Figura 3. Recoleccién de magnetita a partir de las muestras
decantadas provenientes del ensayo de Bouyoucos

Imagen propia.

Las muestras decantadas provenientes del ensayo de textura fueron
lavadas con agua destilada por triplicado. Luego, por flotacién se logré la
separacién de particulas de mineral negro que presentaba propiedades
magnéticas, magnetita (figura 3). Aunque se realizaron nuevamente tres
lavados a los lodos separados, se realizé6 nuevamente el analisis de tex-
tura, pero persisti6 la rapida decantacién de las particulas. Teniendo en
cuenta los resultados descritos, se infiere que las muestras de lodo contie-
nen sulfato de aluminio remanente, el cual actia como agente coagulante
y sedimentador de los propios lodos.

La bauxita presenta altos contenidos de aluminio, hierro, silicio y un
valor representativo de titanio de acuerdo con los resultados extraidos del
andlisis por fluorescencia de rayos X (FRX), los cuales se presentan en la
tabla 2. El proceso de digestién acida del mineral con 4cido sulfirico cau-
sa la pérdida de aluminio, elemento transformado en sulfato de aluminio
y aumenta la concentracién de azufre en los lodos rojos. Como resultado
del proceso industrial, también se incrementa la composicién porcentual
de silicio y titanio, pero se disminuye la concentracién de hierro.
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Tabla 2. Composicién quimica de los elementos representativos presentes en la
bauxita y lodo rojo obtenida por analisis de fluorescencia de rayos X (FRX)

Elemento Bauxita (%) Lodo rojo (%)
Aluminio 49.42 19.86
Hierro 25.68 8.20
Silicio 20.70 4479
Titanio 3.05 4.51
Calcio 0.15 0.1
Cloro 0.02 0.2
Azufre 0.44 21.58

Elaboracién propia.

El anélisis de difraccién de rayos x (DRX) permiti6 identificar las es-
tructuras mineralégicas concordantes con los elementos quimicos deter-
minados por FRX que se encontraron en las muestras de bauxita y lodo
rojo (figura 4). Los analisis de los difractogramas se realizaron por medio
del software xpert Highscore plus. En las tablas 3y 4 se presentan las fases
cristalinas mas representativas para cada uno de los elementos identifica-
dos por FRX en las muestras de bauxita y lodo rojo, tomando como para-
metro de revision el factor RIR. Las estructuras cristalograficas se ajusta-
ron comparando el analisis de perfil de lineas de los difractogramas con
los establecidos en la biblioteca del software. Fases cristalinas de la goetita
y la gibsita dejan de ser representativos en las muestras acidificadas, lo
que concuerda con los anélisis de cambio de color del mineral bauxita
durante el proceso industrial. Es importante remarcar la presencia de ti-
tanio en las muestras de lodo rojo, ya que este elemento incide en las pro-
piedades de resistencia mecénica de los materiales de construccién que lo
contienen.
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Figura 4. Difractogramas del mineral de bauxita y del lodo rojo
obtenido por analisis de difraccion de rayos X
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Elaboracién propia.
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Tabla 3. Correlacion de las fases cristalinas obtenidas por analisis DRX con el
elemento quimico obtenido por andlisis FRX en la muestra de bauxita

Gibsita 2,35 1,97

Berlinita 3,98 1,73
Aluminio

Pentaoxotitanato de aluminio 3,7 1,63

Caolinita 2,56 1,18

Oxohidroxido de hierro 4,5 3,12

Montroseita 4,05 2,56
Hierro

Goetita 4,31 2,48

Magnetita 5,68 5,22

oxido de silice 2,65 3,41

Cuarzo 2,65 3,15
Silicio

Zirconio 4,65 5.1

Cristobalita 2,17 6,41

Pentaoxititanato de aluminio 3,7 1,63
Titanio

Rutile 4,22 3,6

Sulfuro de bario y vanadio (IV) 4,3 10,77
Azufre

Azufre 2,97 20,26

Elaboracién propia.

Tabla 4. Correlacién de las fases cristalinas obtenida por analisis DRX con el
elemento quimico obtenido por andlisis FRX en la muestra de lodo rojo

oxido de silicio 2,65 3,41
Silicio Cristobalita 2,32 513
Cuarzo 3,91 5,86
Azufre Azufre 2,12 1,06
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Berlinita 3,98 1,73
Aluminio

Caolinita 2,56 1,18

Limenita 4,91 2,94

Magnetita 5,21 5,05
Hierro

Hematita 5,27 4,23

Magnesioferrita 4,46 4,19

Titanomagnetite 5,01 4,74

Anatase 3,81 4,92
Titanio

Candilita 3,51 2,32

Rutile 4,23 3,68

Elaboracién propia.
Proceso de alcalinizacion del lodo rojo acido

Los lodos rojos acidos fueron alcalinizados por medio de dos tratamientos
alcalinos. El primero consisti6é en adicionar proporciones de solucion de
hidréxido de sodio al 5 %, y el segundo, con la aplicacién de una solucién
de hidréxido de calcio de la misma concentracién. Las graficas de alcali-
nizacién muestran diferencias en la velocidad de reaccion (representada
por la tangente de la curva). La reaccién de los lodos rojos con hidréxido
de sodio muestra una pendiente mayor que la generada con la adicién del
hidréxido de calcio.

En la figura 5 se presentan las curvas de alcalinizacién de los lodos
rojos con hidréxido de sodio. El valor de pH 9.0 se obtuvo usando 30 ml
de la solucién al 5 %, lo que es equivalente a la aplicacién de 1.5 g de hi-
dréxido de sodio sélido para una muestra de 100 g de lodo rojo hidratado.
Aunque se logra la alcalinizacién del lodo rojo con hidréxido de sodio, no
se eligi6 este producto por su mayor caracter oxidante y por el costo del
tratamiento.

Enlafigura 6 se observa la variacién del pH al adicionarse el hidréxido
de calcio al 5 %. La cantidad necesaria de 6xido de calcio s6lido calculado
a partir del grafico para alcalinizar 100 g de lodo rojo apH 9.0 esde 2.5 g
de cal. Por tanto, para lograr la alcalinizacién de una tonelada de lodo
rojo se requieren 25 kg del agente alcalino. Si el precio por kilogramo de
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cal fuese de 2 délares, el tratamiento de alcalinizacién de una tonelada de
lodo rojo costaria aproximadamente 50 délares. Sin embargo, es necesa-
rio ajustar el valor a las condiciones de la empresa, teniendo en cuenta el
nivel de pluviosidad sobre la piscina, las lixiviaciones, la cantidad de agua
de lavados, otra clase de residuos presentes en los lodos, entre otros.

El ion calcio es un componente desgrasante de las arcillas usadas en
elementos de mamposteria. La presencia de calcio modifica el color im-
partido por el hierro. Sin embargo, las manchas blancas en los compues-
tos que contienen bajas cantidades de carbonato de calcio podrian gene-
rar hinchamiento al absorber humedad del ambiente. El ion sodio o el
calcio son intercambiables, asi que, durante la cocciéon permiten que otros
fundentes ingresen en los espacios vacios. El indice de plasticidad y curva
de secado se ve afectado de forma diferente por cada uno de los iones. Con
el ion sodio el secado es mas lento, pero puede existir mayor hinchamien-
to (Zea Osorio, 2005).

Figura 5. Curva de alcalinizacién del lodo rojo usando solucién de hidréxido de sodio al 5 %
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Elaboracién propia.
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Figura 6. Curva de alcalinizacion del lodo rojo usando solucién de hidréxido de calcio al 5 %
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Elaboracién propia.

Se seleccion6 como valor de alcalinizacién el pH 9.0 debido a que, en
ensayos previos, con valores menores de pH, las muestras terminaban ge-
nerando eflorescencia durante el secado verde, el cual se entiende como el
secado de la muestra a temperatura ambiente (figura 7).

El tratamiento del lodo rojo acido himedo, es decir, de la muestra to-
mada de la laguna de vertimiento de residuos, requiere de agitacién fuer-
te y constante para hidratar y homogenizar las adiciones de la cal sélida
(oxido de calcio). En este trabajo se utilizaron espatulas anchas con el fin
de tener un buen control de mezcla. La falta de homogenizacién de las
muestras generaba puntos blancos en los productos finales. Se propone
la alcalinizacién con el agente alcalino en seco para evitar el consumo de
aguay aprovechar la humedad natural de los residuos.

El comportamiento inicial de las muestras alcalinizadas con cal se
estudi6 a partir de la elaboracién de pequefios cubos, los cuales fueron
amasados adicionando la cantidad de agua suficiente para tener una pasta
plastica y permitir la trabajabilidad. También, se realizaron ensayos pre-
vios cualitativos con bauxita natural adicionada con lodos, sin y con tra-
tamiento alcalino con hidréxido de calcio. Los cuerpos de prueba presen-
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taron manchas blancas asociadas a eflorescencias, aparicion de cristales
de sales en la superficie de la muestra causadas por el hidréxido de calcio.

Figura 7. Muestras calcinadas a 900 °C usando lodo rojo residual 4cido (7), lodo
rojo alcalinizado con solucién de cal al 5 % (13), lodo rojo acido mezclado con
bauxita (9, 11y 12) y lodo rojo alcalinizado mezclado con bauxita (8 y 10)

Imagen propia.

Los limites de Atterberg, referidos como el limite liquido, limite plas-
tico e indice de plasticidad de las muestras, se presentan en la tabla 5.
El indice de plasticidad determinado a partir de los resultados del limite
liquido y el limite plastico de las muestras alcalinizadas se proyectaron so-
bre el diagrama de Casagrande (figura. 8) para determinar la plasticidad
de las mezclas.

Como resultado, se obtuvo que la bauxita natural presenta una plasti-
cidad alta, la cual se pierde al realizarse el proceso de digestion acida con
acido sulfurico. El lodo rojo tratado con cal present6 un comportamiento
maés plastico con la alcalinizacién. Las muestras presentaron consistencia
limosa de mediana plasticidad. La arcilla de Villavicencio se referenci
como una arcilla de mediana plasticidad, lo que la categoriza como media-
namente moldeable en términos de trabajabilidad.

El contenido remanente de sulfato de aluminio en las muestras de
lodo rojo acido no permitié la determinacién de la textura. Por tanto, no
se logré determinar las fracciones de arcilla, limo y arena presentes en
las muestras. Estos porcentajes resultado del ensayo de textura por mé-
todo de Bouyoucos se podrian utilizar para proyectar su aplicacién como
material cerdmico al ubicar los porcentajes sobre el tridngulo de Winkler
(Garcia-Leon et al. 2018).
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Tabla 5. Limites de Atterberg de las muestras de bauxita, lodo rojo
acido, lodo rojo tratado con cal y arcilla de Villavicencio

B 63.35 33.27 30.08 Alta
LR 28.13 22.14 5.99 Baja
LR-T 47.2 32.23 14.65 Media
\ 36.60 20.52 16.08 Media
LR-T:V (50:50) 40.25 27.92 12.33 Media
LR:V (50:50) 24.64 332 8.56 Baja

Elaboracién propia.

Figura 8. Ubicacion de las muestras de bauxita, lodo rojo acido, lodo rojo
tratado con cal y arcilla de Villavicencio, en el diagrama de Casagrande
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Elaboracién propia.
Elaboracion y caracterizacion del material ceramico

El lodo rojo residual (Lr) del proceso de digestién de la bauxita con acido
sulfarico fue moldeado en pequefios cubos. La cantidad de agua requerida
para la humectacion del lodo seco, molido y tamizado por malla No 10 se
calcul6 teniendo en cuenta la consistencia de la pasta obtenida y la traba-
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jabilidad. De esta manera, también se determiné el volumen de agua para
moldear la bauxita (B), lodo rojo tratado con oxido de calcio (LR-T), y las
mezclas en proporciones iguales de arcilla de Villavicencio (v) con lodo
acido y la arcilla con lodo alcalino (tabla 6).

La mezcla entre bauxita y lodo rojo, tanto acido como alcalino; se
descart6 de los andlisis debido a que, en los ensayos previos, los cuerpos
de prueba obtenidos no presentaban resistencia a la absorcién de agua, y
ademas, las muestras calcinadas se destruian facilmente al ejercer presion
con los dedos.

Tabla 6. Cantidad de agua requerida para humectar las muestras
concediendo buena trabajabilidad a la pasta resultante

Muestra Agua (ml) Agua (%)
B 9.2 15.3
LR 16.1 26.8
LR-T:V (50:50) 13.5 225
LR:V (50:50) 14.7 245

Elaboracién propia.

Las muestras que contienen lodos residuales 4cidos presentan mayor
contenido de humedad, tanto en fresco como al finalizar la calcinacién.
La adicién de arcilla al lodo rojo alcalinizado disminuye la absorci6n de
agua en comparaciéon con las muestras de lodo rojo acido sin tratamiento
quimico. La alcalinizacién del lodo también disminuye la retraccién de las
probetas calcinadas (tabla 7). La arcilla de Villavicencio present6 6ptimos
valores de secado y contraccién para su aplicacién en la elaboracién de
materiales de mamposteria.

Tabla 7. Resultados de secado a temperatura ambiente, secado por coccién
a 900 °Cy retraccion de la muestra posterior al proceso de calcinacion

Muestras Secado ambiente (%) Secado calcinacién (%) Retraccioén final (%)
B 11,7 19,6 57
RL 18,7 33,7 9,8
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RL-T 14,3 12,4 6,9

\% 12,6 23,2 3,6

LR:V (50:50) 16,6 34,3 8,9
LR-T:V (50:50) 10,6 21,0 7.1

Elaboracién propia.

El comportamiento hidrofilico de las muestras calcinadas se determi-
né con el ensayo de absorcién de agua. Las muestras elaboradas solo con
bauxita mineral y las muestras fabricadas solo con lodo rojo acido, pre-
sentaron deformacion total al contacto con el agua (figura 9). La muestra
elaborada a partir bauxita mineral y lodo rojo alcalinizado permanecid
inalterada durante las 24 horas del ensayo, pero al hacer presion con los
dedos, finalmente de desmorond.

Figura 9. Imagenes del seguimiento a la descomposicién de las
muestras calcinadas sumergidas en agua por 24 horas

Imagen propia.

El seguimiento a la absorcién de agua por 24 horas se realizé sobre las
probetas elaboradas con lodo rojo acido y arcilla Villavicencio y sobre las
conformadas por mezcla de lodo rojo alcalinizado y arcilla Villavicencio,
cada una de las mezclas en proporcién 50:50 en peso. En general, la alcali-
nizacién del lodo permite obtener mejores propiedades hidrofébicas. Las
probetas calcinadas usando el lodo tratado no se deformaron durante las
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24 horas de inmersién y soportaron el secado en horno a 100 °C. Al pre-
sionar las muestras con los dedos no se desmorona. El color de la muestra
es salmon rojizo, llamativo para el uso en disefio arquitecténico. No se evi-
dencia eflorescencia ni manchas blancas sobre las probetas. En general, se
puede indicar que las muestras de lodo rojo alcalinizado al mezclarse con
arcillas con caracteristicas apropiadas para el uso en mamposteria pueden
generar un producto util en la industria ceramica y contribuir de esa ma-
nera en la disminucién de la afectacién negativa sobre el medio ambiente.

Figura 10. Imagen de seguimiento de descomposicién en agua de probetas elaboradas en
proporcién 50:50 de lodo rojo acido:arcilla V'y probetas de lodo rojo alcalino: arcilla V

Elaboracién propia.

Conclusiones

Los lodos rojos presentan pH< 3,0 y un factor de decantacién alto debi-
do a los residuos remanentes de sulfato de aluminio. Teniendo en cuenta
el aprovechamiento que se pueda dar a este subproducto, se sugiere la
construccién de una piscina de lavados de los lodos salientes y generar el
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reciclaje del agua al proceso, con el fin de aprovechar el acido presente y
de extraer el sulfato que se encuentra en exceso.

La alcalinizacién de los lodos rojos acidificados usando solucién de
hidréxido de sodio fue analizada para su aplicacién en la fabricacién de
materiales cocidos en mufla. No obstante, los resultados mostraron la
inestabilidad a la presion y a la absorcion de agua.

La alcalinizacién del lodo rojo es posible usando cal en concentracién
de 25 g/kg de lodo rojo 4cido. La calcinacién de las muestras a 900 °C del
lodo rojo alcalinizado mostré que mejora las caracteristicas del lodo rojo
acido pero que requiere de una arcilla con caracteristicas 6ptimas para
su aplicacién en elementos ceramicos o de mamposteria. La adicién de la
arcilla Villavicencio en proporcién igual a la cantidad de lodo alcalinizado
permitié obtener probetas que no destifien, no produce eflorescencia ni
sufren deformacion significativa al sumergirlas en agua. Tampoco apare-
cen fisuras ni se explotan durante el proceso de coccién.

Es necesario que las empresas que generan estos residuos ensayen los
procesos de alcalinizacién con fin de dar aplicacién a esas grandes canti-
dades de subproducto y mitiguen el efecto nocivo sobre el ambiente.
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Resumen

Los ésteres de acidos grasos son moléculas con una amplia gama de apli-
caciones en la industria. El uso de lipasas (E.c. 3.1.1.3) para sintesis de
estos se ha realizado principalmente por fuentes microbianas; sin embar-
go, la bisqueda de biocatalizadores ha aumentado en los tltimos afios.
Los organismos acuaticos son una fuente interesante de investigar. En el
norte de México, el camardn patiblanco (Litopenaeus vannamei) es un
importante recurso pesquero y acuicola. El principal desecho que se gene-
ra a partir del procesamiento de este crustaceo es el cefalotérax, que con-
tiene hepatopancreas, rgano digestivo y reservorio de enzimas hidroliti-
cas (proteasas, carbohidrasas y lipasas/esterasas). Debido a lo anterior, el
objetivo del presente trabajo es evaluar el potencial en sintesis orgéanica
de las lipasas/esterasas del hepatopancreas de L. vannamei. Para ello se
utilizé 2,2,4-Trimetilpentano como solvente de reaccién e isobutil alcohol,
alcohol oleilico y acido oleico como reactantes para su esterificacién. Se
estudié mediante acoplamiento molecular, la interaccién de pvL (lipasa
digestiva de L. vannamei) con isobutil y oleil oleato, y se mostraron afini-
dades de -5.2 y -5.6 kcal /mol, respectivamente. Mientras tanto, por cro-
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matografia de capa fina se llev el monitoreo de los productos de sintesis
isobutil oleato y oleil oleato, en el que se observé que las enzimas lipoli-
ticas del camaroén, asi como la lipasa b de Candida antarctica, sintetizan
dichos ésteres bajo las mismas condiciones de reaccién. Por lo tanto, el
hepatopancreas de L. vannamei, al mantener activas sus enzimas lipoliti-
cas después de ser desechado, resulta ser una interesante fuente de bioca-
talizadores para sintesis organica de compuestos de interés farmacéutico,
cosmético y alimentario.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, sintesis organica, bioinformati-
ca, ésteres de acidos grasos.

Introduccion

Los ésteres de acidos grasos son moléculas con un sinfin de aplicaciones
en la industria (Gandhi et al., 2000). Los ésteres de cadena corta y media
son utilizados como fragancia y saborizante (Brault et al., 2014), mien-
tras que ésteres de cadena larga, ramificados y con insaturaciones en la
cadena acilo, como los ésteres de oleico (butil oleato, isopropil oleato y
oleil oleato), son empleados en cosméticos como emoliente, surfactante, y
agente acondicionador y en la industria textil como aditivo en polimeros y
plastificantes (U.S. Food and Drug Administration (Fpa), 2022; Sakamoto
etal., 2017).

La produccién de ésteres es realizada principalmente por sintesis qui-
mica o extraccién de fuentes naturales, procesos que requieren elevadas
temperaturas y generan subproductos téxicos. Otra alternativa es por via
enzimaética, en el que se utilizan biocatalizadores estables en solventes or-
génicos, que presenta alta especificidad de sustrato y en el que se realiza la
catalisis a diferentes condiciones de temperatura y pH, con lo que se evita
la generacién de subproductos (Martins et al., 2014).

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas; E.cC. 3.1.1.3) son enzimas que
catalizan una variedad de reacciones de esterificacién en medio no acuo-
so, como interesterificacion, amidacién, alcohdlisis y transesterificacién
(Albayati et al., 2020). En la bisqueda de nuevas fuentes de enzimas de
menor costo, las lipasas digestivas de crustaceos son candidatos potencia-
les por sus propiedades cataliticas (Cherif et al., 2007; Zarai et al., 2012).
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En el estado de Sonora, uno de los principales recursos pesqueros es
el camarén patiblanco (L. vannamei), crustaceo con una produccién de
65 mil toneladas al afio (Reyes, 2020; Secretaria de Agricultura, Gana-
derfa, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), 2018). El hepa-
topancreas de los camarones es un 6rgano digestivo que se encuentra en
el cefalotérax (cabeza), y es desechado por el sector pesquero puesto que
carece de valor comercial. Sin embargo, este es un reservorio de enzimas
digestivas (Gibson, 1979).

En L. vanammei se han reportado enzimas responsables de la diges-
tién de lipidos como la lipasa digestiva (pvL), capaz de hidrolizar triacil-
glicéridos (TAGS) de cadena larga (cadena de 12 a 26 carbonos) y cadena
corta (cadena de 4 a 6 carbonos) (Rivera-Pérez et al., 2011). Dicha lipa-
sa es estable a temperaturas mayores a su 6ptima en solventes organicos
(Maytorena, 2011), y ha sido estudiada en la produccién de biodiesel en
medios orgénicos (Rakkan et al., 2017).

Esta investigacion busca evaluar una fuente alternativa de biocatali-
zadores de bajo costo para la industria y, a la vez, contribuir con alterna-
tivas para el aprovechamiento de un subproducto de la pesca en el norte
del pafs, con la ayuda de herramientas bioinformaticas y experimentales
que permitan la caracterizacion de las lipasas/esterasas del camarén pa-
tiblanco.

Metodologia
Estudio in silico

Obtencion de secuencia, construccion y validacién de modelo
tridimensional

Mediante la plataforma National Center for Biotechnology Information
(NcBI) se obtuvo la secuencia de aminoacidos de la lipasa digestiva de L.
vannamei (GenBank ID: ACU57197.1). Para la construccién de su estructura
tridimensional, la secuencia se introdujo en el servidor swiss-MODEL, y la
estructura resultante se visualizé en UcsF chimera (v1.15), con lo que se
confirmé que el sitio de enlace al sustrato estuviese descubierto. Poste-
riormente, la estructura tridimensional se someti6 a una evaluacién de
calidad en prosa-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php),

124



Potencial en sintesis organica de las lipasas de Litopenaeus vannamei: un analisis in silico
e in vitro

y en el metaservidor de saves v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu/) con las
herramientas verify 3D y PROCHECK.

Preparacion de ligandos y acoplamiento molecular

En la base de datos pubchem, se obtuvieron las estructuras de isobutil
oleato (Pubchem cID: 6436361) y oleil oleato (pubchem cid: 5364672). A
ambas se les realizé una optimizaciéon geométrica en Avogadro (1.2.0) y
se les afiadi6 el campo de fuerza UFF. El acoplamiento molecular se lle-
v6 a cabo en Autopock vina (2.1.1) y en el visualizador pymoL (1.3.), en el
que se determiné un tamario de caja de 19x19x19 A (coordenadas de caja:
x= 32.22, y= 79.95., z= 23.02) alrededor del sitio activo ser134 (flexible),
Asp307 e His338 y con un espaciado de 1 A

Para la eleccion del complejo enzima-sustrato se consideré una dis-
tancia menor a 5 A entre el oxigeno de la serina catalitica y el oxigeno del
enlace éster. Finalmente, en el software BIOVIA Discovery studio visualizer
2021 (v21.1.0.20298) se analizaron las interacciones intermoleculares.

Estudio in vitro
Obtencion de extracto enzimdtico

Residuos de cefalotérax de camarones (L. vannamei) fueron recolectados
de pesquerias de las costas de Sonora. Las muestras de hepatopéancreas
se almacenaron a 0 °C para su transporte al laboratorio y posteriormente
para la extraccién de hepatopéancreas. Brevemente, este se homogenizo y
se centrifug a 10,000 gramos (g) por 30 minutos (min), a 4 °C. Posterior-
mente, se traspaso el sobrenadante (500 pL) del extracto a un nuevo tubo
y se afiadieron 500 pL de isooctano frio (-20 °C). Se generd vortex por
60 segundos (s) de forma intermitente hasta homogenizar, y nuevamente
se centrifugd a 10,000 g, por 5 min a 4 °C para separar la fase acuosa y la
fase organica. La fase organica se desechd, mientras que a la fase acuosa
(extracto enzimatico) se le realiz6 el mismo tratamiento anterior dos ve-
ces més hasta obtener un extracto enzimatico delipidado.
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Cuantificacién de proteina

Se determiné la concentracién de proteina del extracto enzimético por
método de Bradford (1976), empleando albumina sérica bovina (BSA)
como estandar.

Ensayo de actividad lipasa

Para la cuantificacién de actividad enzimaética se utiliz6é un sustrato colo-
rimétrico. Brevemente, en la microplaca se depositaron 10 pL (0.08 mi-
ligramos [mg] de proteina) extracto enzimético y 190 pL de emulsién, la
cual se prepar6 mezclando 18 partes de la solucién amortiguadora (25 mm
tris-HCI; 150 mMm Nacl; Triton x-100 0.1 % (p/v), pH 8.0) por una parte de
sustrato de 10 mm p-nitrofenil butirato disuelto en bMso.

La pendiente se obtuvo mediante 31 lecturas cada 30 s en agitacién
media entre cada medicién. Se determiné actividad lipasa a 410 nm a
40 °C. Una unidad de lipasa corresponde a la cantidad de enzima que
libera 1 pmol de p-nitrofenol por minuto.

Electroforesis y zimograma de actividad lipasa

El perfil de proteinas del extracto enzimatico (30 pg de proteina) se ana-
lizé por electroforesis en gel de poliacrilamida sps-pAGE al 12 %. La elec-
troforesis se llevé a 15 mA (miliamperios) a una temperatura de 4 °C. Se
utilizé un marcador de bajo peso molecular (BiI0-RAD low-range SDS-PAGE
standards, 161-0304). Para determinar actividad lipasa, una vez termi-
nada la separacién de proteinas, el gel fue sumergido en una solucién de
50 mM, Tris-HCl y Tritén X-100 al 1.0 %, pH 8.0) por 30 min.

Terminado este tiempo, se realizaron dos lavados con agua destilada.
Por ultimo, se incubé el gel por 15 min en una solucién de 50 mm Tris-Hcl,
pH 8.0 con 100 uM de metilumbeliferil butirato (MUF-Butirato) disuelto en
DMSO.

La visualizacién del zimograma se realiz6 bajo luz uv. El tefiido del gel
se llevé a cabo con solucién de azul de coomassie (0.025 % coomassie Bri-
lliant Blue R250, metanol 40 % (v/v), cido acético 7 % (v/v) durante 2 ho-
ras (h), y se destifi6 realizando lavados en una solucién de etanol al 70 %.
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Sintesis enzimdtica de ésteres de dcidos grasos

La sintesis de los ésteres de oleico se llevo a cabo en un volumen de reac-
cién de 1 mililitro (mL) a una relacién molar 1:15 (acido oleico: alcohol)
en 2,2,4-Trimetilpentano (isooctano). Los alcoholes utilizados fueron los
siguientes: isobutil alcohol y alcohol oleilico. Brevemente, se adicionaron
100 pL de extracto fresco (0.02 U/mg) y una porcién apropiada de tamiz
molecular para generar condiciones anhidras. La reaccién se incubd a
40 °Cy 1,300 revoluciones por minuto (rpm) durante tres dias. Se utilizé
la lipasa B de Candida antarctica (CALB) inmovilizada en immobead 150
(12.5 mg) como control positivo.

Cromatografia en capa fina

Para la deteccién y monitoreo del producto de sintesis se utiliz6 cromato-
grafia en capa fina (TLC) cada 24 horas. Se emplearon cromatoplacas de si-
lica gel en ldminas de aluminio y una fase mévil hexano/éter etilico/acido
acético glacial (95:5:1 v/v/v). Se inyectaron 2 pL de producto de reaccién,
y se utilizé como estdndar el 4cido oleico y etil oleato. Por otro lado, la
reaccion con CALB se realiz6 en placas de silice con soporte de cristal y una
fase movil de relacion 90:10:1 (v/v/v) de Hexano/etil acetato/acido acéti-
co glacial. Los productos de sintesis fueron visualizados utilizando yodo
sublimado hasta la aparicién de manchas.

Resultados y discusion

Estudio in silico

Modelo tridimensional

Mediante la plataforma en linea swiss-MODEL se construy6 el modelo tridi-
mensional de PvL (figura 1) que toma por plantilla objetivo a la estructura
cristalina de lipasa géstrica de perro (PDB ID: 1K8Q), el cual mostré una iden-
tidad de secuencia de 33.71 %. El porcentaje de identidad debajo de 30 %

es un indicativo de que la estructura es poco fiable y presenta inexactitudes
(Bordoli et al., 2009); por lo tanto, el modelo de pvL supera la fiabilidad.
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Figura 1. Modelo tridimensional de la lipasa digestiva de L. vannamei por el
servidor swiss-MODEL, basado en la lipasa gastrica de perro (PDB ID: 1K8Q)

Elaboracién propia.
A: estructura secundaria y triada catalitica en sticks (Ser134, Asp307, His338). B: conformacién abierta de la
lipasa Ser134 indicada en rojo.

Evaluacion del modelo tridimensional

El modelo pvL fue evaluado en prosa-web, que arroja un puntaje de z-sco-
re, el cual realiza una comparacion entre la proteina a evaluar con otras
nativas de tamafio similar depositadas en protein Data bank (Wiederstein
& Sippl, 2007).

En la figura 2, apartado A, el modelo de pvl. mostré un puntaje de
-6.32, con lo que se encontré dentro del rango aceptable de estudios de
rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN) acorde al grafico compara-
tivo.
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Figura 2. Validacion del modelo tridimensional PVL
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Elaboracién propia.
A: Evaluacioén de la calidad general y Z-score. B: Grafico Ramachandran. C: Andlisis de puntuacién perfil 3D-
1D de estructuras proteicas por Verify 3D.

En PROCHECK se realiz6 una evaluacién geométrica a los residuos de
pVL a través del grafico de Ramachandran. Dicho modelo obtuvo 87.5 % de
residuos en la regién favorecida (color rojo), y en la regién no permitida
(color amarillo tenue) tuvo ausencia de residuos (figura 2, apartado B). De
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lo anterior se sugiere que este presenta en su mayoria una distribucion fa-
vorable de sus residuos (Choudhuri, 2014). Sin embargo, valores mayores
a 90 % de residuos en regiones favorecidas es un indicativo de la calidad
del modelo proteico (Laskowski et al., 2006).

En Verify 3D, se examina la similitud del modelo atémico (3D) y su
secuencia de aminoéacidos (1D), que incluye criterios como el area del re-
siduo, fraccién del 4rea de la cadena lateral de atomos polares y estructura
secundaria (Liithy et al., 1992). En la figura 2, apartado c, se indica que
la estructura presenté un 78.59 % en el perfil 3D-1D>=0.2. Se encontrd
debajo de la relacion permitida (>80 %).

Acoplamiento molecular

Para profundizar la interaccién entre pvL y ésteres de acidos grasos, se rea-
lizé acoplamiento molecular con isobutil oleato y oleil oleato obteniendo
la energia de unién de cada complejo (tabla 1). Cabe mencionar que una
baja energia de uni6én (kcal/mol) estima una favorable y estable afinidad
entre el complejo enzima-ligando (Abookleesh et al., 2022). Por lo tan-
to, se asocia que los productos de la esterificacién poseen una potencial
afinidad en la enzima digestiva, ademas de las interacciones resultantes
como puentes de hidrégeno con la serina nucleofilica (responsable de la
catélisis) e interacciones hidrofébicas (figura 3).

Tabla 1. Afinidad de ésteres de oleico en la lipasa digestiva de L. vannamei

Ester de oleico Energia de unién  Distancia oxigeno de
(kcal/mol) Ser134 entre enlace éster
A

Isobutil oleato WW)‘L 5.2 2.9

Oleil oleato i 5.6 3.0

Elaboracién propia.

La especificidad de sustrato (acilo-especificidad) se ha estudiado con-
siderablemente en lipasas. Rivera-Pérez et al. (2011) encontraron que PVL
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es capaz de hidrolizar TAGs de diferente longitud de cadena, pues mues-
tra mayor especificidad en triolefna (1,787.3 + 7.9 U-mg-1). Otras lipasas
digestivas de invertebrados acuaticos, como el cangrejo verde (Carcinus
mediterraneus) y el caracol marino (Hexaplex trunculus), muestran ma-
yor especificidad de hidrolizar tributirina que TAGs de cadena larga, como
los del aceite de oliva (Cherif et al., 2007; Zarai et al., 2012).

Por lo tanto, la lipasa del camarén tiene la capacidad de hidrolizar
sustratos de diferente longitud de cadena; sin embargo, la catalisis en sus-
tratos de cadena larga muestra un microambiente mayormente favorable
entre los residuos del bolsillo de unién de la enzima, tal y como muestra la
simulacién y cinéticas de previos estudios.

Figura 3. Acoplamiento de PVL y ésteres de oleico
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A: Pose del complejo PVL y isobutil oleato. B: Diagrama 2D de interacciones intermoleculares. C: Pose del
complejo PVL Yy oleil oleato. D: Diagrama 2D de interacciones intermoleculares.
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Estudios in vitro
Actividad lipasa de extracto

La actividad lipolitica del extracto enzimatico empleando p-nitrofenil bu-
tirato como sustrato mostré 0.19 + 0.01 U/mg de actividad especifica. En
el trabajo de Chahiniana & Sarda (2009) observaron que lipasas y estera-
sas presentan actividad en medio con p-nitrofenil butirato, sin embargo,
lo hacen a velocidades y parametros cinéticos distintivos. Ademaés, la na-
turaleza soluble del sustrato permite la hidrélisis por ambas enzimas.

Cabe mencionar que hay distinciones entre lipasas y esterasas, como
la capacidad de hidrélisis del sustrato dependiendo de la longitud de ca-
dena: las lipasas son activas en cadenas de acilo largas (mayor de 10 car-
bonos) (Navvabi et al., 2018), mientras que las esterasas prefieren sustra-
tos cortos (menor de 10 carbonos) (Chahiniana & Sarda, 2009).

Asi, el extracto enzimatico del camardn tiene la capacidad de hidroli-
zar sustratos como p-nitrofenil butirato, sin embargo, no se define como
actividad lipasa verdadera al ser un sustrato de cadena corta y soluble,
por lo que es necesario emplear sustratos de mayor longitud o TAGs (Ca-
macho-Ruiz et al., 2015) para definir actividad lipasa verdadera o esterasa
del extracto. Hasta el momento se ha caracterizado y distinguido en algu-
nos crustaceos actividad lipasa verdadera, responsables de la hidrélisis de
TAGS en el proceso de digestién (Rodriguez-Viera et al., 2022).

Perfil proteico y zimograma de lipasas

El perfil de proteinas y zimograma para la deteccion de actividad lipasa/
esterasa del extracto se muestra en la figura 4. En el carril determina-
do como EE, que corresponde al perfil proteinico, se observé una serie de
bandas de diferente peso molecular. Las bandas de mayor intensidad se
encuentran cerca de 97.4 kpa. Las bandas de menor intensidad (5, 6 y 7),
tienen una masa molecular cercana a 45.0, 31.0 y 21.5 kda, respectiva-
mente.

PVL posee una masa molecular de 44.8 kpa (Rivera-Pérez et al., 2011),
mientras que en otros invertebrados como el escorpién (Scorpio Maurus)
es de 50 kpa (Zouari et al., 2005), y en el caracol marino (H. Trunculus),
alrededor de 70 kda (Zarai et al., 2012).
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Figura 4. SDS-PAGE (12 %) de extracto de glandula digestiva de L. vannamei
y zimograma de lipasa/esterasa utilizando MUF-butirato
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Elaboracién propia.
MM: marcador de bajo peso molecular, EE: extracto enzimatico, AL: actividad lipasa

Mediante zimografia (figura 4, carril AL) se detectaron una serie de
bandas con actividad lipasa/esterasa La banda cercana a 45 kpa confirma
la identificacién de pvL, y las bandas de mayor peso, de lipasas intracelu-
lares (Rivera-Pérez, 2010).

Las bandas 6 y 7 corresponden a quimotripsinas reportadas en el
camar6n (Hernandez-Cortés et al.,, 1997). La capacidad de hidrolizar
MUF-butirato se debe a que también pertenecen a la familia serino hidro-
lasa, y comparten propiedades bioquimicas y llevar a cabo un mecanismo
de catalisis similar, por lo tanto, al de lipasas/esterasas.

Sintesis de ésteres de oleico por lipasas digestivas del camarén
El anélisis por cromatografia de capa fina revel6 la aparicién de los com-

ponentes de la reaccién (figura 5, apartado A), que corresponden al aci-
do oleico excedente y a los productos de sintesis de isobutil oleato y oleil
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oleato. En el apartado B se encuentra el anélisis de cromatografia de cALB,
control positivo del ensayo.

Figura 5. Andlisis de la reaccién de esterificacién enzimatica de ésteres de oleico por TL.C
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Elaboracién propia.

A: Extracto enzimatico de L. vannamei empleando una fase mévil hexano/éter etilico/acido acético glacial
(95:5:1). B: lipasa B de Candida antarctica inmovilizada en Immobead 150 utilizando una fase moévil hexano/
etil acetato/acido acético glacial (90:10:1.). Carril 1y 3: isobutil oleato. Carril 2 y 4: oleil oleato; AO STD: estan-
dar acido oleico; EO STD: estandar etil oleato.

El primer acercamiento de sintesis organica llevado a cabo por lipasas
de crustéceos es la lipasa de L. vannamei en la produccién de biodiesel a
partir de aceite de palma residual, con un rendimiento de 91.45 % (Rakkan
et al., 2017). Por otro lado, la lipasa B de Candida antarctica y otras lipasas
microbianas ha sido ampliamente utilizada en la sintesis de ésteres de aci-
dos grasos, en los que se obtuvieron resultados satisfactorios en distintos
sistemas de reaccién (Azudin et al., 2013; Cavallaro et al., 2019).

En la sintesis de etil oleato por la lipasa recombinante de Rhizopus
oryzae inmovilizada en n-heptano, se obtuvo 80 % de conversion del 4ci-
do graso en un lapso de 30 min (Dutra Madalozzo et al., 2014). Ademas,
en la produccién de butil oleato y etil oleato por cepas de Candida antarc-
tica sp. 99-125, se alcanzaron rendimientos de 72.5 % y 18.1 %, respecti-
vamente, después de 11 h de reaccién (Chen et al., 2018).
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En ésteres de acidos grasos voluminosos (empleando alcoholes se-
cundarios), la cALB inmovilizada en un sistema libre de solvente alcanzé
un rendimiento de 92.52 % para la sintesis de isobutil propionato (Kuper-
kar et al., 2014). Sintetizar isobutil y oleil oleato implica la potencial ca-
pacidad de las lipasas/esterasas de L. vannamei en sintesis de moléculas
voluminosas y complejas, caracteristicas deseables en biocatalizadores en
el sector farmacéutica, cosmética y alimentaria.

Conclusiones

Mediante herramientas computacionales se modelé la estructura tridi-
mensional de la lipasa digestiva de Litopenaeus vannamei, la cual cum-
ple con los requisitos para ser utilizada en la simulaciéon de acoplamiento
molecular y estudiar la interacciéon enzima-ligando. El acoplamiento mo-
lecular de la lipasa digestiva de L. vannamei (VL) y ésteres de oleico mos-
traron afinidades prometedoras al interactuar con un residuo catalitico.
Ademas, el extracto enzimatico de camarén sintetizo isobutil y oleil oleato
en un sistema anhidro de isooctano. Con esto revel6 la capacidad de sin-
tesis de cadenas de acilo largas con insaturaciones y cortas voluminosas.
Por tanto, el hepatopancreas es un subproducto de valor agregado, fuente
de lipasas/esterasas con potencial de sintesis de ésteres en la industria
farmacéutica, cosmética y alimentaria.
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Fortalecimiento del manejo adecuado de los
residuos generados durante el proceso de
obtencion de café y actividades afines como
iniciativa de generaciéon de microeconomia
circular

Elizabeth Rojas Amava:
Resumen

Colombia ha sido reconocido a nivel mundial por ser el tercer productor
de café en el mundo, con predominio en la alta calidad de la variedad
Arébica, proceso lavado. Segin la Federacién Nacional de Cafeteros co-
lombianos (FNC), la produccion de café verde en los tltimos siete afios ha
tenido un crecimiento cercano al 90 %, con una produccién de 14.7 millo-
nes de sacos de 60 kilogramos, distribuida en las més de 560,000 fincas
de caficultores. La region predominantemente cafetera en Colombia es
denominada Eje cafetero de Colombia, y comprende cinco departamen-
tos: Huila, Antioquia, Tolima, Cauca y Caldas. Sin embargo, la caficultura
se ha extendido por otros 16 departamentos mas con un gran potencial
en esta produccion. Esta el caso de Cesar, ubicado al noreste del pais, en
la regién Caribe, parte del sistema montafioso que da origen a la Sierra
Nevada de Santa Marta y la Sierra de Perij4, caracteristicas geograficas
que brindan beneficios ambientales a los cafetales, aunado a la presencia
de asentamientos indigenas que aportan los conocimientos tradicionales
al manejo de estos cultivos desde su cosmovision y cultura. Gracias a esta
se puede desarrollar una economia circular que optimice los recursos ca-
fetales y aproveche sus residuos. De acuerdo a lo anterior, en este trabajo
se plantearon tres objetivos: identificar los microorganismo nativos con
propiedades PGPR (plant growth promoting rhizobacteria) en la pulpa de

* Pregrado universitario, Universidad De Santander, campus Valledupar. Bacteriologia y Laboratorio clinico.
Lineas de investigacion: tecnologia de produccién y control de calidad en alimentos; desarrollo cientifico y
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café, estandarizar un protocolo para la elaboracién de biocompost y lom-
bricompost a partir de los residuos generados en la produccién de café y
capacitar a los propietarios de las fincas cafeteras acerca del manejo ade-
cuado de residuos generados durante el proceso de obtencién del café.

Palabras clave: café, PGPR, compost, indigenas.
Introduccién

Hoy en dia se plantean muchas alternativas a favor de reducir o reempla-
zar el uso de agroquimicos (fertilizantes y pesticidas) por nuevos procedi-
mientos o insumos que no produzcan efectos secundarios dafiinos tanto
para la salud humana como para el medio ambiente. De igual forma, se
debe tener en cuenta que dichos procesos deben mejorar la productividad
de los cultivos de interés (Pathma et al. 2011).

Existen ciertos géneros de bacterias que se destacan por tener la capa-
cidad de colonizar la rizosfera de diferentes especies de plantas; ademas,
tienen una gran variedad de propiedades genéticas y fisiolégicas que estan
intimamente relacionadas con la mejora del crecimiento vegetal. Dichas
propiedades son conocidas como pgpr (del inglés, plant growth promo-
ting rhizobacteria) (Farina, 2014). Ante los problemas ocasionados por el
uso de fertilizantes quimicos y la baja productividad, la propuesta de usar
fertilizantes bacterianos con caracteristicas, la PGPR es una alternativa que
en los ultimos afios ha tomado mayor interés por diversos investigadores
que han realizado estudios en numerosos cultivos de importancia agro-
némica. (Fernandez-Aunion et al., 2013). En la actualidad, en Colombia
se sabe poco acerca de los microorganismos que podrian ser asociados al
cultivo del café (Coffea arabica) y su accién en el desarrollo de la planta.

Los procariotas son la forma mas antigua y exitosa de vida gracias a
su persistencia y esparcimiento en todos los habitats de la Tierra (Coyne,
1999). Las bacterias son actores clave en los ecosistemas del suelo, como
participantes en los principales ciclos de nutrientes y las interacciones con
otros microorganismos y eucariotas. En particular, tienen un papel im-
portante en la determinacién de la productividad de los sistemas agrico-
las porque algunas especies pueden causar enfermedades de los cultivos,
mientras que otras pueden promover el crecimiento o la salud de la planta
(Agaras et al., 2012).
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Partiendo de esta consigna, promover la bisqueda incesante de nue-
vos posibles microorganismos que tengan la capacidad de funcionar como
agente biocontrol es crucial para lograr el establecimiento de una herra-
mienta natural contra patégenos.

La identificacién de los microorganismos nativos que se encuentran en
la pulpa de café brinda las condiciones necesarias para evaluar el alcance de
los mismo en el desarrollo del crecimiento de la planta en general. Para la
reutilizacion y recuperacion de los residuos organicos generados en la finca
cafetera, obtenidos de la mineralizacién de diferentes residuos vegetales y
animales —principalmente a través de un proceso bioquimico para su apro-
vechamiento— deben establecerse parametros para un cultivo sostenible,
ya sea por lo anteriormente mencionado o por la inclusién de otro tipo de
especie, como las lombrices, lo cual se convierte en lombricompost.

Asimismo, al hablar de biocompost se hace referencia al resultado del
proceso de humidificacién de la materia orgénica bajo condiciones contro-
ladas, que a partir de elementos biolégicos diversos constituye un nutriente
para el suelo en favor de mejorar sus propiedades fisicas y quimicas que
ayudaran a reducir la erosion o alguna situacién desfavorable en el mismo.
Es importante resaltar que la calidad del biocompost depende de la utiliza-
cién de una excelente materia prima, con microorganismo eficientes, clima-
tologia adecuada, manejo profesional e instalaciones que permitan realizar
un proceso de cribado, secado y envasado (Lemus Angulo, 2019).

Con lo anterior se pretende instruir a la comunidad indigena acerca
del manejo adecuado de los residuos que se generan durante el proceso
en la obtencién final del café, que junto con la implementacién de la mi-
croeconomia circular —es decir, la forma en que las personas utilizan sus
propios recursos optimizandolos para generar un comportamiento eco-
némico estable dentro del sistema financiero local— (Urday-Caceres et
al., 2020) hace que la estructura e innovacién en el mercado contribuya
al establecimiento de una nueva forma de generacion de ingresos, que se
espera logre el alcance necesario en su reproducibilidad y la comunidad lo
adopte en su totalidad.

Metodologia

La investigacién fue realizada en una finca cafetera de la comunidad in-
digena arhuaca de Yewrwa, ubicada en la zona sur-oriental de la Sierra
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Nevada de Santa Marta, en la parte alta de la cuenca del rio Ariguani,
municipio de Pueblo Bello, departamento del Cesar.

Para la reutilizacién y recuperaciéon de los residuos organicos gene-
rados en la finca cafetera primero se impartié una capacitaciéon sobre el
manejo adecuado de los residuos orgénicos, previa a la identificacién de
su disposicién final y los productos derivados en la obtencién del café,
mediante el procedimiento del beneficio.

Posteriormente, se hizo una inspeccion del terreno en la finca cafetera
para la construccién de la fosa techada y la elaboracién del biocompost.
En este se tuvo en cuenta la mezcla de materia orgénica en descomposi-
cién, producida en la finca en condiciones aerdbicas; asimismo, se mane-
jaron varias fases, como la mesoéfila, terméfila, mesofia 11 y la fase de ma-
duracién, que con un monitoreo constante de la temperatura, humedad y
luminosidad serfan verificados minuciosamente para controlar el creci-
miento y la reproduccién. El biocompost contiene elementos fertilizantes
para las plantas, aunque en forma orgénica y en menor proporciéon que los
fertilizantes minerales.

Una vez que se selecciond el sitio cubierto seco y firme, de inmediato
se realiz6 la trituracién de los residuos de consistencia gruesa produci-
dos en la finca hasta obtener un tamaiio ideal de 1-3 centimetros (cm) de
profundidad. Se procedi6 a sefialar los espacios y areas correspondientes
al acoplamiento de los residuos organicos. Se pesaron la cantidad de re-
siduos e insumos a utilizar y se registré toda la informacién. En un reci-
piente de plastico, se disolvi6 la fuente de energia, que en este caso seria
la melaza, junto al agua, y tras esto, se adicionaron las cascaras de café. Se
tomé registro fotogréfico de ello. Una vez se habia designado el area; se
dio inicio al montaje de la estructura.

Cuando terminé la construccién, para dar inicio al proceso de bio-
compost/lombricompost se requirié la recoleccién del material orgénico
producido en la finca: ciscaras de huevo, de frutas, de verduras crudas o
cocinadas, café molido o en grano. Se tomaron aproximadamente 35 ki-
logramos (kg) de pulpa de café himedo y la misma cantidad (35 kg) de
pulpa seca, junto a 10 kg de lombrices rojas tipo californiana con una ma-
duracién aproximada de 25 dias. Todo se dispuso en la fosa, y con ello, se
dio inicio al proceso.
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De la pulpa que se generé en el proceso de la obtenciéon del grano
del café, se recolectaron 3.5 kg, en los cuales se realizé el aislamiento y la
identificacién de bacterias con propiedades PGPR.

Protocolo de identificacion de bacterias PGPR

Actualmente, la gran mayoria de cultivos agricolas o cafetales dependen
de los fertilizantes quimicos sintetizados, los cuales proporcionan nu-
trientes asimilables por las plantas. Esto se hace en buscando optimizar
los procesos de produccién. Sin embargo, su uso indiscriminado ocasiona
contaminacién de cuerpos de agua y suelos, el incremento de los costos de
produccién y un impacto negativo en la salud animal y humana.

El empleo de cepas de microorganismos con un alto potencial de
accion sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas y el estudio de la
diversidad biolégica de sus patégenos son factores clave en su control y,
por tanto, en el manejo integral de los cultivos.

El suelo es un ecosistema de enorme riqueza microbiana, en el cual
se puede destacar un grupo de bacterias conocido como PGPR, las cuales
colonizan la raiz y estimulan significativamente el crecimiento de plantas.
En el caso de los cultivos de café de la zona habitada por el grupo indigena
arhuaco del municipio Pueblo Bello, Cesar, se realizara la identificacién
de las principales bacterias con propiedades PGPR provenientes de la pulpa
del café, lo cual es posterior al proceso de despulpado. Esto estara plasma-
do en el siguiente protocolo.

Materiales y métodos
Muestreo

Las muestras de la pulpa del café de la variedad Coffea ardbica son colec-
tadas en bolsas de polietileno de cierre hermético con una cantidad total
en cada una de ellas de aproximadamente 3 kg. Las muestras se transpor-
tan manteniendo una cadena de frio con bolsas de gel refrigerante hasta
el laboratorio, donde se har4 el anélisis microbiolégico. Una vez ahi, se
pesan asépticamente 10 gramos de 20 muestras y se lavan en 180 ml de
agua peptonada al 0.1 %, agitando las botellas por cinco minutos y dejan-
do reposar por 30 minutos.
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Se realizan diluciones seriadas. En la primera (x101) se adicionan 10 g
de pulpa de café en un Erlenmeyer que contiene 90 ml de agua peptonada
al 0.1 %.

Para realizar las demaés diluciones, se utilizan tubos de ensayos pre-
viamente esterilizados que tengan 9 ml de agua peptonada al 0.1 %, y con
ayuda de una micropipeta se toma 1 ml de la dilucién x101 y se adiciona
en uno de los tubos de ensayo que corresponderi a la dilucién x102. Este
procedimiento se realiza hasta llegar a la dilucién x105.

Posteriormente, se prepara el medio de cultivo para bacterias que co-
rresponde al agar nutritivo, agar MRS, agar OXOID, agar MERCK y EMB tenien-
do en cuenta las especificaciones del producto junto a la previa esteriliza-
cién en el autoclave a 15 libras de presién (121 °C) por 15 minutos para luego
dejar enfriar a temperatura ambiente, en cadmara de flujo laminar.

Siembra

Se realizara siembra a profundidad de las diluciones obtenidas, de las cual
se tomara 1 ml y se adicionara en las cajas de Petri estériles vacias y ro-
tuladas (con cada dilucién); este procedimiento se hara por duplicado.
Luego, a cada caja Petri se le agregaran aproximadamente 15 ml del agar
fundido y mantenido a 45 °C, donde se mezclara con el inéculo haciendo
suavemente un ocho (8) para dejarla solidificar. Estas cajas se encubaran
a 35 °C durante 24 horas.

Una vez cumplido el tiempo de incubacién se realizaré el conteo de co-
lonias bacterianas. Aquellas placas que contengan un nimero de colonias
entre 30 y 300 seran seleccionadas. Finalmente, se sacaré el promedio de
los duplicados, se multiplicaré por el determinado factor de dilucién y se
expresara como log10 UFc/g para facilitar su interpretacién.

Identificacién microscopica
Al seleccionarse las colonias se procede a la identificacién microscépica a

nivel de morfologia. De esta se realizara la correspondiente clasificacién,
plasmada en un cuadro comparativo con la mayor predominancia.
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Identificacion de género y especie

Una vez aisladas las colonias de las diferentes bacterias crecidas en los
medios selectivos, seran enviadas al laboratorio de referencia SYNLAB para
que, por medio de pruebas especificas y de alta complejidad, se obtengan
los géneros y especies de las bacterias con propiedades PGPR.

Resultados y discusion
Actividad microbiana en la pulpa de café

Existe poca informacién que establezca la actividad antimicrobiana del
café o de alguno de sus componentes, como en el estudio realizado por
Almeida et al. (2006), donde evaluaron la actividad antibacteriana de ex-
tractos acuosos de café (A, By ¢) frente a enterobacterias (Serratia marces-
cens, Citrobacter freundii, Salmonella entérica, Enterobacter aerogenes,
Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Proteus hauseri, Escherichia
coli y Klebsiela oxytoca) mediante el método de difusién en disco con so-
luciones de 2.0 mg/ml de cafeina, trigonelina, acido clorogénico, cafeico
y protocatecuico. Por otro lado, se evalu6 la actividad antibacteriana de
un extracto acuoso de pulpa de café obtenido por maceracion frente a las
bacterias gram negativas E. coli y Bacillus subtilis y las bacterias gram
positivas S. aureus, Salmonella typhimurium y Listeria monocytogenes.

La industria del café genera grandes cantidades de pulpa durante el
procesamiento de la fruta, por lo que en afios recientes se ha buscado la
manera de utilizar este subproducto. Algunas opciones han incluido la
producciéon de enzimas como amilasa (Murthy et al.,, 2009), pectinasa
(Pushpa, 2011) y tanasa (Adwitiya & Venkatachalapathy, 2016), asi como
la transformacién de taninos de pulpa de café con Penicillium verruco-
sum para producir acido galico (Bhoite et al., 2013).
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Identificacion de los microorganismos nativos con
propiedades PGPR en pulpa de café variedad arabiga

Muestra 1

En la tabla 1 se puede observar que las bacterias encontradas corresponden
a bacterias gran positivas como Bacilus cereus, thuringiensis y mycoides y
bacterias gram negativas como Serratia marcescens y Pseudomonas aeru-
ginosa. Estas ultimas fueron las mas representativas en esta muestra.

Tabla 1. Aislamiento e identificacién bacteriana de acuerdo
a los métodos especificos estandarizados

Angdlisis Método Especificacion Resultado
Recuento total de Aerobios mesé- | AOAC 966.23 ED. N/A >300.000
filos UFC/g-mL 21:2019

Recuento de Pseudomonas aerugi- | Recuento en placa N/A >300.000

nosa UFC/cm2

Recuento de Lactobacillus UFC/g- NTC 5230 N/A 300

mL

Identificacién de microorganismos | VITEK N/A Serratia marcescens

Identificacion de microorganismos | VITEK N/A Pseudomonas aeru-
ginosa

Identificacion de microorganismos | VITEK N/A Bacillus cereus/ thu-

ringiensis y mycoides
Elaboracién propia.
Muestra 2
En esta muestra, al igual que la primera, hay una mayor representacién de
bacterias gram negativas como Brevibacillus choshinensis y Pseudomo-

nas aeruginosa, teniendo en comuin un microorganismo gram positivo;
en esta tabla 2 se muestra la bacteria Enterobacter cloacae.
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Tabla 2. Métodos de aislamiento e identificacién bacteriana obtenida de la muestra 2

Anélisis Método Especificaciéon Resultado

*recuento total de Aerobios mesdfilos AOAC 966.23 ED. N/A >300.000

UFC/g-mL 21:2019

Recuento de Pseudomonas aeruginosa Recuento en placa N/A >300.000

UFC/cm2

Recuento de Lactobacillus UFC/g-mL NTC 5230 N/A 300

Identificaciéon de microorganismos VITEK N/A Enterobacter
cloacae

Identificaciéon de microorganismos VITEK N/A Pseudomonas
aeruginosa

Identificacién de microorganismos VITEK N/A Brevibacillus

choshinensis

Elaboracién propia.

Conclusiones

Se definieron ciertos items de acuerdo con la interaccién con la comuni-
dad y a las respuestas dadas en la aplicacion de instrumentos estadisticos
(encuesta) con fines informativos acerca de la situacién de vulnerabilidad
de la comunidad arhuaca. Se pude mencionar que el idioma que mas utili-
zan es el espafiol en comparacion a su lengua oficial que es el ikan; ademas
se presenta una alta natalidad, y los roles que la mujer y el hombre tienen
son muy dispares, puesto que la primera solo se dedica a labores del hogar
y crianza, y el segundo, a desarrollar actividades en relacién al campo. En
este ultimo es en donde pertenece la actividad agricola primaria: la pro-
duccién de café, en su variedad arabiga.

Se obtuvo a partir de la pulpa una serie de bacterias gram positivas
(Enterobacter cloacae y del genero Bacilus con las especies cereus, thu-
ringiensis y mycoides) y gram negativas (Serratia marcescens, Pseudo-
monas aeruginosay Brevibacillus choshinensis). Estas tltimas fueron las
més predominantes en los aislamientos realizados, las cuales presentan
propiedades PGPR.
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En cuanto al manejo de residuos, se expuso la importancia del re-
ciclaje y su relevancia a la hora de mitigar el impacto en la naturaleza.
Mediante la recoleccién de la materia organica como fuente primaria en
la elaboracién del biocompost se dio el entendimiento por parte la po-
blacion de los residuos aprovechables. Se realiz6 la verificacién de las
condiciones del terreno para la construccién de la fosa techada para la
elaboracion del biocompost. Se estandarizé el protocolo de su creacién
por medio de la implementacién y control de los pardmetros variables,
como la temperatura, humedad y luminosidad, puesto que con ello se
establecieron las condiciones basicas y perennes en el control y reprodu-
cibilidad de los componentes biolégicos del compost.
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Resumen

La generacion constante de residuos alimentarios se ha convertido en
un problema de salud, social, de alimentacién sustentable, ambiental y
econdmico. Diversos factores son causantes de este problema. Entre ellos
destacan la sobreproduccién, las bajas ventas, los malos habitos de con-
sumo, por mencionar algunos. En México la produccién de alimentos es
constante y variada. Va desde cereales, frutas, semillas, carnes, pescados
hasta panes y tortillas. Estas tltimas son de los alimentos ancestrales que
acompailan nuestra genética gastronémica y que dia con dia aparecen
en nuestras mesas. Un alimento como las tortillas necesita producirse
en gran cantidad para satisfacer la demanda de consumo, sin embargo,
mucho de este producto no se comercializa o no se consume a tiempo y
cambia su apariencia, lo que obliga al productor y consumidor a dar un
tratamiento, como el freido, venderlo para consumo animal o, en el peor
de los casos, desecharlo.

Por todo lo anterior, en este trabajo se reciclaron tortillas duras y
se convirtieron en harina de tortillas reciclada (HTR), que mezclada con
harina nixtamalizada comercial, (HNC) se usa para producir tortillas. El
porcentaje total de HTR en la formulacion de la tortilla fue 0, 20, 40, 60y
80 %. Las tortillas del tratamiento T, aumentaron la luminosidad respec-
toa T . La humedad aumenté y la dureza disminuy6 cuando la concentra-
cion porcentual de HTR aumenté. La adicién de HTR tuvo un efecto nega-
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tivo sobre la digestibilidad del almidén. Aument6 la cantidad de almidén
resistente y disminuyé el almidén de rapida y lenta digestién.

Palabras clave: tortillas, digestibilidad, textura, harina reciclada.
Introduccion

El desperdicio de alimentos es un problema de creciente importancia con
implicaciones para la seguridad alimentaria y la sostenibilidad. El aumen-
to sostenido de la poblacién con la demanda concomitante de productos
alimenticios y el estilo de vida de alto consumo estan provocando altos
volumenes de desperdicio de alimentos. Estos desechos ocurren en las
diferentes etapas de la cadena de suministro, desde el productor hasta el
consumidor, incluidas las fases de produccién, almacenamiento, procesa-
miento, distribucién y consumo.

Sumado a este orden de ideas, destaca que la tortilla de maiz es el
alimento basico mas difundido en México y que alcanza una produccién
estimada de alrededor de 10 millones de toneladas (Excélsior, 2022). No
obstante, en afios anteriores se desperdici6 alrededor del 28.7 % de la pro-
duccioén de tortilla de maiz, lo que corresponde a alrededor de 2.86 millo-
nes de toneladas (El Universal, 2018). El envejecimiento es la principal
causa del deterioro de la tortilla de maiz. Sin embargo, se requiere un en-
foque mas sistematico para reinsertar los desechos de tortilla en la cadena
de preparacién de alimentos.

De acuerdo con algunos autores, en principio, los desechos de tortilla
de maiz agregarian textura y reducirian la digestibilidad del almidén dada
la naturaleza retrégrada del almidén rancio (Bello-Perez et al., 2020).
Esto propone una idea importante e innovadora para el tratamiento de
los residuos generados por el envejecimiento de las tortillas, que ademas
de generar un producto funcional, estaria impactando en los siguientes
objetivos del desarrollo sostenible de la Agenda 2023 de la oNu: 1. fin de
la pobreza, 2. hambre cero, 3. salud y bienestar, 8. trabajo decente y cre-
cimiento econdmico, 9. industria, innovacién e infraestructura y 12. pro-
duccién y consumo responsables

Los resultados en esta linea deberian contribuir a visualizar estrate-
gias fiables para la gestién responsable de la produccién y el consumo de
alimentos dentro de una economia sostenible y circular.
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Respecto al tema en especifico, es nula la informacién disponible. La
mayoria de los estudios sobre el desperdicio de alimentos se han centra-
do en la conversién de desechos en alimento para animales (Rajeh et al.,
2021), produccién de biocombustibles (Hafid et al., 2021) y degradacién
aerébica/anaerdbica (Xu et al., 2018; Liu et al., 2022). Dichos enfoques
tienen el potencial de reducir el impacto ambiental negativo del desperdi-
cio de alimentos. Sin embargo, el problema subyacente de la produccién y
el consumo responsables de alimentos suele dejarse de lado.

En atencién a este problema, Gelinas et al (1999) reportaron condicio-
nes 6ptimas para la produccién de masa madre a partir de residuos de pan
que contienen azticar. Samray et al (2019) utilizaron la miga de desperdicios
de pan para la elaboracion de snacks extruidos, y encontraron que la harina
de desperdicios de pan conducia a una textura mejorada. Fernandez-Pelaez
et al. (2021) caracterizaron las propiedades fisicas de harinas obtenidas a
partir de residuos de pan. Guerra-Oliveira et al. (2021) utilizaron harina de
desecho de pan como sustituto de 50 % de la harina de trigo en formulacio-
nes de galletas. Estos estudios pioneros han motivado crecientes esfuerzos
de investigacién centrados en mejorar los métodos para la preparacién de
alimentos que contienen residuos alimentarios.

Con relacién a la tortilla, est4 reportado que los desechos de tortilla de
maiz agregarian textura y reducirian la digestibilidad del almidén dada la
naturaleza retrégrada del almidén rancio (Bello-Perez et al., 2020). Con
base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de la
sustitucion parcial de harina comercial de maiz nixtamalizada por harina
de tortilla reciclada, sobre el color, humedad, dureza y digestibilidad in
vitro de las tortillas frescas.

Metodologia

Materiales

Generalidades

La experimentacién se llev) a cabo en los laboratorios de la Facultad de
Nutricién de la Region Veracruz y en el laboratorio multidisciplinar de la

Facultad de Ciencias Quimicas Region Xalapa, ambas instancias perte-
necientes a la Universidad Veracruzana. El periodo de experimentacién
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fue entre los meses de enero a junio de 2022. Para elaborar las tortillas
se utiliz6 harina nixtamalizada comercial (HNC) de la marca Maseca que
se comprd en el supermercado Walmart. Se utilizé agua purificada para
todos los experimentos.

Métodos
Elaboracion de la harina de tortilla reciclada (HTR)

Las tortillas fueron compradas en el supermercado Walmart inmediata-
mente después que se habian fabricado. Se compraron durante dos sema-
nas en diferentes dias. Fueron puestas en papel aluminio y se dejaron se-
car a temperatura ambiente durante 5 dias. Posteriormente, se molieron
y se pasaron a través de un tamiz No. 70 para obtener la harina de tortilla
reciclada (HTR).

Elaboracion de la tortilla

El procedimiento tradicional para preparar la masa toma en cuenta el
agua (600g/kg) y la HNC (400g/kg), los cuales se mezclaron y amasaron
durante 5 minutos en la velocidad 3 de una batidora de pie con cabezal
basculante marca Costway 7.5QT (Ontario, Canada), equipada con el brazo
para masa.

Las variaciones en la preparaciéon de la masa fueron sustituyendo la
HNC por HTR en 0 (T0), 20 (T20), 40 (T40), 60 (T60) y 80 % (t80). De la
masa preparada se hicieron porciones (bolitas) de 35 + 0.1 g y se pren-
saron en una maquina tortilladora hasta obtener un didmetro de 14 cm
y un espesor de 2 mm. Posteriormente se pusieron en una parrilla eléc-
trica (1ka, modelo c-mMAG Hs, Wilmington, EUA) a 350 °C por 45 segundos.
Pasado este tiempo se les dio la vuelta y se cocieron hasta que se infla-
ron (aproximadamente 15 segundos). Las tortillas se dejaron enfriar en
condiciones de laboratorio (~20 °C, 53 % humedad relativa) durante 10
minutos, y posteriormente se guardaron de forma individual en bolsas de
plastico en el refrigerador hasta su uso.
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Medicion de color

Los parametros de color en la escala cie-Lab (L*, a*, b* y AE) de las torti-
llas fueron determinados por mediciones de reflectancia de luz con un co-
lorimetro (Konica Minolta, CR-300, Osaka, Jap6n). El equipo fue calibra-
do con un standard blanco (L*= 97.39, a*= 0.01 y b*= 1.54) y fijado para
el iluminante D65 en un angulo de observacién de 2° (Alvarez-Ramirez et
al., 2018).

Determinaciéon de humedad

La determinacién de humedad se hizo de acuerdo con lo establecido en la
NOM-1168sA1-1994 (Diario Oficial de la Federacién, 2018).

Determinacién de dureza

Para la determinacién de dureza se utiliz6 un texturémetro mecanico
(Brookfield, ct34500, Middleborough, EUA) equipado con la geometria
TA18 de 1.27 cm de didmetro. La dureza de la tortilla fue expresada como
la fuerza necesaria para penetrar la tortilla. Las condiciones de la medi-
cion fueron: velocidad 1 mm/s hasta que el 50 % de penetracion fue alcan-
zado (Vernon-Carter et al., 2020).

Digestibilidad in vitro

La digestibilidad se midié utilizando el método de Englyst et al. (1992).
Las muestras (2 g) fueron incubadas a 37 °C por 120 minutos con las en-
zimas pancreatina porcina (300 1U/mL, P1750, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EuA) y amiloglucosidasa (95 10/mL, P1750, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA).

La clasificacién del almidén fue basada en la tasa de hidrélisis. Con-
siderando que el almidén de rapida digestion (ArD) fue digerido en los
primeros 20 minutos, el almidén de lenta digestién (apL) lo hizo entre 20
y 120 minutos, y el almidén resistente (AR) fue tomado como indigerible
después de 120 minutos.
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Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado y el analisis esta-
distico de los resultados se someti6 a un andlisis de varianza y compara-
cion de medias por Tukey (p < 0.05) usando el programa minitab 17. Los
datos son reportados como medias + desviacién estandar.

Resultados y discusion
Color

La luminosidad de las tortillas disminuy6 con la adicion de la HTR, con va-
lores del orden de 85.97 para T0 y 64.26 para T80. En cambio, los parame-
tros de color a* y b* aumentaron con la HTR. Guerra-Oliveira et al. (2021)
obtuvieron resultados similares para galletas elaboradas con harina de
desecho de pan. Atribuyeron el efecto de las reacciones de pardeamiento
en las cadenas de amilosa lixiviadas disponibles en la harina reciclada.

Al respecto, se incrementd el enrojecimiento y el amarilleo de las tor-
tillas (figura 1) por efecto del pardeamiento de las cadenas libres de ami-
losa disponibles en la harina de tortilla reciclada. En este mismo sentido,
el inico tratamiento que no mostré diferencias significativas (p < 0.05) en
el valor de AE respecto al control (T0) fue el T20. Sin embargo, en la figura
1 se observa que no hay un cambio notable en la apariencia de las torti-
llas finales, lo que puede ayudar a que el consumidor no detecte el uso de
HTR. Esta percepcion puede ayudar a la aceptacion del producto entre los
consumidores, ya que, aunque se tenga un producto de muy alta calidad
nutricional, si no se tienen las caracteristicas fisicas y sensoriales iguales
a las que el consumidor conoce, el producto generado no tendré futuro en
el mercado.
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Figura 1. Fotografias de las variaciones de tortillas (Tx) con diferente
contenido de harina de desecho de tortilla reciclada

TO T20 T40 T60 T80

Elaboracién propia.
Humedad y dureza

La tabla 1 muestra que el contenido de humedad de las tortillas aumenté
con la adicién de HTR, de alrededor de 39.36g/100 g para el control to a
48.32g/100 g para t80. Segin lo informado por Fernandez-Peléez et al.
(2021), para pan blanco que contiene harina de desecho de pan reciclado,
el mayor contenido de humedad puede atribuirse a la gelatinizacién de los
granulos de almidén inducida por el periodo de horneado. Las cadenas de
amilosa lixiviadas se dispersan en la masa de la tortilla, con lo que aumen-
ta la capacidad de la estructura para retener agua.

La dureza de la tortilla mostré una marcada disminucién con la adi-
cion de htr, lo que esté relacionado con el mayor contenido de humedad.
La dureza para el control to fue de 2.01 n (newtons) y disminuyé a alre-
dedor de 1.01 n para t80. En los analisis de dureza después de 5 dias (no
reportados en este trabajo), no se observaron cambios significativos res-
pecto a la tendencia que se muestra en la tabla 1. Esto es indicio de que la
sustitucién de HCN por HRT es ademdas una opcién para aumentar la vida
de anaquel de las tortillas.
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Tabla 2. Caracteristicas de las variaciones de tortilla (Tx) con diferente contenido de HTR

Contenido de Dureza L* a* b*

Tortilla CE
humedad (%) (N) 0] © ©

TO 39.96 + 0.56° 2.01 £ 0.56° 85.97 + 0.63d 1.12 £ 0.63d 28.27 +0.63d Oc

T20 42.09+0.47b | 1.35+0.47b | 79.44 +0.69bc | 1.32+0.69bc | 31.32+0.69bc | 3.45+0.45cb
T40 43.73+0.56b | 1.18+0.56b | 76.79 +0.57¢ 1.87 £0.57c 39.51 £0.57c 11.4+1.33b

T60 46.87 £0.53b | 1.08 £0.53b | 67.86+0.62b | 2.26+0.62b | 53.23+0.62b | 25.07 +1.57a
T80 48.32+0.01" | 1.01£0.01c | 64.26+0.01a 297 +£0.01a 61.26 +0.07a | 33.11 £3.24a

Elaboracién propia.
Los valores se reportan como media + desviacién estandar. Las columnas con letras minudsculas diferentes
indican diferencias significativas (p < 0.05).

Digestibilidad

La figura 2 exhibe la cinética de la hidrélisis enzimatica para las diferentes
variaciones de tortilla. La adicién de la HTR tuvo un efecto negativo en la
digestibilidad in vitro del almidén. La hidrdlisis maxima después de 160
minutos fue de alrededor de 78 % para la tortilla de control T0O y disminu-
y6 a alrededor del 45 % para la tortilla que contenia 80 % de HTR.

El envejecimiento de la tortilla implica la retrogradacién de las ca-
denas de amilopectina, que limitan la acciéon de las enzimas amiloliticas
(Wanget al., 2015). Particularmente, las velocidades de hidrélisis supues-
tamente rapidas y lentas no mostraron diferencias estadisticas (p < 0.05).
Esto significa que la hidrélisis enzimatica antes y después del tiempo de
transicion se realiz6 a velocidades similares. La inflexién en la curva de
hidrélisis podria estar reflejando una transicién estructural cuando la
estructura de las particulas de tortilla fue alterada por la accién de las
enzimas amiloliticas. La adiciéon HTR tuvo un efecto notorio en la tasa de
hidrélisis al pasar de aproximadamente 4.96 x 10-2 min-1 para la tortilla
de control TO a aproximadamente 3.42 x 10-2 min-1 para T80. Es decir,
la adicién de la HTR redujo la velocidad a la que se hidrolizaba el almidén.

El almidén retrégrado exhibe una disminucién significativa en la di-
gestibilidad in vitro debido a un empaquetamiento compacto de estructu-
ras de amilosa de doble y triple hélice (Bello-Perez et al., 2020). La tabla
2 muestra la distribucién del almidén digerible en términos de la clasifi-
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cacion de Englyst et al. (1992). Las fracciones ARD y ALD disminuyeron con
la adicién de la HTR, con valores que van desde 22.67 y 55.55 % para la
tortilla control TO hasta alrededor de 6.69 y 41.54 % para T80. En cambio,
la fraccién AR aumenté del 21.78 % (T0) al 51.77 % (180). Los resultados
indican que la sustitucién de HCN por HRT puede dar como resultado un

producto que ademas de nutrir presentaria un efecto funcional para la
salud de los consumidores.

Tabla 2. Fraccién de almidon digerible segun la clasificacion de Englyst et al.
(1992), para las variaciones de tortilla (Tx) con diferente contenido de HTR

T0 22,67 £1.21a 55.55 £ 0.47a 21.78 £ 0.45e
T20 18.05 £ 0.87b 49.09 + 0.36b 33.77 +0.36d
T40 16.62 + 0.75bc 42.92 +0.38¢ 40.46 + 0.48c
T60 9.53 +0.33d 43.48 + 0.69¢ 46.99 + 0.69b
T80 6.69 + 0.24e 41.54 + 0.77cd 51.77 £0.77a

Elaboracién propia.

Los valores se reportan como media + desviacién estandar. Las columnas con letras minusculas indican
diferencias significativas (p < 0.05).

ARD: almiddn de répida digestion; ALD: almidén de lenta digestién; AR: almidén resistente.

Figura 2. Cinética de hidrdlisis del almidén para las variaciones
de tortilla fresca (Tx) con diferente cantidad de HTR

100,

Hidrolisis (%)

Tiempo (min)

Elaboracién propia.
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Conclusiones

El presente trabajo es parte de una investigacién que busca opciones para
producir nuevos alimentos de forma sustentable. Después de analizar y dis-
cutir los resultados es posible decir que la sustitucién de harina comercial
nixtamalizada por harina de tortilla reciclada es una alternativa para pro-
ducir tortillas a bajo costo, pues mantiene las caracteristicas de textura, au-
menta la vida de anaquel, reduce los almidones de rapida y lenta digestién
y aumenta la cantidad de almidones resistentes presentes en el producto
final. Por todo lo anterior, se puede afirmar que este tipo de procesos im-
pacta positivamente en la Agenda 2030 de la onu, especificamente en los
objetivos de sustentabilidad, reduccién de la pobreza y alimentacién.
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Resumen

Pocos alimentos tienen una relacion tan estrecha con las mesas de fami-
lias mexicanas como el pan. En México el consumo de pan es elevado; se
distingue como el octavo mercado mundial para productos de la industria
de la panificacion.

Uno de los ingredientes indispensables en la elaboracién de pan son
las grasas que ayudan a aumentar el volumen de la masa, asi como a darle
una apariencia brillante. Estas grasas son ricas en acidos grasos satura-
dos, y en ocasiones también contienen acidos grasos trans. Las mas em-
pleadas son las grasas hidrogenadas. Una solucién para reducir el impac-
to negativo de este ingrediente es el uso de nuevas matrices, por ejemplo,
los oleogeles, los cuales son mezclas de ceras y aceites para formar estruc-
turas semisolidas.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue remplazar parcial o to-
talmente la mantequilla por un oleogel de cera de abeja-aceite de canola
en 0, 20, 40, 60, 80 y 100 %. La adicién de oleogel en los panes a partir
de 40 % mejoro la textura y redujo la dureza. El contenido de humedad
disminuyé cuando la concentracién del oleogel aumenté. Las pruebas de
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estabilidad microbiolégica demostraron que las formulaciones con oleo-
gel tuvieron mayor duracion.

Palabras clave: oleogel, grasas trans, pan, textura.
Introduccion

Las grasas s6lidas —mantequilla, margarina y grasa vegetal— son usadas
con frecuencia en la industria del pan para otorgar al producto caracte-
risticas texturales y sensoriales especificas, al igual que para incrementar
la vida de anaquel. Cominmente, estas grasas se componen de grandes
fracciones de acidos grasos saturados y trans. Estos componentes han
sido etiquetados como ingredientes alimentarios no deseados debido a los
efectos negativos para la salud humana, incluidos los altos niveles de li-
poproteinas de baja densidad que causan aumento del colesterol o ateros-
clerosis (Morio et al., 2016). Se ha destacado que las lipoproteinas de baja
densidad son el objetivo principal para la reduccién de una diversidad de
problemas relacionados con la enfermedad llamada Sindrome metabélico
(Wadhera et al., 2016).

En este sentido, una estrategia adecuada es reducir la ingesta de pro-
ductos alimenticios con altos niveles de acidos grasos saturados y trans.
Como posible solucién est4 la sustitucion de las grasas sélidas basadas en
grasas saturadas por otras basadas en grasas insaturadas, que son menos
perniciosas para la salud humana. Una generalidad es que las grasas insa-
turadas estan presentes en fase liquida en condiciones ambientales. Esta
caracteristica impone algunas dificultades para la incorporacién de grasas
insaturadas en productos alimenticios (Makarewicz-Wujec et al., 2018).
Por ejemplo, los aceites fluidos dan lugar a algunas caracteristicas textu-
rales y sensoriales negativas en los productos de pan, como pegajosidad y
palatabilidad aceitosa.

El enfoque para lograr esto es convertir el aceite liquido en un material
similar a un gel, sin modificar las caracteristicas quimicas del aceite. Esta
estructuracion se logra mediante ensamblajes supramoleculares, general-
mente moléculas gelificantes, que atrapan grandes cantidades de aceite en
una estructura similar a un gel, lo que da como resultado una red de gel
tridimensional, termorreversible y auténoma con propiedades viscoelasti-
cas robustas llamados oleogeles. Estos se han estudiado ampliamente como
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estructuras para mejorar diversas matrices alimentarias, debido a que pue-
den manipularse facilmente para su incorporaciéon en la preparacién de
productos alimenticios, incluidos helados, salchichas cocidas y galletas.

Se han explorado como oleogelificantes diversos materiales comesti-
bles, como gliceroles, acidos grasos y alcoholes, ceras, monoestearato de
sorbitan, mezclas de acidos grasos y alcoholes, triestearato de sorbitan, le-
citina, orizanol y etilcelulosa o mezclas multicomponentes de los mismos
(Davidovich-Pinhas et al., 2016).

En los ltimos afios se ha informado sobre la aplicacién de oleogeles
en alimentos. Los productos de panaderia en los que se reemplazé entre
un 15 y un 45 % de manteca vegetal por oleogel a base de cera de abe-
ja produjeron propiedades comparables a las de los productos originales
(Demirkesen & Mert, 2019a).

Recientemente, se publicé una excelente descripciéon general de las
funciones de la manteca vegetal en productos de panaderia (Demirkesen
& Mert, 2019b). Kim et al. (2017) descubrieron que reemplazar la manteca
hasta en un 25 % con oleogeles de aceite de canola/cera de carnauba pro-
ducia panes con niveles méas bajos de acidos grasos saturados sin pérdida
de calidad. El reemplazo de la margarina comercial por oleogeles produ-
jo muffins con mejor untabilidad, mayor volumen especifico, valores de
dureza similares y una estructura de miga mas conectada y homogénea
(Giacomozzi et al., 2018).

También se encontré que los oleogeles a base de estearoil lactilato
imitaron la funcionalidad tipica de las estructuras de red cristalina forma-
das por triacilglicerol en productos de pan (Meng et al., 2019). Ademas,
los oleogeles de etilcelulosa pueden producir panes con una textura blan-
da estable (Ye et al., 2019). Por otro lado, los panes tipo mantecada mejo-
raron sus caracteristicas texturales y redujeron su digestibilidad cuando
se sustituyd la grasa vegetal por oleogel aceite de canola-cera de candeli-
lla (Alvarez-Ramirez et al., 2020). En este sentido, el uso de oleogeles en
la industria del pan tiene gran relevancia, toda vez que los estudios han
demostrado la factibilidad tecnolégica para ser empleados. Sin embargo,
ain no se ha reportado el impacto que estas estructuras tienen sobre la
estabilidad microbiolégica de los productos finales.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue elaborar un pan tipo
concha con la sustitucién parcial o total de las grasas sélidas por oleogeles
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y evaluar el efecto de estos sobre la textura, composicién bromatoldgica y
estabilidad microbiana.

Metodologia
Materiales

Se utiliz6 harina de trigo (marca La moderna, de México), levadura (Tradi
Pan, Grupo Lesaffre, México), sal yodada (Chedraui, México), azticar es-
tandar (Chedraui, México), huevo (El calvario, México), esencia de vaini-
lla (D”Gari, México), margarina (Flex, Unilever, México), cera de abeja y
aceite de canola (Nutrioli, México).

Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de Fisicoquimica
de Alimentos de la Facultad de Nutricién de la Universidad Veracruzana en
la ciudad de Veracruz, Veracruz, durante el periodo febrero-mayo 2022 a
una humedad controlada de 60 % y a una temperatura promedio de 22 °C.

Métodos
Elaboracion del oleogel

Para la preparacion del oleogel, la cera de abeja (5 % p/v) fue adicionada a
aceite de canola (95 % p/v). La mezcla fue calentada por debajo del punto
de humo del aceite con agitacién constante (120 revoluciones por minuto
[rpm]) por 15 minutos. Posteriormente, se dej6 reposar toda la noche a
temperatura ambiente. La sustitucién de grasa por oleogel se hizo en re-
lacién 0, 20, 40, 60, 80 y 100 %. Se codificaron los tratamientos como T,
dénde el subindice x, representaba el porcentaje de sustitucién. El oleo-
gel, después de este periodo, se sometid a cuatro ciclos de calentamien-
to-enfriamiento para validar su reestructuracién.

Preparacion del pan
Se hizo de acuerdo con la metodologia reportada por Alvarez-Ramirez et
al. (2020) con ligeras modificaciones. Se afiadi6 levadura (11 gramos [g])

y azucar (5 g) a 45 mililitros (mL) de leche (43 °C por 10 minutos). Para
la masa, se mezclé harina de trigo (15 % p/p), grasa (margarina u oleogel
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20 % p/p), huevo (35 % p/p), esencia de vainilla (4 % p/p), aztcar (25 %
p/p), sal (1 % p/p) y la levadura previamente activada.

La masa se dejé fermentar durante 2 horas (h) a 38 °C. Luego se di-
vidié en porciones de 60 g, las cuales se colocaron en una charola en-
grasada, dejando espacios suficientes entre cada porcion. Posteriormente,
se hornearon por 20 minutos a 250 °C. Una vez terminado el tiempo se
retiré y dejé enfriar.

Anadlisis de Perfil de Textura (ATP)

Se colocaron piezas completas (largo=100 milimetros [mm]; ancho=25 mm,
alto=40 mm) de pan debajo de la sonda del texturémetro (Brookfield cT3
4500, M.A., EUA.). Se program¢ la medicién en modalidad ATp, con dos ciclos
a1 mm/s, carga 0.5 n, porcentaje de penetracion 35 % (Alvarez-Ramirez et
al., 2020).

Anadlisis bromatolégicos

Humedad, cenizas, lipidos, proteinas y fibra fueron determinados confor-
me a lo establecido por la NOM-086-ssA1-1994 (Diario Oficial de la Fede-
racion, 1996). Los carbohidratos se calcularon por diferencia. A excepcién
de la humedad, todos los pardmetros se reportan en base seca.

Estabilidad microbiologica

El contenido total de meséfilos (bacterias viables totales) y de hongos
(conteo de levaduras y mohos) fueron analizados en las muestras de pan
para determinar la carga microbiana de acuerdo con lo descrito por la
American Public Health Association (2001). Las muestras —tras cinco
dias de afiejamiento— se machacaron y mezclaron en agua peptonada. Se
diluy6 decimalmente la muestra y se extendieron alicuotas de 0.1 mL en
agar nutritivo, agar MacConkey y agar de papa-dextrosa, para la cuantifi-
cacién de bacterias aerdbicas viables, coliformes totales y hongos, respec-
tivamente.

Las muestras de agar nutritivo y agar MacConkey fueron incubadas a
37 °C por 24-48 h, mientras que el agar papa-dextrosa se mantuvo a 22 °C
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de 3 a 5 dias. Finalmente, los resultados se expresaron como unidades
formadoras de colonia por gramo (UFC/g).

Andalisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, y el analisis es-
tadistico de los resultados se sometié a un analisis de varianza y compara-
cién de medias por Tukey usando el programa Minitab 17. Los datos son
reportados como medias + desviacién estandar (p < 0.05).

Resultados y discusion
Analisis de perfil de textura

Resulta importante mencionar que la Administracién de Alimentos y Me-
dicamentos (Food and Drug Administration [FDA], 1973), en el Codigo de
Regulaciones Federales, titulo 21, menciona que es segura la implementa-
cion de cera de abaja en matrices alimentarias variando las concentracio-
nes respecto al tipo de alimento elaborado.

La textura se considera un factor muy importante para la aceptabili-
dad por parte del consumidor de productos horneados. En este sentido,
en la tabla 1 se muestran las mediciones realizadas a las conchas. Es posi-
ble observar que la dureza disminuyé significativamente (p < 0.05) con la
adicion del oleogel, debido posiblemente a una estructuracién mas com-
pacta de la costra de la concha y con ello a un aumento en la retencién de
agua (Sabanis et al., 2009).

La adhesividad, cohesividad y masticabilidad aumentaron cuando la
concentracién de oleogel aument6 en la formulacién, sin embargo, solo se
encontraron diferencias estadisticas a partir de la formulacién t60. Estu-
dios previos mostraron que la adicién de oleogel mejora las propiedades
de pan dulce (Jung et al., 2020). Estos resultados pueden deberse a la
fuerza que imparte el oleogel en la matriz del pan por la interaccién con
carbohidratos. A mayor concentracién de oleogel, mayor fuerza de inte-
racciéon entre lipidos y carbohidratos. Aunque el analisis del perfil de tex-
tura arroja informacién precisa, es necesario complementarlo con prue-
bas de evaluacién sensorial para verificar el efecto del oleogel sobre las
caracteristicas esperadas por los consumidores en el producto final.
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Tabla 1. Parametros de textura de las conchas con diferentes concentraciones de oleogel

Tratamiento Dureza (N) Adhesividad x 101 Cohesividad x 101 (-)  Masticabilidad
(m)) (N)

TO 29.61+1.43a 1.81+£0.23° 3.92+0.23% 48.64 +1.23a
T20 25.22 £ 1.62ab 2.13+£0.24* 4.29+0.177 51.71+1.01a
T40 24.09 £ 0.87b 2.54+0.11b 4.73 £0.10b 53.34+1.17b
T60 21.65+1.01b 2.91+0.65b 4.69 £ 0.05b 58.15+ 0.72¢
T80 17.98 + 1.48bc 3.48 £ 0.29¢ 4.98 £0.19b 61.33+1.29¢
T100 15.39 + 1.65¢ 5.10 + 0.33d 5.06 + 0.25b 69.31 £ 1.33d

Elaboracién propia basada en andlisis realizados.
Los valores se reportan como media + desviacién estandar. Las columnas con letras minusculas diferentes
indican diferencias significativas (p < 0.05).

Bromatolégicos

Los valores obtenidos en los analisis bromatolégicos mostraron que la
humedad aument¢ significativamente a partir del tratamiento T, . Se pre-
sent6 un incremento de ~110 % en el tratamiento T, respecto al control
(T,). Esto puede deberse a que la estructura tridimensional de los oleoge-
les permite mantener el agua en la miga de los panes, haciendo que estos
sufran cambios en el arreglo de la matriz. Estos resultados pueden ser la
explicacién al comportamiento decreciente de la dureza cuando aumenta
la concentracién del oleogel en la matriz alimenticia estudiada.

Por otro lado, el contenido de lipidos y proteinas no muestra un cam-
bio significativo (p < 0.05) al incrementar la concentracién de oleogel.
Este comportamiento puede explicarse debido a que los ingredientes de
la formulacién no sufren cambios respecto a estos bioelementos. Para te-
ner un panorama completo del efecto del oleogel en la estructura del pan,
son necesarios analisis mas especificos, por ejemplo, un perfil lipidico. Lo
anterior debido a que, si bien no hay un cambio en la cuantificacién de
estos biopolimeros, es posible que haya una modificacién de la estructura
quimica.

Por otro lado, un comportamiento distinto se encontr6 para cenizas,
fibra y carbohidratos. El aumento sostenido en el porcentaje de cenizas
podria tener explicaciéon en que la cera de abeja contenga algunos ele-
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mentos minerales, mientras que el comportamiento de la fibra puede ser
debido a la interaccién generada entre lipidos y carbohidratos, lo que lle-
va a que estos dltimos sean menos digeribles y que dentro del analisis se
reflejen como fibra. Esto mismo explicaria la disminucién del contenido
de carbohidratos (tabla 2). Estudios de digestibilidad son necesarios para
validar estos supuestos.

Tabla 2. Parametros bromatolégicos de los panes con diferentes tratamientos.

Parametro (%) T0 T20 T40 T60 T80 T100
Humedad 19.1£0.2a 19.8+ 0.4a 20.5+ 1.1a 29.7+ 1.0b 36.4+ 1.6C 48.6 £ 2.3d
Cenizas 2.1+ 0.1a 1.8¢£0.0a 2.0+ 0.1a 2.4+ 0.2a 2.8+0.1a 3.1+ 0.2b
Lipidos 28.2+ 1.5a 28.5+ 1.1a 28.4+1.1a 29.1+ 1.4a 29.3+ 0.9a 30.2+ 0.5a
Proteinas 15.6+ 0.7a 15.3+ 1.0a 15.6+ 1.0a 16.7+ 0.9a 16.7£ 0.8 a 16.6+ 0.6a
Fibra 4.1+0.22 4.2+ 0.2a 4.0+ 0.9a 4.8+ 0.5% 51+09a 6.2+ 0.7b

Carbohidratos 50.1+1.7a 50.2+2.1a 49.8+1.8a 46.9+ 2.2a 46.1+1.2b 43.9+ 1.6b

Elaboracién propia basada en andlisis realizados.
Los valores se reportan como media + desviacién estdndar. Las filas con letras mintsculas diferentes indican
diferencias significativas (p < 0.05) con la prueba de comparacién de medias Tukey.

Estabilidad microbiana

El conteo para bacterias viables va desde 2.8 x 105 para T, hasta 6.6 x 103
UFC para el tratamiento T, . Respecto a coliformes totales, en ninguno de
los tratamientos fueron encontrados. En el caso de los hongos, su pre-
sencia disminuyé ~90 % cuando la concentracién del oleogel fue de 60 %
del total de la grasa, sin embargo, cuando la concentracién fue superior
a este porcentaje no se detecté crecimiento de hongos (tabla 3). Dichos
microorganismos son propios en la descomposicién del pan, provenientes
de la manipulacién o por estar presentes en la materia prima. El oleogel
puede estar inhibiendo el crecimiento de bacterias y hongos debido a la
presencia de acidos grasos de cadena larga presentes en la cera y al efecto
acido de los lipidos del aceite. Un comportamiento similar se observé en
el trabajo de Darughe et al. (2012).
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Tabla 3. Conteo de la carga microbiana en panes respecto a la concentracién de oleogeles

Tratamiento Bacterias (UFC/g) Coliformes totales (UFC/g) Hongos (UFC/g)
TO 2.8 x105 N.D. 3.1x103
T20 5.2x104 N.D. 9.4x102
T60 6.6 x 103 N.D. 1.3x102
T80 8.2x103 N.D. N.D.
T100 7.3x105 N.D. N.D.

Elaboracién propia basada en andlisis realizados.
N.D: elementos no detectados.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la sustitu-
cién parcial o total de grasas hidrogenadas por oleogles de cera de abe-
ja-aceite de canola reducen la dureza del pan, mejoran las caracteristicas
texturales, no afectan los parametros bromatoldgicos y aumentan la vida
atil de este respecto la carga de bacterias viables y hongos. Con los re-
sultados obtenidos se propone hacer estudios cualitativos para fortalecer
la idea de que la sustitucién de grasas por oleogeles es un camino viable
para la industria de alimentos, y al mismo tiempo se propone generar la
normativa que regule su uso.
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Resumen

Alrededor del mundo los crustaceos peneidos destacan por su abundancia
y relevancia en la pesca comercial, lo que ha llevado a estudiar algunas
de sus proteinas para la producciéon de péptidos y su posible bioactivi-
dad contra padecimientos como la hipertensién o diabetes. Sin embargo,
estudios de péptidos de origen marino para el tratamiento de la obesi-
dad son escasos. El objetivo del presente trabajo fue identificar péptidos
de crustaceos con potencial inhibitorio de la lipoproteina lipasa y lipasas
géstricas humanas y caninas. Para esto se utilizaron bases de datos en
linea y se cribaron 95 secuencias peptidicas de Litopenaeus vannamei.
Mediante PASs online se identificé un péptido con actividad inhibitoria de
enzimas lipoliticas con pa=0.882 y pi=0.003, lo que indicaba potencial
de poseer dicha actividad, mientras que con BIOPEP-UWM se identificé un
péptido con un fragmento bioactivo (AGDDAPR) para la inhibicién de lipa-
sas. Mediante acoplamiento molecular se describieron las afinidades del
complejo inhibidor lipasa que van desde -5.6 kcal/mol a -14.5 kcal /mol,
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utilizando dos herramientas computacionales distintas: Autodock vina y
Autodock Crankpep. Estos resultados muestran que los dos péptidos ana-
lizados presentan un alto potencial para inhibir lipoproteina lipasa y lipa-
sas gastricas. Por tal motivo, son moléculas que presentan potencial para
tratamiento de la obesidad a partir de organismos marinos.

Palabras clave: enzimas lipoliticas, inhibicion, in silico, obesidad, pép-
tidos.

Introduccion

La obesidad se define como una acumulacién anormal o excesiva de grasa
que puede ser perjudicial para la salud, con consecuencias metabdlicas,
biomecanicas y psicosociales adversas (Fitch & Bays, 2022; Organizacién
Mundial de la Salud [oms], 2020). Ha sido asociada con muiltiples afec-
ciones. De acuerdo a diversos estudios van desde una relacién con enfer-
medades cardiovasculares, cardiopatia coronaria, determinados tipos de
canceres, dislipemia, diabetes de tipo 2 hasta problemas obstétricos du-
rante el embarazo (Moosaie et al., 2022; Sirtori, 2018; Than et al., 2020;
Zhao et al., 2022). Como resultado, las personas que sufren obesidad tie-
nen aproximadamente 50 % mas riesgo de morir en comparacién con su-
jetos con un peso normal (Formica et al., 2020). Durante los dltimos 30
afios, la tasa de obesidad a nivel global ha aumentado 13 % para adultos y
18 % para nifios y adolescentes. En la actualidad se estima que las perso-
nas obesas superan los 650 millones y estan distribuidas en todo el mun-
do (oms, 2021). En México, en 2021 se estim6 que 36.7 % de los adultos
mayores de 20 afios sufre de obesidad, mientras que en adolescentes de 12
a 19 aflos esta se estima en 18.2 % (Shamah-Levy, 2021).

Actualmente, el tratamiento de la obesidad se basa en llevar una bue-
na alimentacién y ejercicio, que puede estar acompafiada o no con cirugia
bariatrica o farmacoterapia, con el objetivo de disminuir el peso (Lucche-
tta et al., 2017). Dentro de los enfoques farmacolégicos para el control
del peso se encuentran los supresores del apetito, o bien, firmacos para
disminuir la absorcién de grasa, como los inhibidores de lipasas (Cigna-
rella et al., 2021; Kumar & Chauhan, 2021). El farmaco Orlistat es utili-
zado para el control de pérdida de peso; es un inhibidor de lipasas que
reduce la absorcion de 4cidos grasos libres producidos por su actividad; es
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comercializado ampliamente, sin embargo, se asocia con problemas gas-
trointestinales, como diarrea, flatulencia, hinchazén y dolor abdominal
(Annamalai et al., 2017; Liu et al., 2020).

La bisqueda de inhibidores de enzimas lipoliticas digestivas que ten-
gan menos efectos secundarios que los que actualmente se comercializan
continda, y principalmente se buscan aquellos obtenidos de fuentes natu-
rales (Kumar & Chauhan, 2021), como los reportados por Ma et al. (2022)
a partir de la raiz de radiola (Rhodiola crenulata), para inhibir la lipasa
pancreatica humana. Asi mismo, Gonzélez-Noriega et al. (2022) identifi-
caron péptidos obtenidos de colageno de la piel de cerdo y pollo con acti-
vidad inhibitoria de lipasa pancreatica.

Los péptidos de origen marino también han mostrado ser atractivos
para diversas industrias, incluida la farmacéutica, los cuales son estudia-
dos con el objetivo de tratar o prevenir enfermedades y reducir los posibles
efectos secundarios en comparacién con drogas sintéticas. Los componen-
tes de desechos marinos —por ejemplo, visceras, cabezas, pieles, aletas,
mariscos y desechos de exoesqueletos de crustdceos— contienen niveles
significativos de proteina de alta calidad, por lo que representan una rica
fuente de péptidos (Cunha & Pintado, 2022; Harnedy & FitzGerald, 2012).
A partir de proteinas de crustaceos se han podido producir y caracterizar
péptidos con actividad antimicrobiana (Matos & Rosa, 2022) o antioxi-
dante (Olatunde & Benjakul, 2022), entre otras. Sin embargo, existe un
gran interés por elucidar el potencial biolégico enfocado al sindrome me-
tabdlico. Por esto, los métodos bioinformaticos son de gran apoyo para ex-
plicar el potencial biol6gico de diversas biomoléculas. Estas herramientas
resultan ser de bajo costo, tiempos cortos de respuesta y ademés ayudan a
minimizar el nimero de pruebas que deben realizarse para la obtencién,
caracterizacién y desarrollo de péptidos (Roy et al., 2017).

Una de las plataformas utilizadas en la prediccién de bioactividad de
moléculas es PASs Online, en la que mediante dos valores (Pa > Pi) esta
indica el potencial que presenta dicha molécula. El pa es la probabilidad
de estar activo, la cual est4 definida por la estimacién de que el compuesto
estudiado se asemeje a las estructuras de las moléculas que son las mas
tipicas de tener tal actividad. En cambio, el pi es la probabilidad de estar
inactivo. Se busca que el valor de pa sea lo mas cercano a 1, lo que indica
que la molécula supera a todos los compuestos activos utilizados durante
su entrenamiento (Filimonov et al., 2014). En el desarrollo de fairmacos,
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principalmente en etapas iniciales del proyecto, se utilizan métodos de
acoplamiento molecular para obtener informacién sobre la conformacién
de unién y la afinidad en un complejo ligando-enzima. La energia libre de
unién (Ac), también conocida como afinidad, se representa en kcal /mol
(Nguyen et al., 2020; Trott & Olson, 2010).

Debido a lo anterior, el objetivo del presente trabajo esta enfocado a
identificar péptidos con potencial para inhibir lipasas géstricas obtenidas
a partir de proteinas de camarones peneidos, mediante analisis computa-
cionales.

Metodologia
Busqueda de péptidos

La busqueda de péptidos extraidos de diversas especies de camarones pe-
neidos se realizé considerando publicaciones de 2006 a 2021 y tomando
en consideracion el tamafio de 0.400 a 2.435 kpa, de la base de datos en
linea NcBI (https:/ /pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).

Prediccidon de bioactividad mediante herramientas in silico

La creacién de las estructuras en 2D de los péptidos seleccionados se rea-
liz6 en chempraw professional 15.0. Posteriormente, la prediccién de acti-
vidad inhibidora de lipasas se llev6 a cabo con dos herramientas en linea:
pAss online (http://www.way2drug.com/passonline/predict.php), el cual
indica la probabilidad de alguna molécula a ser farmacolégicamente ac-
tiva (pa) (Filimonov et al., 2014), y BIoOPEP-UWM (https://biochemia.uwm.
edu.pl/biopep-uwm/), en la que se identifican fragmentos de la secuencia
peptidica con actividad bioldgica (Minkiewicz et al., 2019).

Acoplamiento molecular de péptidos

A partir del cribado de péptidos con potencial actividad inhibitoria se
observé su interaccién con la lipasa pancreatica humana, lipasa géstrica
de perro y la lipoproteina lipasa humana. La lipasa pancreatica huma-
na (uniprot ID: P16233) se modelé utilizando el servidor en linea Iterative
Threading Assembly Refinement (1-TASSER) (Zhang, 2008). Para la lipasa
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gastrica se utilizo la estructura cristalizada de la lipasa gastrica de perro
(Canis lupus familiaris) obtenida de Protein pata Bank (PDB ID:1K8Q), y
finalmente la estructura de lipoproteina lipasa humana fue modelada por
alphafold (rpB ID: AF-P06858-F1). En la validacion de las estructuras se
utiliz6 el diagrama de Ramachandran generado con molprobity (http://
molprobity.biochem.duke.edu/) y verify3d de saves v6.0 (https://saves.
mbi.ucla.edu/).

Los péptidos bioactivos se prepararon en Avogadro 1.2.0 con el campo
de fuerza MMFF94. Los hidrégenos se agregaron durante la preparacién
de los péptidos, y la proteina, mediante chimera 1.16. Los acoplamientos
moleculares se generaron utilizando dos programas: Autopock vina 2.1.1
con pymol como visualizador y autodock crankpep (Abcp) (Trott & Olson,
2010; Zhang & Sanner, 2019), con una exhaustividad de 16 para Autobock
Vina, mientras que para ADCP se utilizaron 20 bisquedas independientes,
cada una con 1 millén de evaluaciones o réplicas. Para ambas se utiliz6 la
serina catalitica como residuo flexible: para la lipasa pancreéatica ser169,
lipasa gastrica ser153 y lipoproteina lipasa ser159. Las medidas de las ca-
jas utilizadas (tabla 1) se determinaron con la finalidad de restringir la
configuracién del péptido en el sitio activo de cada enzima.

Tabla 1. Medidas y ubicaciones de las cajas utilizadas

Programas Enzimas Tamaiio (X, Y, Z) Ubicacion (X, Y, 2)
Lipasa pancreatica 18,27,23 69.73,94.76, 73.77
AutoDock Vina Lipasa gastrica 20,19, 30 28.7,83.4,31.17
Lipoproteina lipasa 25,17,17 6.15,-3.13, 16.39

AutoDock CrankPep

Elaboracién propia.

Lipasa pancreatica
Lipasa gastrica

Lipoproteina lipasa

19.50, 23.25, 20.25
21.00, 19.50, 23.25

26.25,20.25,17.25
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Resultados y discusion
Busqueda de péptidos

A partir de literatura y bases de datos en linea se lograron identificar 95
secuencias peptidicas provenientes de diversas especies de crustaceos, en
su mayoria obtenidas a partir de hidrélisis enzimética 4cida o alcalina. Las
secuencias obtenidas mostraron tamafios variables (3-10 aminoacidos).

Prediccion de bioactividad

Dos secuencias con potencial para inhibir lipasas fueron identificadas (ta-
bla 2): los péptidos Thr-cys-His (359 kpa) y Ala-Gly-pPhe-Ala-Gly-Asp-Asp-
Ala-Pro-Arg (0.976 kpa), ambos obtenidos mediante hidroélisis alcalina con
tripsina, a partir del cefalotérax de desecho de la industria camaronicola.
Es de importancia recalcar que la mayoria de los estudios para la gene-
raciéon de péptidos bioactivos se centran en la preparacién de hidroliza-
do de proteinas utilizando enzimas individuales, con lo que se obtienen
péptidos de bajo peso molecular y con una cadena de 2 a 20 residuos de
aminoacidos (Du & Li, 2022).

Tabla 2. Fuente de obtencién de los péptidos utilizados de crustaceos

Tejido Tipo de Enzima Secuencia Referencia
hidrolisis del péptido
Subproductos de | Alcalina Tripsina TCH Huang et al., 2011

procesamiento

Ambigaipalan &

Exo- let Alcali Tripsi AGFAGDDAPR
xo-esqueleto calina ripsina Shahidi, 2017

Elaboracién propia.

Con pass online se identific6 que el péptido Thr-cys-His mostré un
Pa 0.882 y pi 0.003, lo que indica potencial de poseer dicha actividad.
Asf mismo, el fragmento Ala-Gly-Asp-Asp-ala-pPro-arg de la secuencia Ala-
Gly-phe-ala-Gly-Asp-asp-ala-pro-Arg presenté bioactividad segin la base
de datos de BIOPEP-UWM, que contiene actualmente 4,503 péptidos dis-
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tribuidos en 61 actividades (consultado el 28 de septiembre de 2022). En
la figura 1 se aprecian los dos péptidos identificados como prometedores.
Se sefiala el fragmento activo del péptido identificado en la plataforma de
BIOPEP-UWM en color verde.

Figura 1. Péptidos identificados con alto potencial para inhibir lipasas,
el péptido “a” mediante PASS Online y “b” con BIOPEP-UWM

a) b)

Thr-Cys-His

Pa 0.882 Pi 0.003

w7 o o -
I = I
[
Ala-Gly-Phe-Ala-Gly-Asp-Asp-Ala-Pro-Arg

Fragmento probablemente activo

Elaboracién propia.
Estructura de enzimas

La validacién de las estructuras enzimaticas se analizé6 mediante los dia-
gramas de Ramachandran generados por Molprobity (figuras 2.1y 2.2). De
acuerdo con Ravikumar et al. (2019) los diagramas de Ramachandran se
basan en la apariciéon de choque estérico entre atomos no enlazados en un
sistema de unidades peptidicas de dos enlaces (dipéptido); es decir, una
combinacién (¢,) se considera “no permitida” o “permitida” dependien-
do de si se produce o no un choque estérico entre dos 4tomos.
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Figura 2.1. Diagramas de calidad de las estructuras enzimaéticas, a,
cy e corresponden a diagramas de Ramachandran generados por
MolProbity, b, d y f generados con Verify3D de SAVES v6.0

Lipasa pancreatica

R e
o T

Elaboracién propia.
A, cy e corresponden a diagramas de Ramachandran generados por MolProbity. B, d y f fueron generados
con Verify3D de SAVES v6.0.

Figura 2.2. Diagramas de calidad de las estructuras enzimaticas

Lipasa gastrica
C) w - e

Elaboracién propia.
a, cy e corresponden a diagramas de Ramachandran generados por MolProbity, b, d y f fueron generados
con Verify3D de SAVES v6.0.
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En la estructura de la lipasa pancreatica, 85.5 % de todos los residuos
se encontro en regiones favorecidas, y 95.7 %, en regiones permitidas con
20 residuos de valor atipico; en la lipasa géstrica, un 92.5 % en regiones
favorecidas, y un 99.5 %, en regiones permitidas con 2 residuos de valor
atipico, y finalmente la lipoproteina lipasa se encontré en 97.5 % en regio-
nes favorecidas, y 100 %, en regiones permitidas. De manera general va-
lores mayores a 90 % de residuos en regiones favorecidas es un indicativo
de la estabilidad de la estructura y, por lo tanto, de la calidad del modelo
proteico (tabla 3) (Laskowski et al., 2012; Wlodawer, 2017).

Tabla 3. Residuos en regiones favorecidas y permitidas de las estructuras enzimaticas

Enzimas Residuos en regiones Interpretacién del modelaje*
favorecidas (%) permitidas (%)
Lipasa pancreatica 85.5 95.7 <90%: Problemas locales
Lipasa géstrica 92.5 99.5 >90%: Modelo estable
Lipoproteina lipasa 97.5 100 >90%: Modelo estable

Elaboracién propia.
*>90 % de residuos en regiones favorecidas se considera indicativo de la calidad del modelo proteico

Acoplamiento molecular de péptidos

Se realiz6 acoplamiento molecular de los péptidos identificados como
bioactivos y las tres estructuras de lipasas. En la tabla 4 se presentan las
afinidades obtenidas, donde el péptido A es Thr-cys-His y el péptido B co-
rresponde a Ala-Gly-phe-ala-Gly-Asp-Asp-ala-pro-Arg. Las mejores afinida-
des se obtuvieron utilizando Autopock crankpep (ADCP) para el péptido B,
las cuales se encuentran en el rango de -11.8 a -14.5 Kcal/mol. ADCP es un
programa especializado en el acoplamiento de péptidos, y logra acoplar
con éxito péptidos de hasta 20 aminoécidos (Zhang & Sanner, 2019).

En cambio, el acoplamiento molecular del péptido A presenté una afi-
nidad menor, pues se encontré entre -5.6 a -6.4 Kcal/mol. Fue realizado
con Autobock vina, que es un programa para el acoplamiento de moléculas
de bajo peso, pero no es especifica para péptidos con muchos dngulos de
rotacion (Trott & Olson, 2010). Para ambos péptidos, la afinidad més alta
se encontr6 con la lipasa gastrica, y la mas baja, con la lipoproteina lipasa,
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lo cual indica que ambos péptidos presentan mejor estabilidad al unirse
con la lipasa géstrica. La afinidad de unién en el acoplamiento represen-
ta su estabilidad en el bolsillo de una enzima, caracteristica importante
en compuestos de interés (Adelusi et al., 2022). La visualizacién de los
acoplamientos con Autobock vina y Autobock crankpep fueron realizadas
con pymol (figura 3). En ambos el péptido se encuentra de color azul, y de
color rojo se muestra la serina catalitica.

Tabla 4. Afinidades entre distintas lipasas y los péptidos identificados como prometedores

péptido a

péptido b

Lipasa pancredtica -6.4 -12.9
Lipasa gastrica -6.5 -14.5
Lipoproteina lipasa -5.6 -11.8

Elaboracién propia.

Figura 3. Acoplamientos moleculares proteina-péptido visualizados en Pymol

Lipasa pancredtica

h)

Elaboracion propia
“a", "d"y “h" corresponden a las enzimas solas, “b", “f" e “i" se muestran los acoplamientos con el péptido A, y
finalmente en “c”, “g" y “j" son los acoplamientos con el péptido B.
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Conclusiones

Los péptidos obtenidos a partir de literatura fueron sometidos a diversos
ensayos in silico, con lo que se logré identificar dos péptidos prometedo-
res para la inhibicién de lipasas (péptido A: Thr-Cys-His y el péptido B:
Ala-Gly-Phe-Ala-Gly-Asp-Asp-Ala-Pro-Arg). Si bien los péptidos son pro-
metedores, se requieren mas ensayos in vitro e in vivo para comprobar su
seguridad y eficiencia para la inhibicién de la lipasa pancreatica, gastrica
y lipoproteina lipasa y, asf, ser consideradas en un futuro como un posible
tratamiento para la obesidad, con la finalidad de poder mejorar la calidad
de vida de las personas.
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La sostenibilidad es un tema crucial en la actualidad: busca equilibrar el desarrollo econd-
mico y social con la proteccion del medio ambiente y la preservacion de los recursos
naturales para las generaciones futuras. La ciencia y la tecnologia tienen un papel funda-
mental en la busqueda de soluciones innovadoras para avanzar hacia un modelo mas
sostenible. Este libro presenta una recopilacion de doce capitulos de investigacion que
abordan diferentes problematicas ambientales, de produccion y consumo responsables y
de salud y bienestar, en los que se proponen soluciones innovadoras que puedan contri-
buir al cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030 de las
Organizacion de las Naciones Unidas.

El agua es un recurso fundamental para la vida, y su disponibilidad y calidad son esenciales para
el bienestar humano y la conservacion de los ecosistemas. Los capitulos de este libro presentan
soluciones innovadoras para la gestion del agua, incluyendo la identificacion de microorganismos
que degradan plasticos, la utilizacion de enzimas para la degradacion de antibi6ticos en aguas
residuales, la generacion de nanoparticulas metalicas a partir de residuos agroindustriales para la
eliminacion de contaminantes organicos en agua y el uso de biocarbon generado a partir de
residuos organicos para la eliminacion de metales pesados en el agua, entre otros temas.
Ademas, se destaca la importancia de la aplicacion de la ingenieria de calidad para garantizar la
inocuidad del agua destinada al consumo humano.
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