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Actividad antioxidante de hidrolizados enzimaticos obtenidos de proteinas de
chapulin (Sphenarium purpurascens)

Emmanuel Rodea-Lucio?, Ofelia Sandoval-Castillal, Landy Hernandez-Rodriguez ?,
Consuelo Silvia Olivia Lobato-Calleros?, Blanca Elizabeth Hernandez-Rodriguez*

Resumen

En el presente estudio se determind la actividad antioxidante de hidrolizados enzimaticos de
proteinas de chapulin (Sphenarium purpurascens). Se obtuvieron péptidos mediante una
hidrolisis enzimatica empleando las enzimas Pepsina y Alcalasa®, el potencial antioxidante de
los péptidos fue registrado como capacidad inhibidora de radicales libres ABTS y DPPH. Los
péptidos presentaron actividad antioxidante, la cual se determiné mediante la inhibicion de
radicales libres. Los péptidos obtenidos en un tiempo de 8 h de hidrolisis enzimética con pepsina
mostraron una mayor inhibicion del radical DPPH (97.87 %) y los péptidos obtenidos a las 2 h
de hidrolisis enzimatica con Alcalasa® presentaron mayor inhibicion del radical ABTS (87.81
%). Los resultados obtenidos sugieren que los péptidos pueden ejercer efectos benéficos en la
salud del consumidor, teniendo la funcion de reducir el dafio causado por la accion de los
radicales libres y con ello evitar el riesgo de desarrollo de diversas enfermedades cronico-
degenerativas.

Palabras clave: actividad antioxidante, radicales libres, proteina, insectos comestibles.
Abstract

In this study, the antioxidant activity of enzymatic hydrolysates of grasshopper (Sphenarium
purpurascens) proteins was determined. Peptides were obtained by enzymatic hydrolysis using
the enzymes Pepsin and Alcalase®, the antioxidant potential of the peptides was recorded as the
inhibitory capacity of ABTS and DPPH free radicals. The peptides presented antioxidant
activity, which was determined by the inhibition of free radicals. The peptides obtained after 8
h of enzymatic hydrolysis with pepsin showed greater inhibition of the DPPH radical (97.87%)
and the peptides obtained after 2 h of enzymatic hydrolysis with Alcalase® presented greater
inhibition of the ABTS radical (87.81%). The results obtained suggest that peptides can exert
beneficial effects on the health of the consumer, having the function of reducing the damage
caused by the action of free radicals and thus avoiding the risk of developing various chronic-
degenerative diseases.

Keywords: antioxidant activity, free radicals, protein, edible insects.
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Introduccion

El consumo de insectos representa una alternativa saludable y nutritiva, proporcionando acidos
grasos, vitaminas y micronutrientes como cobre, hierro, magnesio, fésforo, manganeso, selenio
y zinc. Adicionalmente, es importante destacar su alto contenido de proteina (Halloran &
Vantomme, 2017; Rumpold & Schluter, 2013; Sun-Waterhouse et al., 2016).

El contenido nutricional de los insectos depende de su etapa de desarrollo (etapa metamorfica),
habitat y dieta. Representan una fuente importante de diversos nutrientes (grasa, fibra y
minerales), pero resalta su contenido de proteina, alcanzando hasta el 60 % en algunas especies
(Halloran & Vantomme, 2017; Halloran, 2016; Jayanegara et al., 2017; Payne et al., 2016; Van
Huis & Oonincx, 2017). Ademas, se ha registrado que péptidos derivados de las proteinas de
insectos comestibles, contienen en su estructura aminoacidos que ejercen actividad antioxidante,
como Hys, Pro, Tyry Trp (Wang & De Mejia, 2005). Liu et al., (2016) ha explicado que los
péptidos de bajo peso molecular tienen mas aminoacidos expuestos, lo que favorece su
interaccion con los radicales libres y mejora su efecto antioxidante encontrandose aminoacidos
como Lys y Met, que aportan mayor resistencia a la oxidacion (Soares de Castro et al., 2018).
Con base en lo anterior, este proyecto tiene como objetivos obtener hidrolizados de proteinas de
chapulin (Sphenarium purpurascens), asi como determinar su actividad antioxidante.

Materiales y métodos

Las muestras de chapulin (Sphenarium purpurascens) provenientes del estado de Oaxaca,
México., fueron adquiridas con el proveedor Be-xo00, S.A de C.V., ubicado en Ciudad de
México, México. Los reactivos utilizados fueron acido 2,2'-azino—bis—(3—etillbenzotiazolin— 6—
sulfénico) (ABTYS), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y Trolox, los cuales fueron adquiridos
en Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA); NaOH y HCI de la marca
J.T.Baker® (Phillipsburg, NJ, USA). La Pepsina (EC 3.4.23.1) fue adquirida en Sigma—Aldrich
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) y Alcalasa® (EC 3.4.21.62) en EMD Millipore
Corporation, una filial de Merck KGaA, Alemania.

Anélisis quimico proximal

La composicién quimico proximal de los chapulines (Sphenarium purpurascens) se determind
de acuerdo con los procedimientos estandar de la AOAC (2002). El contenido de proteina se
determind por el método Kjeldahl (955.04/90), humedad (método de secado a la estufa,
930.15/90), cenizas (método 942.05), grasa (método Soxhlet, 963.15), carbohidratos se
determind por diferencia y los resultados se expresaron en base seca (BS).

Hidrolisis de proteinas con Pepsina

Se realizé la hidrolisis enzimatica preparando dispersiones de aislado de proteina de chapulin
(APCh) al 5 % (m/v) en amortiguador pH 2. La dispersion se acondiciono a una temperatura de
37 °C con agitacion continua a 150 rpm por 15 min y se ajusto el valor de pH a 2.0 con HCI 1
M o NaOH 1 M. Posteriormente, la reaccion de hidrolisis se inicio adicionando la enzima
Pepsina 4 % (m/v). La temperatura (37 °C) y el pH (2.0) se monitorearon y ajustaron segun fue
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necesario durante el proceso de hidrolisis enzimatica. Se tomaron alicuotas al tiempo 0, 30, 60
min y posteriormente en intervalos de 60 min durante 8 h, las cuales se llevaron a ebullicion en
bafio maria durante 15 min para detener la reaccion. Se centrifugaron a 8000 rpm durante 15
min a 4 °C, se recuperaron los sobrenadantes y se almacenaron a -20 °C para su posterior
analisis.

Hidrolisis de proteinas con Alcalasa®

Se llevd a cabo la hidrdlisis enzimatica preparando dispersiones de aislado de proteina de
chapulin (APCh) al 5 % (m/v) en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 8. La dispersion se
acondicion6 a una temperatura de 50°C con agitacion continua a 150 rpm por 15 min y se ajusto
el valor de pH a 8.0 con HCI 1 M o NaOH 1 M. Posteriormente, la reaccion de hidrolisis se
inicié adicionando la enzima Alcalasa® 4 % (v/v). La temperatura (50 °C) y el pH (8.0) se
monitorearon y ajustaron segun fue necesario. Se tomaron alicuotas al tiempo 0, 30, 60 min y
posteriormente en intervalos de 60 min durante 8 h, las alicuotas se llevaron a ebullicion en bafio
maria durante 15 min para detener la reaccion. Se centrifugaron a 8000 rpm durante 15 min a 4
°C, se recuperaron los sobrenadantes y se almacenaron a -20 °C para su posterior analisis.

Inhibicion de radical DPPH

Se empleo el procedimiento descrito por Soares de Castro & Harumi (2014) con algunas
modificaciones, este método se basa en la estabilidad del radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), el cual fue empleado para evaluar la actividad antioxidante de los péptidos de proteinas
de chapulin, producidos mediante hidrélisis enzimatica con Pepsina y Alcalasa®. Los ensayos
se realizaron mezclando 1.5 mL de una solucion 0.08 mM de DPPH en metanol al 80 % (v/v)
con 0.5 mL de muestra de dispersiones de péptidos obtenidos a los tiempos 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7'y 8 h de hidrolisis a una concentracion de proteina de 1 mg mL™. La absorbancia se midid
a 515 nm en un espectrofotdmetro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) después de 60 min de reaccion en la obscuridad. Se preparo un blanco con 1.5 mL
de metanol al 80 % (v/v) y 0.5 mL de agua destilada. Asi también, se prepar6 un control con 1.5
mL de una solucion 0.08 mM de DPPH en metanol al 80 % (v/v) y 0.5 mL de agua destilada.
El porcentaje de inhibicion del radical DPPH se calculé mediante la ecuacion 1.

% Inhibicion DPPH = [ (As1scontrol — AsisMuestra) / Asiscontrol ] X 100 (1)

Donde, Asiscontrol €S la absorbancia (515 nm) del control y Asismuestra €S la absorbancia (515 nm)
de la mezcla de reaccion con péptidos.

La actividad antioxidante se estimé mediante analisis de regresion lineal del porcentaje de
inhibicion DPPH vs. concentracion de péptidos en diluciones seriales (0 — 1 mg mL?) y el
resultado se reportdé como la concentracion necesaria de péptidos (mg mL™?) para inhibir el 50
% de la actividad del radical DPPH (IC50). Ademas, se prepar6 una curva estandar de Trolox
(0 - 100 uM) y la actividad antioxidante, se expresé como pumol equivalentes de Trolox (ET)
100 g de muestra seca.

Inhibicion de radical ABTS

La actividad antioxidante por medio de la captacion del cation radical ABTS (2,2 'azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) se determind de acuerdo con la metodologia descrita por Re et
al., (1999) con algunas modificaciones. Se mezclaron 5 mL de ABTS 7 mM con 88 uL de

6



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

persulfato de potasio 140 mM. La mezcla se mantuvo en la oscuridad por 16 h antes de su uso.
Al final de este periodo, la disolucion se diluyd con etanol, hasta obtener una absorbancia de
0.700 £ 0.002 a 734 nm en un espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). Para los ensayos, se mezclaron 960 pL de la disolucion del
radical ABTS con 40 pL de dispersiones de péptidos obtenidos a los tiempos 0, 0.5, 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7'y 8 h de hidrolisis (1 mg proteina ML), la reaccion transcurrié durante 6 min 'y se midio la
absorbancia a 734 nm. Se preparé un blanco con 960 pL de etanol y 40 pL de agua destilada.
Asi tambien, se prepar6 un control con 960 L de la disolucién del radical ABTS y 40 uL de
agua destilada. El porcentaje de inhibicién del radical ABTS, se calcul6 de acuerdo con la
ecuacion 2.

% Inhibicién ABTS = (1 - %) x 100 )

Donde A7zamuestra €S la absorbancia de la disolucion ABTS con la muestra; y A7zacontrol €S la
absorbancia de la solucién ABTS sin la muestra.

Los resultados se reportaron como IC50, el cual se determind mediante anélisis de regresion
lineal del porcentaje de inhibicion ABTS vs. concentracion de péptidos en diluciones seriales (0
—1mg mL?) y el resultado se reporté como la concentracion necesaria de péptidos (mg mL™)
para inhibir el 50 % de la actividad del radical ABTS (IC50). Ademas, se prepard una curva
estandar de Trolox (0 - 500 uM) y la actividad antioxidante se expres6 como pumol equivalentes
de Trolox (ET) 100 g de muestra seca.

Resultados y discusién

Analisis proximal de harina de chapulin (Sphenarium pupurascens)

La composicion quimico proximal de Sphenarium pupurascens, presenta valores de contenido
de proteina de 72.07 £ 0.03 % (Cuadro 1), similares a los registrados por Melo-Ruiz et al.,
(2015) de 75.87 £ 0.6 %. Anteriormente, se han registrado valores altos de proteina en insectos
comestibles del orden Orthoptera como Locusta migratoria y Acheta domesticus con 82.30 %
y 89.5 %, respectivamente (Villasefior et al., 2021). Adicionalmente, se encontr6é un contenido
de carbohidratos inferior con respecto a los valores reportados por Melo-Ruiz et al., (2015),
mientras que el contenido de lipidos y fibra fue ligeramente mayor, los valores mencionados
son 8.51+0.2,6.02+ 1.1y 7.08 £ 0.9, respectivamente.

Cuadro 1. Andlisis quimico proximal de harina de chapulin (Sphenarium pupurascens).

Componente Porcentaje
(Base seca)
Proteina 72.07 +0.031!
Lipidos 10.15+0.11
Cenizas 3.35+0.06
Fibra 10.62 £ 0.05
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Carbohidratos 3.81+£0.00

! Los resultados obtenidos son el promedio de 3 repeticiones * desviacion estandar

Actividad antioxidante de hidrolizados con Pepsina

La actividad antioxidante de los péptidos obtenidos por hidrolisis enzimatica con Pepsina se
determind mediante la inhibicién de los radicales ABTS y DPPH. Los valores mas elevados de
actividad antioxidante sobre el radical DPPH (97.87 %), se obtuvieron con los péptidos
obtenidos a las 8 h de hidrolisis (figura 1), mientras que sobre el radical ABTS (41.80 %), se
obtuvieron con los péptidos obtenidos a las 5 h de reaccion (figura 2). Este Gltimo valor es 2.3
veces inferior al obtenido por la inhibicién del radical DPPH, lo cual se puede atribuir a la
especificidad de la Pepsina, que escinde preferentemente los enlaces peptidicos con Lys, Leu,
Glu, Alay aromaticos (Phe, Tyry Trp) en el extremo carboxilo terminal (Nasri, 2016).

Lo anterior, sugiere la probable formacion de interacciones hidrofobicas entre los residuos de
Leu, Glu, Lysy Ala de los péptidos antioxidantes con el radical DPPH y la formacion de puentes
de hidrogeno a través de los residuos de Lys. Mientras que el radical ABTS interactta con los
péptidos a través de la formacion de puentes de hidrégeno con Arg, GIn y Ser e interacciones
hidrofdbicas con Asp. Sin embargo, por la especificidad de la enzima, estos aminoacidos no
prevalecen en el extremo carboxilo terminal de los péptidos liberados. Wen (2021) demostro
mediante el estudio de la relacidn estructura-actividad de péptidos antioxidantes de semillas de
sandia, que los residuos de aminoacidos en péptidos pueden interactuar efectivamente con las
moléculas de radicales libres DPPH, lo que hace que el péptido tenga una fuerte actividad de
eliminacion de estos radicales.
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Figura 1. Inhibicién del radical DPPH (hidrolizado con Figura 2. Inhibicién del radical ABTS (hidrolizado con
Pepsina). Letras diferentes indican diferencia significativa  pepsina). Letras diferentes indican diferencia significativa
(p<0.05). (p <0.05).

Actividad antioxidante de hidrolizados con Alcalasa®

La actividad antioxidante de los péptidos obtenidos por hidrolisis enzimatica con Alcalasa® se
determiné mediante la inhibicion de los radicales ABTS y DPPH. Se registro un valor de 87.81
% de inhibicidn de radical ABTS con péptidos obtenidos a las 2 h de hidrolisis, siendo esta la
actividad antioxidante mas elevada, con respecto a la observada en péptidos producidos a los
diferentes tiempos de hidrdlisis. De igual manera, fue el valor méas alto en comparacién con los
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valores obtenidos mediante la inhibicion del radical DPPH, en donde se registr6 un valor
méaximo de 64.25 % de inhibicion para los péptidos obtenidos a las 8 h de hidrolisis con
Alcalasa® (figura 3).

El comportamiento registrado pudo ser debido a que la Alcalasa® al presentar una amplia
especificidad por la mayoria de los aminoacidos y mayor especificidad por aminoacidos
aliféticos (Gly, Ala, Pro, Val, Leu, lle) y sin carga (Ser, Thr, Cys, Asn, GlIn), permite una mayor
interaccion del radical ABTS con los péptidos obtenidos a partir de la hidrolisis con esta enzima.
Lo anterior, posiblemente por la formacion de puentes de hidrogeno entre el radical con Gin 'y
Ser e interacciones hidrofobicas con Gly, mientras que el radical DPPH presenta una mayor
interaccion con aminoacidos como Leu, Glu, Lys y Ala. Estos resultados coinciden con el
reporte de Nasri (2016), quien concluye que la actividad antioxidante de los péptidos puede
mostrar resultados diferentes, dependiendo del radical libre empleado, la especificidad de las
enzimas hidroliticas, asi como de las propiedades de los péptidos (longitud, hidrofobicidad y
composicion).
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Figura 3. Inhibicién del radical DPPH (hidrolizado cor Figura 4. Inhibicion del radical ABTS (hidrolizado con
Alcalasa®). Letras diferentes indican diferencia significativa #\Icalasa®). Letras diferentes indican diferencia significativa
(0 <0.05). (0 <0.05).

Conclusiones

Se puede concluir que los péptidos obtenidos por la hidrolisis enzimatica de proteinas de
chapulin (Sphenarium purpurascens), presentan actividad antioxidante. Los resultados
mostraron una importante capacidad de inhibicidn de los radicales libres, observandose una
mayor inhibicion del radical DPPH con los péptidos producidos a las 8 h de hidrolisis con
Pepsina y la mayor inhibicion del radical ABTS con los péptidos a las 2 h de hidrolisis con
Alcalasa®. Por lo anterior, se concluye que los péptidos obtenidos a partir de proteina de
chapulin son ingredientes con potenciales efectos benéficos a la salud del consumidor, teniendo
la funcidn de reducir el dafio causado por la accion de los radicales libres, evitando el riesgo de
desarrollo de diversas enfermedades crénico-degenerativas.
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Actividad bioldgica en hidrolizados de proteina de hormiga chicatana (Atta
mexicana)

Daniela Soto-Felix!, Eleazar Aguirre-Mandujano?, Consuelo Silvia Olivia Lobato-
Calleros?, Blanca Elizabeth Hernandez-Rodriguez*

Resumen

Los insectos son ricas fuentes de nutrientes, destacandose por su contenido proteico significativo
que va del 20 al 75 %; por lo que se considera como una fuente alternativa de proteinas que
puede ayudar a mejorar tanto la nutricién como la seguridad alimentaria.

En este estudio se determin0 el potencial bioldgico de los péptidos producidos durante la
digestion gastrointestinal (DGI) in vitro de proteinas de hormiga chicatana (Atta mexicana)
presentes en la harina desgrasada. El potencial antioxidante de los hidrolizados se determin6
como actividad de inhibicion de radicales libres (ABTS y DPPH), mientras que la actividad
antidiabética y antihipertensiva, se expresdé como la actividad inhibitoria sobre [J-amilasa y
enzima convertidora de angiotensina — | (ECA-I), respectivamente.

La mayor actividad antirradical sobre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), se observé en la
fraccion completa antes de la hidrolisis (93,51 + 1,15 %) y sobre ABTS (2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) en las fracciones completas antes y después de la hidrolisis
(99,85 = 0,00 y 98,94 + 0,15 %, respectivamente). La actividad antidiabética mostré un
incremento en el porcentaje de inhibicion de la fraccion total (77.12 £ 3.29 %) despues del
proceso de DGI (92.86 + 4.22 %). Con respecto a la inhibicion de ECA-I no se observaron
cambios significativos en los tratamientos, sin embargo, en todos los casos se presentaron
porcentajes altos de inhibicion (72 - 96 %). Por lo anterior, cabe sefialar que el consumo de
insectos con alto contenido de proteina puede ser potencialmente beneficioso para el organismo
humano, ya que pueden prevenir enfermedades asociadas al estrés oxidativo, diabetes e
hipertension.

Palabras Clave: Hormiga chicatana, actividad bioldgica, antioxidante, antidiabética,
antihipertensiva.

Abstract

Insects are rich sources of nutrients, standing out for their significant protein content ranging
from 20 to 75 %); therefore, they are considered as an alternative source of protein that can help
improve both nutrition and food security.

In this study, the biological potential of peptides produced during in vitro gastrointestinal
digestion (GID) of chicatana ant (Atta mexicana) proteins present in defatted flour was
determined. The antioxidant potential of the hydrolysates was determined as free radical
inhibition activity (ABTS and DPPH), while the antidiabetic and antihypertensive activity was
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expressed as inhibitory activity on -amylase and angiotensin - | converting enzyme (ACE-I),
respectively.

The highest antiradical activity on DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), was observed in the
complete fraction before hydrolysis (93.51 + 1.15 %) and on ABTS (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) in the complete fractions before and after hydrolysis
(99.85 = 0.00 and 98.94 + 0.15 %, respectively). The antidiabetic activity showed an increase
in the percentage inhibition of the total fraction (77.12 + 3.29 %) after the DGI process (92.86
+ 4.22 %). With respect to ACE-I inhibition, no significant changes were observed in the
treatments; however, in all cases high percentages of inhibition were presented (72 - 96 %).
Therefore, it should be noted that the consumption of insects with high protein content can be
potentially beneficial for the human organism, since they can prevent diseases associated with
oxidative stress, diabetes and hypertension.

Keywords: Chicatana ant, biological activity, antioxidant, antidiabetic, antihypertensive.

Introduccion

Los insectos comestibles son un recurso natural renovable que ha sido aprovechado desde la
antigtiedad con fines alimenticios y medicinales. El interés por el consumo de insectos se ha
incrementado en los ultimos afios debido a su reconocido valor nutricional (alto contenido en
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micro y macronutrientes), potenciales beneficios para la salud (presencia de sustancias
bioactivas) y bajo impacto ambiental (uso de menos recursos y reducidos niveles de
contaminacion) (Castro-Lopez et &l., 2020).

Desde el punto de vista nutricional, los insectos en todas las etapas de la vida son ricas fuentes
de proteina, grasa y muchos otros nutrientes importantes (Bovera et al., 2016), presentan un
contenido proteico significativo que va del 20 al 75 %. En el caso de la hormiga chicatana (Atta
mexicana), contiene 42.59 % de proteina en base seca (Amarender et &l., 2020; Ramos-Elorduy,
1997), por lo que se considera como una fuente alternativa de proteinas que puede ayudar a
mejorar tanto la nutricion como la seguridad alimentaria.

Se ha reportado que la digestibilidad de las proteinas de insectos oscila entre el 76 y el 96 %;
estos valores son solo un poco mas pequefios que los valores reportados para la proteina de
huevo (95 %) o la carne de vacuno (98 %) e incluso més altos que en el caso de muchas proteinas
vegetales (13 a 60 %) (Rumpold y Schliiter, 2013; Koufimska y Addmkova, 2016; Poji¢ et al.,
2018). Aungue existen estudios sobre la composicion nutricional, el perfil de aminoacidos y las
propiedades funcionales de muchos insectos (van Huis, 2013; Yi et al., 2013), alin hay especies
con propiedades novedosas por descubrir, y la exploracion de mas especies de insectos puede
ayudar encontrar candidatos para desarrollar alimentos nutritivos y funcionales

Ademas, el consumo de insectos también puede enriquecer la dieta humana en componentes
bioactivos, por ejemplo, péptidos bioldgicamente activos (Zielinska et al., 2017). Los péptidos
bioactivos liberados durante la digestion gastrointestinal, o por hidrolisis previa de proteinas in
vitro, son compuestos con actividad biologica beneficiosa, por ejemplo, actividad
antihipertensiva, antioxidante, antiinflamatoria o hipocolesterolémica (Gobbetti et al., 2002;
Saiga, Tanabe y Nishimura, 2003; Zhang, et al., 2012; Kara’s et al., 2017).

Con base en lo anterior, en el presente trabajo se determinaron diferentes actividades bioldgicas
en los péptidos obtenidos por un proceso de hidrolisis enzimatica secuencial (digestion
gastrointestinal) de las proteinas hormiga chicatana (Atta mexicana).

Materiales y métodos

Materiales
La hormiga chicatana se colecto en Bochil, Chiapas; con una preparacion previa en la que se
deshidrataron después de remover la cabeza y las alas del insecto.

Preparacion de la harina de hormiga chicatana

Las hormigas se deshidrataron empleando una estufa (RIOSSA, modelo HCF-S2-D) a 45 °C
hasta peso constante. Después, se pulverizaron empleando un equipo Ultra-Bullet® durante 3
min. Se utilizo6 el equipo Soxhlet empleando éter de petréleo como disolvente para la extraccion.
La harina de hormiga chicatana (HHC) se introdujo en cartuchos de papel filtro durante 6 h a
partir del primer sifon. Posteriormente, se dejé evaporar el disolvente en una campana de
extraccion por 3 h. Finalmente, se pulverizé nuevamente empleando un equipo Ultra-Bullet®
durante 3 min y se almacend en refrigeracion hasta su analisis.

Hidrdlisis enzimatica secuencial

La hidroélisis enzimética se realiz6 segun la metodologia descrita por Montiel-Aguilar, et al.
(2020). Para simular el proceso gastrointestinal, se realizé una digestion secuencial con pepsina
y pancreatina (tripsina-quimotripsina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Se prepar6
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una suspension de harina de hormiga desgrasada (HHD) al 5 % (p/v) en agua destilada, se
mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente (21 + 2 °C) por una hora y después se
ajusto el pH a 2.0 con HCI 1 M. Se llevé a una temperatura de 37 °C y se mantuvo constante
durante todo el proceso de digestion. En primer lugar, se adiciond pepsina 4 % (m/v) y la
reaccion se desarroll6 durante 2 h. Posteriormente, se ajustd el pH inicialmente a 5.3
adicionando bicarbonato de sodio 0.9 M y después a pH 7.5 con NaOH 1M, se adiciond la
enzima pancreatina 10 % (m/v) y se agitd durante 2 h. Se tomaron alicuotas antes de la hidrolisis
(AH) y al finalizar hidrdlisis (DH). Las alicuotas se llevaron a ebullicion por 15 min para detener
la reaccion y finalmente se centrifugaron (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburgo,
Alemania) a 8000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Los sobrenadantes muestras se almacenaron a -
20 °C hasta su anélisis.

Actividad antioxidante
Actividad inhibitoria de radicales DPPH

Se determind la actividad antioxidante, empleando el radical libre DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazil), de acuerdo con la metodologia descrita por (Cheison, Wang, & Xu, 2007) con
ligeras modificaciones. Los ensayos se realizaron mezclando 1.5 mL de una disolucion de DPPH
0.08 mM en metanol al 80 % (v/v) y 0.5 mL de las muestras (AH, DH y las respectivas
fracciones peptidicas) a 0.9 mgproeina ML™. Se agitd y dejo reposar a temperatura ambiente
durante 60 min protegido de la luz. La absorbancia se midi6 en un espectrofotémetro Genesys
10S-UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 515 nm. Se prepar6 un blanco
con 1.5 mL de metanol al 80 % y 0.5 mL de agua destilada. También se preparé un control
adicionando 1.5 mL de una disolucion de DPPH 0.08 mM en metanol al 80 % (v/v) y 0.5 mL
de agua destilada. El porcentaje de inhibicion del radical se calculé6 mediante la ecuacion:

% inhibicion DPPH = |*2%control=tmuestral 400 ... (1)

ADbScontrol

Donde Abs ontro1 €S la absorbancia del control y Abs,,est+a €S 12 absorbancia del ensayo.

Actividad inhibitoria de radicales ABTS

La determinacion de actividad antioxidante empleando el radical libre ABTS (2,2 'azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) se determind de acuerdo con la metodologia descrita por
(Re, et al., 1999) con algunas modificaciones. Se mezclaron 5 mL de ABTS 7 mM con 88 uL.
de persulfato de potasio 140 mM. La mezcla se mantuvo en la oscuridad por 16 h antes de su
uso. Al final de este periodo, la disolucidn se diluy6 con etanol, hasta obtener una absorbancia
de 0.700 = 0.002 a 734 nm en un espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). Para los ensayos, se mezclaron 960 pL de la disolucion del
radical ABTS con 40 pL de las muestras (AH, DH y las respectivas fracciones peptidicas) a 0.9
MQproteina ML, se dejo reaccionar durante 6 min y se midi6 la absorbancia a 734 nm en un
espectrofotdmetro Genesys 10S-UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Se
preparo un blanco con 960 pL de etanol con 40 pL de agua destilada. También se prepar6 un
control adicionando 960 pL de la disolucion del radical ABTS con 40 pL de agua destilada. El
porcentaje de inhibicion del radical se calcul6 mediante la ecuacion:
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% inhibicion ABTS = [*2control=omuestral 4 900 ... )

AbScontrol

Donde Abs ontror €S la absorbancia del control y Abs,,estra €S 12 absorbancia del ensayo.

Compuestos fendlicos totales

Se determind la concentracion de compuestos fendlicos totales (CFT) de las muestras (HHAH,
HHDH vy las respectivas fracciones peptidicas) a 0.9 mg de proteina mL-1 siguiendo el método
descrito por (Singleton & Rossi, 1965) modificado por (Gomez-Maldonado, et al., 2020). Se
colocaron 250 pL de las muestras (AH, DH y las respectivas fracciones peptidicas) a 0.9 mg de
proteina mL™ en un tubo conteniendo 200 pL de Folin-Ciocalteu y 1250 pL de agua destilada.
Tras la agitacion de la mezcla, se dejo reposar 3 min. Posteriormente, se adicionaron 300 pL de
carbonato de sodio (15 % p/v), se dejé incubar a temperatura ambiente por 30 min y se leyo la
absorbancia a 760 nm con el espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA.). Adicionalmente, se prepard una curva estandar de acido
gélico (0 — 60 mg L™). El contenido de compuestos fendlicos totales se expresdé como mg
equivalentes de cido galico (EAG) g de muestra seca.

Actividad antidiabética
Actividad inhibitoria de la enzima a-amilasa

La inhibicion de la enzima o-amilasa se realizd seguin la metodologia propuesta por Montiel-
Aguilar, et al. (2020) con algunas modificaciones. La reaccion se prepard con 100 pL de a-
amilasa de origen pancreatico porcino (1 U/mL) y se incub6 con 100 uL. de muestra (AH, DH'y
las respectivas fracciones peptidicas) a 0.9 mg de proteina mL™ durante 45 min a 37 °C.
Posteriormente, se adicionaron 800 pL de almidon soluble de maiz al 1 % en disolucion
amortiguadora de fosfato de sodio 20 mM con cloruro de sodio 6.7 mM, pH 6.9 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EE. UU.). Se dej6 reposar a 37°C por 5 min. Después se agregd 1 mL de é&cido
3,5 dinitrosalicilico (DNS) 96 mM en disolucion amortiguadora de tartrato de sodio y potasio
5.3 M en NaOH 2 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se llevéd a ebullicién por 5
min. Luego se dejo a temperatura ambiente (21 + 2 °C), se tomaron 100 pL de la reaccion final
y se diluy6 en 1 mL de disolucion amortiguadora de fosfato de sodio 20 mM con cloruro de
sodio 6.7 mM, pH 6.9. La absorbancia se midié a 540 nm en un espectrofotometro Genesys
10S-UV-VIS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). El blanco se prepar6 usando 1
mL de disolucién amortiguadora de fosfato de sodio 20 mM con cloruro de sodio 6.7 mM, pH
6.9 y 1 mL de de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) 96 mM en disolucién amortiguadora de
tartrato de sodio y potasio 5.3 M en NaOH 2 M. Asi también se prepard un control sustituyendo
100 pL. de muestra por 100 pL de disolucion amortiguadora de fosfato de sodio 20 mM con
cloruro de sodio 6.7 mM, pH 6.9. El porcentaje de inhibicion se establecié por diferencia de
absorbancia segun la ecuacion:

Abs —Abs.
control=20%muestral 4 100 ..o 3)
AbScontrol

Donde Abs ontror €S la absorbancia del control y Abs,,estra €S 12 absorbancia del ensayo.

% inhibicion a — amilasa = [
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Actividad antihipertensiva
Actividad inhibitoria de la enzima convertidora de angiotensina (ECA-I)

Para el ensayo de la inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina se adicionaran 100
uL de muestra (AH, DH y las respectivas fracciones peptidicas) a 0.9 mgproteina ML ™ con 100 pL
de ECA-1 (2 mU) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se incubaron durante 20 min a 37
°C, posteriormente se agregaron 200 uLL de N-Hippuryl-His-Leu (HHL) 5 mM en amortiguador
de borato pH 8.3 0.1 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y se incub6 a 37 °C durante
45 min. Después de la reaccion se agrego un volumen de 300 uL de HC1 IN y 1 mL de acetato
de etilo, se agit6 30 s en vortex y se llevd a centrifugar a 6000 rpm durante a 10 min a 15 °C.
Una vez separadas las fases, se tomaron 750 pL de la fase superior, que contiene la mezcla de
acetato de etilo con acido hipurico, y se depositaron en un tubo de vidrio, éste se llevd a
ebullicién a bafio maria hasta evaporar la fase liquida de la mezcla, después se rehidraté el
sedimento con 1.2 mL de agua destilada y agit6 por 20 s en vortex. Finalmente, se midio la
absorbancia a 284 nm en el espectrofotometro (Genesys 10S-UV-VIS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA)). El blanco se preparé usando 300 pL de amortiguador de
borato pH 8.3 0.1 M, 300 mL de HCI 1 Ny 1 mL de acetato de etilo. Para el control, se sustituyo
100 pL de muestra por 100 uL. de amortiguador de borato pH 8.3 0.1 M, 300 mL de HCI 1 N.
El porcentaje de inhibicion se obtuvo por la ecuacion:

% inhibicién ECA — | = [#25control-muestral 4 900 ... (4)

AbScontrol

Donde Abs ontror €S la absorbancia del control y Abs,,estra €S 12 absorbancia del ensayo.
Resultados y discusion

Actividad antioxidante

El ensayo de la actividad antioxidante mostré un valor de inhibicion del radical DPPH de 93.51
+ 1.51 % en la muestra total (AH) siendo la fraccion Fan 3-10 kDa la de mayor valor (91.03 +
0.38 %) mientras que para la muestra DH se obtuvo un valor de 82.76 + 0.22 %y el valor mayor
en la fraccion Fpn >10 kDa (79.26 £ 0.29). Kumabh et al. (2019) reportaron porcentajes menores
de inhibicién del radical DPPH en hidrolizados de proteina de harina sonicada de larvas de
Hermetia illucens, con valores entre 26.78 y 48.42 %.

Los valores de inhibicion del radical ABTS no mostraron diferencias significativas en las
muestras totales AH y DH (99.85 = 0.00 y 98.94 + 0.15 %, respectivamente) siendo las
fracciones Fan < 3, Fon >10, Fan 3-10 y Fpn <3 kDa las que reportaron los valores mas altos
con 94.63+0.18,94.22 + 1.52,91.38 £ 0.72y 90.16 + 1.01 %, respectivamente. Los porcentajes
de inhibicion de ABTS obtenidos fueron mayores a los reportados por Montiel-Aguilar et al.
(2020) para hidrolizado de aislado de proteina de Pterophylla beltrani tanto en el hidrolizado
total (53.65%) como en sus fracciones peptidicas F>10, F 3-10 y F<3 kDa con porcentajes de
60.79, 59.53 y 60.73 %, respectivamente.

En diversos estudios se reporta la hidrolisis como una variable que incrementa la actividad
antioxidante con respecto a las muestras no hidrolizadas, los resultados en esta investigacion
muestra un comportamiento opuesto, donde la actividad antioxidante evaluada con la inhibicién
del radical libre DPPH fue mayor en la muestra antes de la hidrolisis (AH) con respecto a la
muestra despues de la hidrolisis (DH), mientras que para la inhibicién del radical ABTS las
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muestras (AH y DH) no presentaron una diferencia significativa. Este comportamiento podria
atribuirse a la sensibilidad de los compuestos fenolicos a la temperatura que se representa como
una disminucion en el contenido de estos compuestos después del proceso DGI (cuadro 2), sin
embargo, la variacion del porcentaje de inhibicion posterior a la hidrolisis no fue tan amplia
como la disminucion de los compuestos fendlicos, por lo que se puede considerar que la
hidrolisis generd péptidos de menor tamafio molecular con una funcion antioxidante mejorada,
compensando asi la perdida de los CFT.

Cuadro 1. Actividad antioxidante por inhibicion de los radicales DPPH y ABTS de muestras
de harina de hormiga chicatana antes y después de la digestion gastrointestinal.

Tratamientos! Actividad antioxidante (% Inhibicion)

DPPH ABTS
AH 93.51 + 1.15% 99.85 + 0.00?
Fan <3 85.11 +0.19¢ 94.63 + 0.18°
Fan 3-10 91.03 + 0.38° 91.38 + 0.72¢
Fan >10 87.34 + 0.67° 71.00 + 1.76¢
DH 82.76 + 0.22¢ 98.94 + 0.152
Fpon <3 72.33+1.34" 90.16 + 1.01°
Fon 3-10 62.98 + 1.259 77.85 + 1.31¢
Fon >10 79.26 + 0.29¢ 94.22 +1.52°

IAH: Muestra total antes de la hidrolisis; DH: Muestra total después de la hidrdlisis; Fxy <3: Fraccion permeada
de la membrana de 3 kDa; Fxn 3-10: Fraccion retenida en la membrana de 3 kDa y posteriormente permeada en la
membrana de 10 kDa; Fxn >10: Fraccion retenida en la membrana de 10 kDa

2Medias con letras distintas fueron significativamente distintas (p < 0.05)

Compuestos fendlicos totales

Los valores para la muestra AH y sus fracciones fueron mayores a los obtenidos con las muestras
DH, a excepcion de la fraccion FAH>10 kDa que no presentd diferencias significativas con
respecto a DHy FDH <3 kDa. Las fracciones AH con mayor contenido de compuestos fenolicos
totales fueron FAH 3-10 y FAH<3 kDa con 152.87 y 148.333 mg eq. ac. galico mL™*
respectivamente, lo que indica que el insecto contenia un alto valor de compuestos fendlicos
totales probablemente debido a su alimentacion a base de plantas. Lo anterior fue reportado por
Di Mattia et al. (2019) mostrando contenidos de polifenoles totales mayores a 100 mg eq. &c.
galico/100 g en extractos hidrosolubles de 11 especies distintas de insectos con habitos
herbivoros.

El contenido de CFT disminuy6 notablemente después del proceso de hidrolisis, esto debido a
la sensibilidad térmica que presentan estos compuestos como lo indica Gallegos-Infante et al
(2013) en muestras de pinole con tratamientos a temperaturas altas, los cuales presentaron un
efecto negativo en el contenido de polifenoles totales; mientras que Xu, Ye, Chen, & Liu (2007)
encontraron que el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de los fenoles en general se
reducen al combinar temperatura y tiempo, lo cual indica que existe una destruccion de algunos
fenoles debido al tratamiento térmico principalmente.
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Cuadro 2. Contenido de compuestos fenolicos totales en muestras de muestras de harina de
hormiga chicatana antes y después de la digestion gastrointestinal.

Tratamientos? Compuestos fenélicos totales (mg eq. Ac. Galico mL™)
AH 140.91 + 2.25b2

Fan <3 148.33 + 2.00?

Fan 3-10 152.87 + 3.012

Fan >10 33.35+0.87¢

DH 30.40 +0.87¢

Fpon <3 31.09+1.13¢

Fon 3-10 20.43 £ 0.62¢

Fon >10 49.99 + 0.88°¢

IAH: Muestra total antes de la hidrolisis; DH: Muestra total después de la hidrolisis; Fxn <3: Fraccion permeada
de la membrana de 3 kDa; Fxn 3-10: Fraccion retenida en la membrana de 3 kDa y posteriormente permeada en la
membrana de 10 kDa; Fxn >10: Fraccion retenida en la membrana de 10 kDa

2Medias con letras distintas fueron significativamente distintas (p < 0.05)

Actividad antidiabética

La actividad antidiabética evaluada por medio de la inhibicion de la enzima a-amilasa fue mayor
después del proceso de hidrolisis (DH) con un valor de 92.86 %, siendo FDH <3 kDa y FDH
>10 kDa las fracciones peptidicas que presentaron mayor inhibicion (92.74 y 92.86 %) sin
diferencias significativas con las fracciones FAH <3 kDa y FAH 3 - 10 kDa, sin embargo, la
fraccion total previa a la hidrolisis (AH) mostr6 un porcentaje de inhibicién menor de 77.12 %.
Un comportamiento similar fue reportado por Montiel-Aguilar et al. (2020) donde las fracciones
peptidicas <3y > 10 kDa, de una muestra hidrolizada de P. beltrani, presentaron los porcentajes
de inhibicion més altos (54.3 y 41.4 %) aunque estos fueron menores al hidrolizado de la
hormiga chicatana. Los resultados mostraron un incremento de 77.12 % a 92.86 % en el
porcentaje de inhibicion de [J-amilasa con la hidrolisis enzimatica de proteinas. Un
comportamiento similar fue reportado por de Matos, de Lacerda, Zanetti, & de Castro (2022),
reportando un valor 2.14 + 1.02 % para proteina de grillo negro, valor que incremento hasta un
55.40 + 2.93 % posterior a un proceso de hidrdlisis multienzimatico.

Ramadhan et al. (2017) encontraron péptidos con actividad inhibitoria de a-amilasa en
hidrolizados proteicos de salamandra gigante china (Andrias davidianus) con tripsina. El
péptido Leu-Gly-Gly-Gly-Asn se reconocié como la secuencia con mayor bioactividad, seguido
del péptido Pro-Gly-Gly-Pro; los aminoacidos constituyentes de estos péptidos fueron
encontrados en cantidades importantes en la hormiga chicatana.

Cuadro 3. Actividad antidiabética por inhibicién de la enzima a-amilasa en muestras de
muestras de harina de hormiga chicatana antes y después de la digestion gastrointestinal

Tratamientos! Porcentaje de inhibicion de
a-amilasa
AH 77.12 +3.29°
Fan <3 92.10 £1.75?
Fan 3-10 92.22 +1.65°
Fan >10 53.14 + 5.26°
DH 92.86 + 4.222
Fpr <3 92.74 + 4.892
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Fpn 3-10 73.75 £ 3.63°
Fou >10 92.86 + 2.282

1AH: Muestra total antes de la hidrolisis; DH: Muestra total después de la hidrélisis; Fxn <3: Fraccién permeada de la membrana
de 3 kDa; Fxn 3-10: Fraccion retenida en la membrana de 3 kDa y posteriormente permeada en la membrana de 10 kDa; Fxn
>10: Fraccion retenida en la membrana de 10 kDa

2Medias con letras distintas fueron significativamente distintas (p < 0.05)

Actividad antihipertensiva

No se presentaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos, por lo que en esta
actividad biologica la hidrolisis enzimética no fue un factor determinante. Sin embargo, se
presentan valores de inhibicion altos, entre 72 y 96 % antes y después de la hidrolisis enzimatica,
por lo que puede considerarse la harina de hormiga chicatana como una fuente rica en péptidos
antihipertensivos. Dai y colaboradores (2013) reportaron un incremento en el porcentaje de
inhibicion de ECA-I de 2 a 80 %, despues de la hidrolisis multienzimatica de proteinas nativas
de Tenebrio molitor. También reportaron que el tratamiento con mayor actividad
antihipertensiva presentaba 64.8 % de aminoacidos hidréfobicos (Val,Leu, lle, Phe y Met), asi
como Arg y Lys por lo que se consideré eran los principales potenciadores de esta actividad.

Cuadro 4. Actividad antihipertensiva por inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina
de muestras de harina de hormiga chicatana antes y después de la digestion gastrointestinal

Tratamientos! Porcentaje de inhibicion de ECA-I
AH 85.71 + 8.57%¢

Fan <3 76.19 + 7.19"

Fan 3-10 77.62 + 8.73%¢

Fan >10 72.38 £ 5.95¢

DH 91.90 + 7.19%

Fou <3 94.29 + 5.71%

Fon 3-10 86.67 + 7.19%¢

Fou >10 95.71 + 2.862

1AH: Muestra total antes de la hidrolisis; DH: Muestra total después de la hidrélisis; Fxn <3: Fraccién permeada de la membrana
de 3 kDa; Fxn 3-10: Fraccion retenida en la membrana de 3 kDa y posteriormente permeada en la membrana de 10 kDa; Fxn
>10: Fraccion retenida en la membrana de 10 kDa

2Medias con letras distintas fueron significativamente distintas (p < 0.05)

Conclusiones

Los resultados obtenidos mostraron que la proteina de hormiga chicatana, se convierte en una
fuente potencial de péptidos bioactivos después del proceso de digestion, tal como lo
demuestran los resultados obtenidos en la actividad antioxidante, antidiabética y
antihipertensiva. Se puede observar que, la ingesta de insectos comestibles con alto contenido
de proteinas puede ser potencialmente beneficioso para el cuerpo humano al coadyuvar en la
prevencion de enfermedades asociadas al estrés oxidativo.
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Analisis Docking y Virtual Screening de los cinco compuestos mas activos de las
bibliotecas virtuales de indazoles y dihidro-indazoles (3,3-disustituidos) en la
proteina ALK

Luis Germéan Lépez-Valdez! y Holber Zuleta-Prada'
Resumen

En este proyecto, se realiza el andlisis acoplamiento molecular automatizado (Docking) y
cribado virtual (Virtual Screening), de los 5 compuesto mas activos de las bibliotecas virtuales
de indazoles y dihidro-indazoles (3,3-disustituidos) con el propdsito de identificar relaciones
existentes entre la estructura de los compuestos (indazoles y dihidro-indazoles) y la proteina
Kinasa del Linfoma Anaplasico (ALK) encargada de regular un proceso metabolico asociado al
desarrollo de diferentes tipos de tumores, para hallar aquellas moléculas que mas inhiben este
proceso. Las cuales cuales valdrian la pena probar su actividad experimentalmente. También se
identifica los posibles sitios de modificacion de los compuestos con el fin de proponer nuevos
nucleos estructurales mas potentes.

Palabras Clave: Cribado virtual, acoplamiento molecular automatizado, DIFAC, optimizacion
de compuesto bioactivos, disefio de nuevos compuestos bioactivos insilico.

Abstract

In this work Docking and Virtual Screening were realized in the 5 most active compound from
the virtual library of indazoles and dihydro-indazoles (3,3-substituted) with the purpose of
identifying existents relations between the active compounds and the protein Anaplastic
Lymphoma Kinas (ALK) responsible for appearing several types of tumors, to find those
molecules that more inhibit the process. And which of these molecules would be worth testing
their activity experimentally. Also we identified the possible modifying sites of the molecules
to propose new ones, more potent inhibiting the ALK process.

Keywords: Virtual Screening, Docking, CADD, bioactive compounds optimization, insilico
design of new bioactive compounds.
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Introduccion

Los enfoques computacionales que anclan (Dock) pequefias moléculas en las estructuras de los
objetivos macromoleculares (proteinas o dianas biologicas) y punttan (Score) su potencial
complementariedad con los sitios de union se utiliza ampliamente en la identificacion de
compuestos lideres con actividad biol6dgica que pueden optimizarse. De hecho, ahora hay una
serie de medicamentos cuyo desarrollo estuvo fuertemente influenciado por o se basé en el
disefio basado en la estructura y las estrategias de deteccion, como los inhibidores de la proteasa
del VIH. (Kitchen et al., 2004).

Asi, el nimero de proteinas con una estructura tridimensional conocida estd aumentando
rapidamente, y las estructuras producidas por iniciativas de genémica estructural ya estan
disponibles publicamente (Berman, et. al. 2000; Westbrook et. al. 2003). El aumento en el
nimero de objetivos estructurales se debe en parte a las mejoras en las técnicas para la
determinacidn de la estructura, como la cristalografia de rayos X de alto rendimiento (Blundell
et. al. 2002). Con proyectos de determinacién de estructuras a gran escala impulsados por
consorcios de gendmica, se han seleccionado muchas proteinas diana actuales por su potencial
terapéutico.

Las metodologias computacionales se han convertido en un componente crucial de muchos
programas de descubrimiento de farmacos, desde la identificacion de aciertos hasta la
optimizacion de pistas y mas alla (Bajorath, 2002; Walters,1998; Langer y Hoffmann, 2001), y
enfoques como el ligando (Bajorath, 2002) o las técnicas de cribado virtual basadas en
estructuras (Gohlke y Klebe, 2002) se utilizan ampliamente en muchos esfuerzos de
descubrimiento. Una metodologia clave, el acoplamiento de moléculas pequefias a los sitios de
unién de proteinas, fue pionera a principios de la década de 1980 (Kuntz, et. al. 1982) y sigue
siendo un area de investigacion muy activa (Gohlke y Klebe, 2002). Cuando solo esta disponible
la estructura de un objetivo y su sitio activo o vinculante, el acoplamiento de alto rendimiento
se utiliza principalmente como una herramienta de identificacién de aciertos. Sin embargo,
calculos similares a menudo también se usan méas adelante durante la optimizacion principal,
cuando las modificaciones a las estructuras activas conocidas se pueden probar rapidamente en
modelos de computadora antes del compuesto.

Metodologia

Muchas estructuras de proteina (dianas biologicas) se pueden hallar en linea y muchas de ellas
son de libre acceso. En la tabla 1 se muestran 4 bases de datos.
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Tabla 1. Bases de datos de macromoléculas disponibles en linea.

Base de datos Descripcion URL
- =g, Archivo de estructuras https://www.rcsb.org/
J_) _r) = tridimensionales de proteinas y

PROTEIN DATA BANK amané.CldOS resueltas

experimentalmente.

arey Catélogo de informacion y https://www.uniprot.org
pf'Ot - almacenamiento de secuencias /
confirmadas.
- Recurso para la identificacion e https://proteininformatio
@-Lﬂ_ interpretacion de la informacion de la  nresource.org/
secuencia de las proteinas.
Registro de todas las secuencias de https://www.ncbi.nlm.ni
GenBank aminoacidos y proteinas. h.gov/genbank/

Descripcién de la metodologia

Preparacion de la diana biol6gica

Procedimiento (utilizando MOE)

1. Se obtuvo la estructura de la proteina en formato PDB.

Se ingreso a la pagina de Protein Data Bank (ver URL en la Tabla 1) y en el buscador escriba el
nombre de la proteina (En su defecto escriba el cédigo PDB).

En nuestro caso fue: ALK, codigo (3AO0X).

2. Se abrid la estructura de la proteina en MOE. Se prepar0, seleccionando el sitio de unién.

3. Se valido el protocolo de docking. Y se guardo el archivo generado en formato.moe

Preparacion del ligando

Procedimiento

Se abrio el archivo.csv con los SMILES de los 5 indazoles y 5 dihidro-imdazoles mas activos
calculados con el método da Machine Learning predictivo, desarrollado en este miso proyecto.
Se minimizo la energética de cada molécula.

Se escogid la columna correspondiente a las estructuras minimizadas.

Acoplamiento molecular para indazoles

Procedimiento

Se abri6 el archivo generado en la preparacion de la diana bioldgica y de las estructuras
minimizadas de los indazoles.

Se realizo el acoplamiento molecular automatizado.

Interpretacion de resultados
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Esquema 1: Cribado virtual (Vistual Screening) y score obtenido del acoplamiento molecular
de los 5 indazoles més activos.

NH»
(0]
HO J IN H OH
HN"J (0]
Score: -6.5602031 Score: -6.5354986 Score: -6.5044937 Score: -6.3582649 Score: -6.2356052

Esquema 2: Resultados de la actividad 1C50 de los 5 indazoles més activos de acuerdo al
modelo de Machine Learnig.

N N
\\ \\ N
N N 1)
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N
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HoN
NH, HO NH HN NH,
HN % © HN
on HO — (e} NH, o)
N
g o HN_/ OHO g7 ToH
ID = 150 ID =121 ID = 161 ID =83 ID =130
pICs, = 7.03 pICso = 7.00 pICso = 6.96 pICsq = 6.96 pICsg = 6.86
ICs0=9.33 X 108 M ICs0=1X 107 M ICs0 = 1.09 X 107 M ICs0 = 1.09 X 107 M ICs0=1.38 X 107 M
ICso = 93.3 nM ICs = 100 nM ICs = 109 nM ICs0 = 109 nM ICso = 138 M

Esquema 3: Visualizacion de las interacciones entre el ligando y el receptor como un diagrama
2D.
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Score: -6.2356052

() polar *sidechain acceptor () solvent residue * nonconsered
O acidc ~ « sidechain donor O metal complex * nonpresent
) basic = packbone acceptar -~ solvent contac Q inconsistent
O greasy - backbone donor - metalfion contad ”-‘Ja arene-arene
_proximity ligand receptor EH areneH
. O ©+ i
contour exposure exposure &)+ arene-cation

Los residuos del sitio activo se representan como sigue: residuos polares en rosa, residuos
hidr6fobos en verde, residuos &cidos con un anillo de contorno color rojo, residuos basicos con
un anillo de contorno azul. Las flechas verdes y azules indican el enlace de hidrogeno a cadena
lateral y atomos del esqueleto, respectivamente. El icono de naftil representa una interaccion -
T, mientras que un benceno con un signo + representa una interaccion cation-n. "Nubes" azules
en atomos del ligando indican el area de superficie expuesta al disolvente (nubes méas oscuras y
mas grandes significan una exposicién mayor). "Halos" celestes alrededor de los restos de
aminoacidos indican el grado de interaccién con los a&tomos del ligando (halos mas grandes y
oscuros significan una mayor interaccion). El contorno de puntos refleja la habitacion estérica
para la sustitucion de metilo. La linea de contorno se rompe si s mas cercano a un a&tomo que
esta totalmente expuesto.

Acoplamiento molecular para dihidro-indazoles
Procedimiento
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Se abrio el archivo generado en la preparacion de la diana bioldgica y de las estructuras

minimizadas de los dihidro-indazoles.

Se realizo el acoplamiento molecular automatizado.

Interpretacion de resultados
Esquema 4: Cribado virtual (Vistual Screening) y score obtenido del acoplamiento molecular
de los los 5 dihidro-indazoles mas activos.
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Esquema 5: Resultados de la actividad IC50 de los 5 dihidro-indazoles mas activos de acuerdo
al modelo de Machine Learnig.
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pICs, = 6.89
ICs0=1.28 X 107 M
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Esquema 6: Visualizacion de las interacciones entre el ligando y el receptor como un diagrama
2D.

.
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Conclusién

Los resultados del Docking y Virtual Screening de este proyecto en conjunto con el modelo de
Machine Learning adaptado para predecir la actividad bioldgica 1C50 de los indazoles y dihidro-
indazoles, han arrojado informacion solida para poder tomar decisiones a la hora de elegir al
compuesto mas prometedor los cuales valdrian la pena sintetizar en el laboratorio y probar su
actividad experimentalmente. Asi, sabemos que de acuerdo con los resultados de los diagramas
de interaccion ligando receptor (Esquemas 3 y 6), los 2 indazoles mas activos, presentan su
interaccion con la proteina involucrando al nucleo de indazol. mientras que la mayoria de los
dihidro-indazoles ademas de involucrar al nucleo de dihidro-indazole, involucran otras partes
de las moléculas, limitando asi la posible modificacion estructural para sintetizar derivados de
estos. De esta manera, sabemos que serd mas conveniente preparar los indazoles para su
posterior prueba bioldgica experimental.
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Docking y virtual screening de 5 compuestos activos de la biblioteca virtual de
derivados del O-etil-glucosido de semillas del fruto de crucetillo (Randia
aculeata) en Fusarium oxysporum

Luis German Lépez-Valdez! y Holber Zuleta-Prada'
Resumen

En este proyecto, se realiza el analisis acoplamiento molecular automatizado (Docking) y
cribado virtual (Virtual Screening), de 5 compuestos activos de la biblioteca virtual de O-etil-
glucdsidos de semillas del fruto de crucetillo (Randia aculeata) con el propdsito de identificar
relaciones existentes entre la estructura de estos compuestos y la proteina (50D4) encargada de
regular un proceso metabolico del hongo Fusarium oxysporum, responsable de la devastacion
de diferente tipo de cultivos en el mundo, para hallar aquellas moléculas que mas inhiben el
proceso. Y cuales valdrian la pena probar su actividad experimentalmente. También se identifica
los posibles sitios de modificacion de los compuestos con el fin de proponer nuevos ndcleos
estructurales mas potentes.

Palabras clave: Cribado virtual, acoplamiento molecular automatizado, DIFAC, optimizacion
de compuesto bioactivos, disefio de nuevos compuestos bioactivos insilico.

Abstract

In this work Docking and Virtual Screening were realized in the 5 most active compound from
the virtual library of O-etil-glucésides from crucetillo fruit’s seeds, with the purpose of
identifying existent relation between the active compounds and the protein (50D4) responsible
of regulating the metabolic process of the Fusarium oxysporum fungi, responsible of devastating
of several type of crops in the word, to find those molecules that more inhibit the process. And
which of these molecules would be worth testing their activity experimentally. Also we
identified the possible modifying sites of the molecules to propose new ones, more potent
inhibiting the fungi.

Keywords: Virtual Screening, Docking, CADD, bioactive compounds optimization, insilico
design of new bioactive compounds.
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Los enfoques computacionales que anclan (Dock) pequefias moléculas en las estructuras de los
objetivos macromoleculares (proteinas o dianas bioldgicas) y punttan (Score) su potencial
complementariedad con los sitios de union se utiliza ampliamente en la identificacion de
compuestos lideres con actividad bioldgica que pueden optimizarse. De hecho, ahora hay una
serie de medicamentos cuyo desarrollo estuvo fuertemente influenciado por o se basé en el
disefio basado en la estructura y las estrategias de deteccidn, como los inhibidores de la proteasa
del VIH. (Kitchen et al., 2004).

Asi, el nimero de proteinas con una estructura tridimensional conocida estd aumentando
rapidamente, y las estructuras producidas por iniciativas de gendmica estructural ya estan
disponibles publicamente (Berman, et. al. 2000; Westbrook et. al. 2003). El aumento en el
nimero de objetivos estructurales se debe en parte a las mejoras en las técnicas para la
determinacidn de la estructura, como la cristalografia de rayos X de alto rendimiento (Blundell
et. al. 2002). Con proyectos de determinacién de estructuras a gran escala impulsados por
consorcios de gendmica, se han seleccionado muchas proteinas diana actuales por su potencial
terapéutico.

Las metodologias computacionales se han convertido en un componente crucial de muchos
programas de descubrimiento de farmacos, desde la identificacion de aciertos hasta la
optimizacion de pistas y mas alla (Bajorath, 2002; Walters,1998; Langer y Hoffmann, 2001), y
enfoques como el ligando (Bajorath, 2002) o las técnicas de cribado virtual basadas en
estructuras (Gohlke y Klebe, 2002) se utilizan ampliamente en muchos esfuerzos de
descubrimiento. Una metodologia clave, el acoplamiento de moléculas pequefias a los sitios de
unién de proteinas, fue pionera a principios de la década de 1980 (Kuntz, et. al. 1982) y sigue
siendo un area de investigacion muy activa (Gohlke y Klebe, 2002). Cuando solo esta disponible
la estructura de un objetivo y su sitio activo o vinculante, el acoplamiento de alto rendimiento
se utiliza principalmente como una herramienta de identificacién de aciertos. Sin embargo,
calculos similares a menudo también se usan mas adelante durante la optimizacion principal,
cuando las modificaciones a las estructuras activas conocidas se pueden probar rapidamente en
modelos de computadora antes del compuesto.

Metodologia

Muchas estructuras de proteina (dianas biologicas) se pueden hallar en linea y muchas de ellas
son de libre acceso. En la tabla 1 se muestran 4 bases de datos.
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Tabla 1. Bases de datos de macromoléculas disponibles en linea.
Base de datos Descripcion URL
- =g, Archivo de estructuras https://www.rcsb.org/
J_) _r) _ . tridimensionales de proteinas y
PROTEIN DATABANE " aminoacidos resueltas
experimentalmente.

arey Catélogo de informacion y https://www.uniprot.org
pf'Ot - almacenamiento de secuencias /
confirmadas.
- Recurso para la identificacion e https://proteininformatio
@-Lﬂ_ interpretacion de la informacion de la  nresource.org/
secuencia de las proteinas.
Registro de todas las secuencias de https://www.ncbi.nlm.ni
GenBank aminoacidos y proteinas. h.gov/genbank/

Descripcién de la metodologia

Preparacion de la diana biol6gica

Procedimiento (utilizando MOE)

1. Se obtuvo la estructura de la proteina en formato PDB.

Se ingreso a la pagina de Protein Data Bank (ver URL en la Tabla 1) y en el buscador escriba el
nombre de la proteina (En su defecto escriba el cédigo PDB).

En nuestro caso fue: codigo (50D4).

2. Se abrid la estructura de la proteina en MOE. Se prepar0, seleccionando el sitio de unién.

3. Se valido el protocolo de docking. Y se guardo el archivo generado en formato.moe

Preparacion del ligando

Procedimiento

Se abrid el archivo.csv con los SMILES de los 5 O-etil-glucésidos activos calculados con el
método da Machine Learning predictivo, desarrollado en este miso proyecto.

Se minimizo la energética de cada molécula.

Se escogid la columna correspondiente a las estructuras minimizadas.

ACOPLAMIENTO MOLECULAR para O-etil-glucoésidos

Procedimiento

Se abri6 el archivo generado en la preparacion de la diana bioldgica y de las estructuras
minimizadas de los O-etil-glucdsidos.

Se realizo el acoplamiento molecular automatizado.
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Interpretacion de resultados
Esquema 1: Cribado virtual (Virtual Screening) y score obtenido del acoplamiento molecular
de los 5 O-etil-glucésidos mas activos.

N
I
HN NH
N-Q HO ~
» OH o~ 0
HO HO OH
0]
N OH
~o0 o o 0~ O
Score: -5.4509711 Score: -5.3882809 Score: -5.2490578
N\\ //N
HN__O
Os_NH
\I¢ OH OH Y
) OH HO 0
N OH OH
o O ~>o0" o
Score: -5.1367316 Score: -5.1332722

Esquema 2: Visualizacién de las interacciones entre el ligando y el receptor como un
diagrama 2D.

@
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Score: -5.4509711 Score: -5.3882809
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Los residuos del sitio activo se representan como sigue: residuos polares en rosa, residuos
hidr6fobos en verde, residuos &cidos con un anillo de contorno color rojo, residuos basicos con
un anillo de contorno azul. Las flechas verdes y azules indican el enlace de hidrégeno a cadena
lateral y atomos del esqueleto, respectivamente. El icono de naftil representa una interaccion -
T, mientras que un benceno con un signo + representa una interaccion cation-n. "Nubes" azules
en atomos del ligando indican el area de superficie expuesta al disolvente (nubes méas oscuras y
mas grandes significan una exposicién mayor). "Halos" celestes alrededor de los restos de
aminoacidos indican el grado de interaccién con los a&tomos del ligando (halos mas grandes y
oscuros significan una mayor interaccion). EI contorno de puntos refleja la habitacién estérica
para la sustitucion de metilo. La linea de contorno se rompe si es mas cercano a un atomo que

esta totalmente expuesto.

Conclusién
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Los resultados del Docking y Virtual Screening de este proyecto para predecir las interacciones
entre el ligando y el receptor, han arrojado informacion reveladora para poder tomar decisiones
a la hora de elegir al compuesto méas prometedor los cuales valdrian la pena sintetizar en el
laboratorio y probar su actividad experimentalmente. Asi, sabemos que de acuerdo con los
resultados de los diagramas de interaccién ligando receptor (Esquemas 2), los O-etil-glucésidos
mas activos, presentan su interaccion con la proteina involucrando al nucleo de heterociclo
aromatico y otras partes de las moléculas, limitando asi la posible modificacion estructural para
sintetizar derivados de estos. De manera muy interesante, el compuesto de indol, el segundo
mas activo de los compuestos estudiados (Esquemas 1y 2), supone una reparacion relativamente
simple en el laboratorio, lo cual lo perfila como un posible candidato para sintetizar en el
laboratorio y probar su actividad experimentalmente.
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El Mapeo Cientifico como herramienta de investigacion, Caso: Sistema-
Producto Mezcal

Artemio Pérez-Lopez!, Yesenia Manilla-Tellez!, Erika Daniela Reyes-Carmonal, Diana
Laura Ozuna-Moreno 2

Resumen

El mezcal es una bebida alcohélica destilada mexicana que ha recobrado un valor sociocultural
y econdmico en los ultimos afios. Por otra parte, en la literatura cientifica se ha observado que
constantemente se publican una gran cantidad de articulos cientificos dentro de un abanico muy
amplio de areas de investigacion, sin que se haya realizado una sintesis de esta informacion con
la finalidad de dar a conocer un panorama global de los avances cientificos y su impacto en la
industria del mezcal. En este sentido, se plantea como objetivo recopilar y analizar el conjunto
de datos bibliograficos registrados en la literatura cientifica del sistema-producto mezcal,
basado en las herramientas de la revision sistemética y el mapeo cientifico. Los resultados
demuestran que el sistema producto mezcal es un tema emergente y poco estudiado en diversos
contextos. Se ha generado pocas publicaciones con respecto al tema a lo largo del tiempo lo que
da pauta a realizar un analisis mas profundo para conocer el factor que estd ocasionando esta
baja produccion cientifica en torno al tema. Asimismo, el enfoque que se expone mayormente
en las publicaciones es el tema de manejo, propagacion y conservacion genética de los agaves
originarios de México en donde hace llamado a hacer uso adecuado de los recursos naturales
presentes en el medio de produccion. Por lo cual, se abre una brecha en el ambito de la
investigacion para hacer propuestas novedosas que despierten la importancia que reviste el tema
del sistema producto mezcal en todas sus dimensiones.

Palabras clave: Mezcal; mapeo cientifico; proceso artesanal.
Abstract

Mezcal is a Mexican distilled alcoholic beverage that has regained sociocultural and economic
value in recent years. On the other hand, in the scientific literature it has been observed that
many scientific articles are constantly published within a very wide range of research areas,
without a synthesis of this information having been carried out in order to publicize a global
overview of scientific advances and their impact on the mezcal industry. In this sense, the
objective is to collect and analyze the set of bibliographic data registered in the scientific
literature of the mezcal product-system, based on the tools of systematic review and scientific
mapping. The results show that the mezcal product system is an emerging and understudied
topic in various contexts.

Posgrado en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria. Departamento de Ingenieria Agroindustrial. Universidad Auténoma
Chapingo. Correo: aperezl.dia@gmail.com.

2Instituto  Tecnolégico de Acapulco, Acapulco de Judrez, Guerrero. Correo: yes.matez.456@gmail.com,
danireyesc@gmail.com, dianaozunna97 @gmail.com

Few publications have been generated regarding the subject over time, which gives rise to a
deeper analysis to know the factor that is causing this low scientific production on the subject.
Likewise, the approach that is exposed mostly in the publications is the issue of management,
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propagation and genetic conservation of agaves originating in Mexico, where it calls for the
proper use of natural resources present in the production environment. Therefore, a gap is
opened in the field of research to make innovative proposals that awaken the importance of the
issue of the mezcal product system in all its dimensions.

Keywords: Mezcal; scientific mapping; craft process.

Introduccion

El mezcal es una bebida alcohdlica destilada mexicana de maguey o agave cocidos (DOF, 2017).
El mezcal se clasifica en tres categorias: mezcal, mezcal artesanal y mezcal ancestral de acuerdo
con la técnica de elaboracion. EI volumen de produccion y de envasado de mezcal ha crecido
para el mercado nacional e internacional (CRM, 2020). Estos datos demuestran que la bebida
ha recobrado su valor sociocultural y econémico. La evidencia documental, en los Gltimos afios,
la indica que han llamado la atencidén las tematicas relacionadas con la sobre explotacion del
maguey silvestre (Torres-Garcia et al., 2020), los volumenes de los desperdicios de biomasa
durante el proceso (Pérez-Zavala et al., 2020) y la demanda energética en las operaciones del
proceso de elaboracion. En la literatura cientifica se ha observado que constantemente se
publican una gran cantidad de articulos cientificos dentro de un abanico muy amplio de areas
de investigacion, sin que se haya realizado una sintesis de esta informacion con la finalidad de
dar a conocer un panorama global de los avances cientificos y su impacto en la industria del
mezcal. En este sentido, el estudio plantea como objetivo recopilar y analizar el conjunto de
datos bibliograficos registrados en la literatura cientifica dentro del dominio sistema-producto
mezcal, basado en las herramientas de la revision sistematica y el mapeo cientifico, para
visualizar las etapas evolutivas de las especialidades involucradas, reconocer patrones
potencialmente perspicaces a partir de signos codificados visualmente y sintetizar la
informacion para capturar su estado del arte.

Materiales y métodos

Se empleo el enfoque metodoldgico de las revisiones sistematicas y meta-analisis plasmados en
la declaracion PRISMA (Page et al., 2021) y la herramienta del mapeo cientifico (Chen, 2017).
El primero aporta transparencia y replicabilidad en el proceso de la revision de literatura y el
segundo brinda un conjunto de herramientas analiticas visuales, métricas e indicadores que
pueden resaltar patrones y tendencias potencialmente significativos entre disciplinas, campos
de estudio, documentos y autores.

Los datos de entrada fueron un compendio de articulos cientificos obtenidos de Elsevier
Scopus® y Clarivate Web of Science© (WoS). La cadena de consulta fue guiada con palabras
clave referentes a los tipos de “mezcal” o “mescal” y los nombres comunes y cientificos de seis
especies de maguey mas importantes para la elaboracion de la bebida.

Se realiz6 un cribado (screening) de la informacion bajo ciertos criterios de elegibilidad y
exclusion como son: tipo de documento, estado de la publicacion, areas tematicas, idioma, afio
de publicacion. Los documentos seleccionados en Scopus (n=107) y WoS (n=45) se exportaron
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a Microsoft Excel® 365 en formato *.CSV. Posteriormente se sometieron a un algoritmo de
fusion en el lenguaje de programacion R en la plataforma de RStudio. En la nueva base de datos
se removieron nuevamente los articulos duplicados (n=39) mediante codigo de R, por lo que, la
base datos final consta de 113 articulos cientificos.

Resultados

A partir de la busqueda de informacion en las bases de datos se recuper6 un total de 253 articulos
en la base de Scopus 'y 73 en WoS. Tras aplicar los criterios de inclusion/exclusion y eliminacion
de articulos repetidos quedaron 113 articulos para el analisis final. La tabla 1 muestra
informacion principal de los articulos cientificos publicados sobre el tema, que comprenden un
periodo desde 1995 a 2022. Los documentos que se incluyeron en este andlisis se publicaron en
77 revistas cientificas indizadas en las bases de datos mencionadas. Se publica en promedio un
articulo relacionado con este tema cada 5 afios y cada publicacién tiene en promedio 2.5 citas.
Cada afio un documento es citado 0.33 veces. Los documentos analizados se distribuyen en 445
autores, lo que representa 0.254 articulos por autor. En cada documento publicado aparecen mas
de 3 autores, esto representa el indice de colaboracion y son el nimero de autores que firma
cada documento publicado.

Cuadro 1. Informacién general de los documentos incluidos en el analisis.

MAIN INFORMATION ABOUT DATA

Timespan 1995:2022

Sources (Journals, Books, etc) 77 15-
Documents 113

Average years from publication 5.7

Average citations per documents 2.584 10
Average citations per year per doc 0.3329 9

References 1341 s

DOCUMENT CONTENTS <

Keywords Plus (ID) 0 ’
Author's Keywords (DE) 582

AUTHORS

Authors 445 0- [N
Author Appearances 543 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015 2017 2019 2021

Authors of single-authored documents 0 Year

Authors of multi-authored documents 445

Figura 1. Produccién Cientifica Anual

AUTHORS COLLABORATION

Single-authored documents 0
Documents per Author 0.254
Authors per Document 3.94
Co-Authors per Documents 4.81
Collaboration Index 3.94

Las primeras publicaciones de la temética de estudio aparecen desde el afio 1995. Hay un
periodo en que no se registra ninguna publicacion (1996-2006) y posteriormente hay un
crecimiento casi exponencial (figura 1). Este fendmeno esta asociado con que la industria
mezcalera ha recobrado importancia econdmica y comercial en el ambito nacional e
internacional.
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En cuanto al area tematica de los documentos, 13 articulos (28 %) se centraron en ciencias
agricolas y bioldgicas donde la mayoria de ellos analizaron la reproduccion, regeneracion y
crecimiento de los agaves mas utilizados para elaborar mezcal.

. . otros
Engineering 2%

Chemical Engineering 4%
Social Sciences
7%
Immunology and
Microbiology
9%

Biochemistry,
Genetics and
olecular Biology
28%

nvironmental
Science
26%

Figura 2. Areas tematicas que se abordan en los los documentos.

El &rea tematica de ciencia ambiental se abordd en 12 articulos (26 %), abarcando el manejo y
cuidado de los agaves implementando el uso de hongos micorricicos, bacterias fijadoras de
nitrégeno, conservacion de polinizadores, que garanticen la diversidad genética, conservacion
y uso sustentable de los recursos. El resto de los articulos se enfocaron en el estudio de multiples
atributos vinculados al aprovechamiento de los residuos de agave y sus propiedades
antioxidantes del bagazo (Figura 3).

El analisis de la produccion cientifica muestra autores de 3 paises diferentes que contribuyeron
a la publicacion de los articulos recuperados en este estudio. México se posiciona como el pais
con mas citas en sus documentos publicados, seguido de Estados Unidos de América con 75
citas quedando en tercer lugar Francia con O citas hasta el momento (Tabla 2). En el mapa de la
figura 4 se observa claramente mediante colores, la distribucion de los paises en donde se han
publicado documentos del area temaética del sistema producto mezcal, por consiguiente, a
manera de resaltar los paises con mayor nimero de citas y documentos publicados, se colorean
de una tonalidad mas obscura a diferencia de los que poseen menor nimero de citas y
documentos.

Figura 3. Mapa de produccion cientifica por pais

40



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

Existe un indicador ademas del total de citas que evalla la prolificidad y relevancia de la
comunidad cientifica tal es el caso del indice H, esta unidad de medida es una métrica a nivel
de autor que intenta evaluar tanto la productividad como el impacto de las citas de las
publicaciones de un cientifico. Con base a esta métrica se observa en el cuadro 3 a los 10 autores
mas relevantes que han contribuido en la publicacion de documentos dentro del area temética
del sistema producto mezcal, presentan un indice H que oscila entre 2 a 6. De los autores mas
prolificos por el nimero de citas en sus publicaciones realizadas en los afios 2013 y 2007 se
encuentra Casas A. y Zizumbo-Villareal D., encabezando la lista con un indice H de 6.

Estas publicaciones hablan de manera general del conocimiento y manejo tradicional para el
aprovechamiento sustentable de agave en México. Cabe resaltar que se nota una tendencia
menor en el indice H cuando la publicacion es mas reciente, este comportamiento de la
informacion cientifica deja dos escenarios para analizar que: La tematica es incipiente en el
interés de los investigadores a nivel mundial o que la temética no es relevante en la investigacion
cientifica. En ambos casos se abre una brecha para hacer propuestas novedosas que despierten
la importancia que reviste el tema del sistema producto mezcal.

Cuadro 2. Paises que publican con respecto al tema y su produccion cientifica.

Pais Citas
México 475
Cuadro 3. Los 10 autores EStados Unidos 75 mas relevantes que han
contribuido en la publicacion _Francia 0 de documentos dentro del
area tematica del sistema producto mezcal.
Numero  Autores H index NUmero de citas  Afio
publicacién
1 CASAS A 6 139 2013
2 ZIZUMBO-VILLARREAL
D 6 169 2007
3 COLUNGA-
GARCIAMARIN P 5 140 2007
4 VARGAS-PONCE O 5 124 2007
5 DELGADO-LEMUS A 3 77 2014
6 EGUIARTE LE 3 84 2013
7 TORRES | 3 80 2013
8 BLANCASJ 2 60 2013
9 CABALLERO-
CABALLERO M 2 16 2018
10 CHIMAL-SANCHEZ E 2 6 2018

Por otra parte, al evaluar la relevancia de un autor dentro de un campo concreto de investigacion,
se deben tener en cuenta dos aspectos relevantes: productividad e impacto.
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Dicho lo anterior en la figura 4, se consideran ambos aspectos que ofrecen una vision general
de los 10 autores mas productivos en los Gltimos afios. La productividad se evalu con respecto
al numero de articulos publicados por autor en un periodo de tiempo dado. Asi mismo a la
inversa se evalud el nimero de citas recibidas por afio. Se puede observar que Casas A. y
Zizumbo-Villarreal D., son los autores mas productivos en cuanto a la publicacion de articulos,

mientras que Zizumbo-Villarreal D. y Colunga-Garciamarin P., recibieron el mayor nimero de
citas por afio.

Top-Authors' Production over the Time

N.Articles
CASAS A- e [ ] @ ES
e 100
ZIZUMBO-VILLARREAL D- @ e e e °
® 125
COLUNGA-GARCIAMARIN P - o e e ® 5o
VARGAS-PONCE O - e . ® - ° @® s
ORTIZ-HERNANDEZ YD - s - s @ :200
AQUINO-BOLANOS T-
BAUTISTA-CRUZ A - . : TC per Year
o
BLANCAS J - - e
2
DELGADO-LEMUS A - [ ] e - P
EGUIARTE LE - @ . - "
I @ — ‘o o ~ ‘>
=] 3 = 2 2 = 2
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= ;5 ] ] 5 R ]
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Figura 4. Produccién cientifica de los principales autores a lo largo del tiempo (2007-2019)

La figura 5 permite a los investigadores destacar las conexiones que ocurren entre los términos
que aparecen en una coleccion especifica, es decir co-ocurrencias. En el presente estudio las co-
ocurrencias se definieron entre las palabras clave mas empleadas en los documentos recopilados.
Asi las 40 palabras clave se conectaron entre si siguiendo el logaritmo de cluster Louvain.

De manera que mientras mas co-ocurrencias entre las palabras clave se identificaron, mas
cercanas al centro del mapa se situaron, asi mismo cuantas mas palabras clave eran utilizadas al
mismo tiempo por los autores, mayor era su burbuja y proximidad dando lugar a vinculos mas
estrechos y solidos. Los diferentes colores definen cada grupo, en este caso se pueden distinguir
5 cluster: Los tipos de agaves y lugares de origen (cluster azul), Mezcal y su composicion
alcohdlica (cluster morado), Morfologia y derivados del agave (cluster verde), Propagacion y
variacion genética de agaves (cluster rojo), Biodiversidad y recursos naturales (cluster amarillo).
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Figura 5. Co-ocurrencias de palabras clave en forma de gréafico de red (VOSviewer, 2022)
Conclusiones

El analisis de los articulos seleccionados da a conocer que el sistema producto mezcal es un
tema emergente que se ha estudiado en diversos contextos. Sin embargo, se han venido
generando pocas publicaciones con respecto al tema a lo largo del tiempo lo que da pauta a
realizar un analisis mas profundo para conocer el factor que estd ocasionando esta baja
produccion cientifica en torno al tema. Por otra parte, el enfoque que se expone mayormente en
las publicaciones es el tema de manejo, propagacion y conservacion genética de los agaves
originarios de México, por lo que se hace un llamado a hacer uso adecuado de los recursos
naturales presentes en el medio de produccion. Por lo cual, se abre una brecha en el &mbito de
la investigacion para hacer propuestas novedosas que despierten la importancia que reviste el
tema del sistema producto mezcal en todas sus dimensiones.
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Formacion de complejos solubles a partir de aislado de proteina de huauzontle y
almidén modificado con OSA

Adriana Herrero Galindo', Consuelo Lobato-Calleros?, Eleazar Aguirre-Mandujano?,
Blanca E. Hernandez-Rodriguez?

Resumen

La coacervacion compleja se da por la unién de dos biopolimeros, y esta definida como la
separacion de dos fases liquidas una rica en dos biopolimeros y otra es la fase del sobrenadante
la cual es pobre en biopolimeros, el objetivo de este trabajo es establecer el pH de interaccién
entre la proteina y el almidén modificado con OSA para la formacién de complejos solubles.
Las variables que se midieron fueron los valores criticos de pH, medicion del potencial zeta,
didmetro hidrodinamico y absorbancia. EI pH para la formacion de complejos solubles se da en
pH 5.1, a partir de 5 se observé un mayor aumento, region considerada de los complejos
insolubles. Respecto al potencial zeta se tiene que a partir de pH 4 las cargas negativas tienden
a incrementar desde -20 hasta cercanas a -30 mV. De estos resultados es posible darles un uso
a los complejos en la industria de los alimentos.

Palabras clave: Pseudocereales, coacervados complejos, almiddn, potencial zeta, proteina
modificada

Abstract

Complex coacervation occurs by the union of two biopolymers and is defined as the separation
of two liquid phases, one rich in two biopolymers and the other is the supernatant phase which
is poor in biopolymers. The objective of this work is to establish the pH of interaction between
protein and starch modified with OSA for the formation of soluble complexes. The variables
measured were the critical pH values, zeta potential measurement, hydrodynamic diameter, and
absorbance. The pH for the formation of soluble complexes is given at pH 5.1, from pH 5
onwards a greater increase was observed, a region considered for insoluble complexes.
Regarding the zeta potential, from pH 4 the negative charges tend to increase from -20 to close
to -30 mV. From these results it is possible to give a use to the complexes in the food industry.

Keywords: Pseudocereals, complex coacervates, starch, zeta potential, modified protein.
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Introduccion
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Un numero importante de investigaciones se han realizado en torno a la interaccion entre
proteinas y polisacaridos, esto, por su gran utilidad en la industria alimentaria, asi como, en la
farmacéutica y cosmética. Se han empleado para proteger y liberar compuestos bioactivos,
geles, estabilizadores de emulsiones y dar textura a los alimentos (Turgeon, Schmitt & Sanchez,
2007). Durante los ultimos afios se ha despertado el interés sobre las proteinas de origen
vegetales para la elaboracion de productos alimentarios. Estas proteinas se obtienen a partir de
cereales, pseudocereales, de semillas oleaginosas y tubérculos (Loveday, 2020). Son utilizadas
como ingredientes funcionales por su composicién quimica y sus secuencias Unicas de
aminoacidos, se emplean para la formacion de espumas, gelificacién y aumento de la viscosidad,
se han aplicado diversos tratamientos que ayuden a mejorar las propiedades funcionales, uno de
estos métodos es combindndola con polisacaridos. Principalmente la baja solubilidad que
presenta a un pH cercano al punto isoléctrico (pl), las bajas propiedades interfaciales en
emulsiones y espumas (Einhorn-Stoll, Archut, Eichhorn & Kastner, 2021). Se han utilizado diversos
polisacaridos para probar si mejora la limitada funcionalidad de las proteinas. Entre los
polisacaridos més utilizados se encuentran los almidones, sin embargo, al igual que la proteina
presenta limitaciones como la reducida solubilidad en el agua y una mayor tenencia a la
retrogradacion (Bajaj, Singh & Kaur, 2019). El tipo de modificacion va a estar en funcion de lo
que se desee mejorar o alterar, estas técnicas de modificacion tienen la finalidad de mejorar las
propiedades funcionales.

Los pseudocereales han cobrado importancia por sus caracteristicas botanicas, son
dicotiledoneas, es decir, sus granos no contienen endospermo, sino un embridn que encierra el
perispermo, (Alvarez-Jubete, Arrendet & Gallagher, 2010). Definen a los pseudocereales como
cereales no verdaderos, sin embargo, sus semillas se manejan en funcion y composicion de los
cereales verdaderos ademas de ser comestibles, entre los pseudocereales que han contribuido a
la dieta humana, por lo que ha sido motivo de investigacion entre los que se encuentran el
amaranto, la chia y la quinua, entre otros. Uno de los pseudocereales poco estudiado es el
huauzontle (Chenopodium nuttalliae Saff.), el cual pertenece a la familia Chenopodiaceae al
igual que la quinua de la que sean realizado diversos trabajos relacionados a la funcionalidad y
calidad nutricional de la proteina. (Lopez-Monterrubio, Lobato-Calleros, Alvarez-Ramirez &
Vernon-Carter, 2020) investigaron las propiedades fisicoquimicas y funcionales de aislado de
proteina de huauzontle, reportaron que existe un alto contenido de aminoacidos esenciales,
respecto a las propiedades funcionales los resultados fueron favorables, asi como un alto
porcentaje de su digestibilidad, de acuerdo al comportamiento de los resultados evaluado de las
diferentes variables se tiene que el aislado de proteina de huauzontle puede ser empleada como
un ingrediente funcional y potencial para la industria alimentaria. Los almidones modificados
con OSA cambian su caracter hidrofilico a hidrofobico, mediante la sustitucion de grupos
hidroxilo por octenilo. La complejacidn entre proteinas vegetales y polisacaridos se ha empleado
para la modulacion de proteinas, ensamblaje y el disefio de nuevas particulas de importancia en
la industria alimentaria (Nikbakht Nasrabadi, Sedaghat, Mezzenga, 2021). Este trabajo tiene
como objetivo, establecer condicion de pH adecuado para la formacién de complejos solubles a
partir del aislado de proteina de huauzontle y almidon modificado con OSA y su caracterizacion.

46



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

Materiales y métodos

Los biopolimeros para la formacion de complejos solubles son proteina de huauzontle y almidon
modificado con OSA, la proteina se aisl6 de la semilla se huauzontle la cual fue adquirida de
productores del estado de Morelos, el almidon modificado con OSA (PURITY GUM ® ULTRA
32236110) fue donado por Ingredion. Los reactivos grado analitico como la solucién de
hidroxido de sodio (NaOH), &cido clorhidrico (HCI) seran comprados en REACTIVOS
QUIMICA MEYER (Quimica Suastes, S.A. de C.V. Ciudad de México). Toda el agua utilizada
fue destilada y desionizada.

Preparacion de soluciones stock

La proteina se disperso en agua desionizada a una concentracion del 2 % (20 mg/mL), y se
ajustd a pH 11 con NaOH al 1 M, se dejo en agitacion durante 2 h posteriormente se ajusto el
pH a 7 con HCl al 0.5 M, se agit6 durante 2 horas y luego se almacen6 durante toda la noche a
4 °C para asegurar su completa hidratacion. Transcurrido el tiempo de hidratacion se la proteina
se centrifugd a 3000 rpm por 30 min. El almidon modificado se disperso el dia que se iba a
utilizar para evitar la sinéresis.

Medicion del potencial zeta

Se midio el potencial zeta de la proteina y el almidon modificado-OSA en un Zetasiser Nano
ZS (Malvern Instruments, Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino Unido) para determinar la
ventana de mayor interaccién entre los biopolimeros, las soluciones madre de los compuestos
se diluyeron hasta una concentracion de 0.05 % (0.5 mg/mL) utilizando agua desionizada y HCI
y NaOH o al 0.1 N para ajustar el pH (3-7). El software del equipo va a convertir las mediciones
de la movilidad electroforética en valores de (-potencial utilizando el modelo matematico
Smoluchowski (Sze et al. 2003).

Formacion de complejos

El valor de pH en el que se produjo la mayor diferencia de cargas positivas de la proteina y
cargas negativas del almidén modificado con OSA fue el que se eligié para impulsar la
interaccion entre ambos biopolimeros. Una vez selecciona el pH al que se van a formar los
complejos, se va a prepard una dispersion de proteina de huauzontle y almidén modificado con
OSA a una concentracion de 2 % (20 mg/mL), cada uno de los biopolimeros se ajusté a pH 3.5
y se mezclaron en diferentes relaciones (1:0.25, 1:0.50, 1:1, 1:2, 1:4), por ultimo, se dejaron
reposar por 24 h a 4 °C para su posterior caracterizacion.

Caracterizacion de complejos

El didmetro hidrodinamico y potencial zeta de los complejos se determind con un Zetasiser
Nano ZS (Malvern Instruments, Ltd., Malvern, Worcestershire, Reino Unido). La absorbancia
de los complejos se midi6 antes y después de centrifugar (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG,
Hamburg, Germany) a 1600 rpm por 30 min. La absorbancia se midi6 a 600 nm en
espectrofotdmetro Genesys 10S UV-VIS.

Obtencion de los valores criticos de pH
Para obtener los valores criticos de pH se realiz6 mediante la metodologia (Weinbreck, F.
Nieuwenhuijse, H. Robinj G. W. & Kruif C. G. 2004). Para ello se ajusté a pH 7 la proteina de
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huauzontle y almidén modificado con OSAy la relacion empleada fue de 1:2 para mezclarlos y
la absorbancia se midié a una longitud de onda de 600 nm.

Andlisis de datos

Los andlisis se realizaron por triplicado con un disefio experimental aleatorio, se sometieron a
un analisis de varianza y en los casos que asi lo requerian se realiz6 un andlisis de comparacion
de medias de Tukey con un nivel de significancia de 0.05. El paquete estadistico empleado para
el analisis de los datos fue Minitab version 19.

Resultados y discusién

Potencial zeta ({)

La interaccién entre biopolimeros cargados positiva y negativamente permite la formacién de
complejos solubles e insolubles, lo que da nuevas y mejores caracteristicas estructurales,
superficiales y funcionales (Nikbakht Nasrabadi, Sedaghat, Mezzenga, 2021). El potencial zeta
mide la cargas interfaciales de los biopolimeros, lo que permite elegir el pH de mayor
interaccion entre ellos, en la figura 1 se presenta los valores obtenidos del aislado de proteina
de huauzontle y almidén modificado con OSA, donde se observa que la proteina a pH acidos
sus cargas son positivas y a medida que va incrementando el pH, las cargas se van neutralizando
hasta alcanzar el punto isoeléctrico (pl), es decir, la neutralizacion total de sus cargas, después
del pl sus cargas son predominantemente negativas, siendo a pH cercano a 4. LOpez-
Monterrubio et al. (2020) reportan valores de potencial zeta de proteina nativa a pH 3.5 muy
cercanos a cero y un punto isoeléctrico a pH 3.6.

30 1

—&— Proteina
20 —0— Almidén-OSA

10

210 4

Potencial zeta (mV)

-20

-30 1

-40 -
Figura 1. Potencial zeta de aislado de proteina de huauzontle y almidon modificado con OSA

Absorbancia APH/AM-OSA a diferentes relaciones

En la figura 2 se presenta la absorbancia de las diferentes relaciones empleadas para la mezcla
de los biopolimeros, aislado de proteina de huauzontle y almidon modificado con OSA, a pH de
3.5, ventana de mayor interaccion entre estos biopolimeros, en la figura se observa que desde la
relacion 1 de proteina y 0.25 de almiddén hay una interaccidn entre estos biopolimeros debido a
que las cargas del complejo al medir potencial zeta son negativas y a medida que se incrementa
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la cantidad de almidén aumenta el nimero de cargas negativas. La absorbancia se midié en las
mezclas de los biopolimeros 24 h después, la relacion 1:2 presento la mayor absorbancia por lo
fue la elegida para formar los complejos. Diversos autores mencionan la relacion que existe
entre la absorbancia y la formacion de complejos solubles e insolubles. (Hernandez-Rodriguez,
Lobato-Calleros, Pimentel-Gonzalez & Vernon-Carter, 2014) mencionan que la turbidez de la mezcla
proteina y polisacarido es considerado como un indicador de la formacion y disociacion de
complejos en solucién. (Cuevas-Bernardino et al., 2018) considera que la mayor absorbancia
produce la maxima formacion de complejos solubles y la absorbancia baja se debe a que existe
un tamafio de particula menor.

0.28

026 4 —O— APH:A-OSA
R1:2

0.24 A
0.22 A

0.20 A

0.18 A

Absorbancia

0.16 A

0.14 A

0.12 A

0.10 T T T T T T
1.0 1:0.25 1:0.50 11 1:2 1:4

Rproteina:almidén
Figura 2. Absorbancia de complejos APH/A-OSA a pH 3.5 en diferentes relaciones

Valores criticos de pH

En la figura 3, se identificaron los valores criticos de pH, mediante la turbidez frente al pH en
la mezcla de aislado de proteina de huauzontle y almidén modificado con OSA empleando la
relacion 1:2. Al modificar el pH de la mezcla de pH 6 a 2, donde el cambio de turbidez fue
clave para identificar los puntos criticos de pH. La region que comprende el rango de pH de 6 a
5.4 se mantiene constante a lo que considera como una zona en la que los biopolimeros estan de
manera individual en el medio, a partir de pH de 5.4 se inicia un ligero aumento de la turbidez,
asi como la formacion de complejos solubles en la zona pHc¢, (Niu et al., 2014) reportan que a
pH 4.18 inicia un ligero aumento de la turbidez considerando la formacion de complejos
solubles debido a que la proteina y el polisacarido tienen una carga neta negativa similary por
lo tanto se repelen, en un trabajo realizado por (Xu et al., 2021) representan cuatro puntos de
transicion al ir acidificando la mezcla de almidén modificado con OSA y quitosano, observaron
que a pH de 8.4 0 pHc¢ punto donde la turbidez se mantuvo constante, consideraron que los
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grupos carboxilos disociados de almidon modificado con OSA le proporcionaron una alta carga
negativa, dando lugar a una débil interaccion electrostatica, por lo que las mezclas se
mantuvieron co-solubles. A este pHc se considera el punto de partida para la formacién de
complejos solubles (Ru, Wang, Lee, Ding & Huang, 2012). En la zona donde se observa un
aumento brusco de la absorbancia se inicia en la formacion de complejos solubles, en esta region

Figura 3. Valores criticos de pH en un rango de 2 a 6 de aislado de proteina de huauzontle y
almidon modificado con OSA

también se encuentra el pHopt (pH 4). (Niu et al., 2014) mencionan que comportamiento se debe
a que la carga neta de la proteina y el polisacarido se vuelve opuesta y se logran una equivalencia
eléctrica aeste pH. A pH 3 inicia a disminuir la turbidez de la mezcla debido a la carga negativa
baja del polisacarido resultado de la protonacion de los grupos carboxilo lo que limita la
interaccion proteina y polisacarido (Xu et al., 2021). Esta zona es conocida como punto de

6
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disociacion del complejo insoluble (pHo2) y la complejacion termina.

Absorbancia

En la figura 4 se presenta la absorbancia frente al pH, se ajustd cada biopolimero a pH 7 a una
relacion 1:2 y se fue acidificando mediante la adicion de HCI, estos complejos formados a
diferente pH se almacenaron por 24 horas, posteriormente se midi6 la absorbancia que de
acuerdo a (Cuevas-Bernardino et al., 2018; Hernandez-Rodriguez et al., 2014); consideran que
la mayor absorbancia después de centrifugar son complejos solubles ya que los complejos
insolubles se caracterizan por presentar una baja absorbancia en el sobrenadante, debido a que

50



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

las partes de la proteina cargadas positivamente y el polisacarido cargado negativamente estan
sujetas a interacciones electrostaticas mas fuertes que dan lugar a complejos estrechamente
empaquetados con baja carga negativa (Xu et al., 2021). (Ghosh & Bandyopadhyay, 2012) nos
permiten comprender este comportamiento mediante la siguiente descripcién, la union entre
polisacéridos y proteinas anidnicos, a un pH ligeramente superior al pl de la proteina, la
interaccion que se da es entre los numerosos sitios reactivos del polisacarido y los pocos sitios
reactivos de las proteinas, dando lugar a la formacién de agregados aniénicos sueltos (proteina
y polisacaridos), es decir, complejos solubles.

1.2
—A— APH/A-OSA

R1:2

1.0 -
CENTRIFUGADOS A

0.8 A

0.6

Absorbancia

0.4 A

0.2 A
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Figura 4. Absorbancia de la mezcla de aislado de proteina de huauzontle y almidén modificado
con OSA en un rango de pH

Conclusiones

De la investigacion se encontr6 que a pH 3.5 observo la mayor interaccion entre el APH y AM-
OSA, el cambio el pH puede afectar la formacion de complejos solubles e insolubles al ser
modificado, de la curva de turbidez se identificaron cuatro fases denominadas como valores
criticos de pH, variable que permitié establecer el pH 6ptimo de formacién de complejos
solubles entre la proteina y el almidon modificado con OSA. Por otro lado, el uso de diferentes
concentraciones permitié la caracterizacion de los complejos donde se obtuvo que el mayor
namero de cargas negativas pertenecen a la formacion de complejos solubles, asi como menor
tamafio de particula después de la centrifugacion donde los complejos insolubles precipitan y
los solubles se mantienen en el medio.
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Digestibilidad, propiedades fisicoquimicas y estructurales del almidon de
huauzontle modificado con anhidrido octenil succinico y acido citrico

Lépez-Monterrubio Diana 1.1, Lobato-Calleros Consuelo?, Vernon-Carter E. Jaime?,
Alvarez-Ramirez Jose®

Resumen

El alImidon de huauzontle se modificé utilizando acido citrico y anhidrido octenilsuccinico. Los
valores del grado de sustitucion (DS) aumentaron significativamente junto con el incremento de
la cantidad de &cido citrico (AC) y anhidrido octenil succinico (OSA). Los granulos de almidén
de huauzontle son de forma irregular, angular y poligonal, con superficies casi lisas, con pocos
poros en la superficie con un didmetro promedio de 1.37 + 0.09 um, que luego de la
modificacidn tuvieron un incremento significativo. El contenido de almidon resistente aumentd
con la modificacion OSA, mientras que el contenido de almiddn de digestion rapida disminuyo.
Por otro lado, las propiedades de solubilidad, poder de hinchamiento y capacidad de retencion
de agua del almidén de huauzontle se mejoraron con ambas modificaciones.

Palabras clave: Huauzontle, anhidrido octenil succinico, acido citrico
Abstract

Huauzontle starch was modified using citric acid and octenylsuccinic anhydride. The
substitution degree (DS) values increased significantly along with the increase in the amount of
citric acid (CA) and octenyl succinic anhydride (OSA). Huauzontle starch granules are irregular,
angular and polygonal in shape, with almost smooth surfaces, with few pores on the surface
with average diameter of 1.37 + 0.09 um, which after modification had a significant increase.
Resistant starch content increased with the OSA modification, while rapidly digestible starch
content decreased. On the other hand, the solubility properties, swelling power and water
retention capacity of huauzontle starch were improved with both modifications.

Keywords: Huauzontle, octenyl succinic anhydride, citric acid
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El almiddn es una de las macromoléculas més abundantes en la naturaleza y juega un papel muy
importante en diversas aplicaciones industriales, como la fabricacién de papel, empaques,
textiles

y alimentos, por nombrar algunos. Y aunque los almidones nativos generan buenas propiedades
de pegado y reologicas en el calentamiento a altas temperaturas, su modificacion nos ayuda a
mejorar sus propiedades funcionales incluso a temperaturas bajas, mejorando asi sus usos
potenciales y relevancia (Ayo-Omogie et al., 2022). En este sentido, el acido citrico (&cido 2-
hidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico) es un compuesto orgénico generalmente reconocido como
seguro (GRAS) (Miskeen et al., 2021), y la modificacién del almiddn con acido citrico produce
ésteres de almidon al hacer reaccionar el grupo hidroxilo del almidén con el grupo carboxilico
del &cido citrico para formar un enlace covalente (Zehra et al., 2020). Este tipo de modificacion
ha demostrado ser eficiente para mejorar las propiedades mecéanicas e hidrofébicas de los
almidones nativos (Miskeen et al., 2021). Por su parte, la esterificacion con anhidrido octenil
succinico (OSA) mejora las propiedades emulsionantes y anfifilicas de los almidones, donde los
grupos hidroxilo del almidon son reemplazados por componentes hidrofébicos.

Por otro lado, las principales fuentes de almidén para la industria han sido el maiz, el arroz, el
trigo, la patata y la yuca (Khurshida et al., 2021). Sin embargo, segln las perspectivas
socioecondmicas, en las ultimas décadas se ha buscado el aprovechamiento de cultivos
subvalorados ya que podrian ser fuentes no convencionales valiosas para la obtencion de
biopolimeros, diversificando asi el uso de recursos botanicos y promover la economia de los
productores de bajos ingresos, asi como promover la reduccion de los problemas de
sobreexplotacion y contaminacién (Garcia-Valle et al., 2021). Una ventaja adicional es que son
de bajo costo, abundantes en la naturaleza y de caracter hipoalergénico (Li et al., 2021). En este
sentido, el huauzontle es un pseudocereal de origen mexicano subvaluado, con un alto contenido
de almidon (50 % peso seco) y con un tamafo de granulo relativamente pequefio (0.5-2 pm)
(Hernandez-Barrueta, et al., 2020; Assad- Bustillos et al., 2014). Existen pocos estudios sobre
el almidon de huauzontle y menos aun sobre su modificacion. Por lo tanto, el objetivo de este
estudio fue evaluar las caracteristicas estructurales, fisicoquimicas, funcionales y nutricionales
del almidon de huauzontle nativo, modificado con acido citrico y anhidrido octenilsuccinico.

Materiales y métodos

Se obtuvieron semillas de huauzontle (Chenopodium nuttalliae saff.) de un productor local de
la comunidad de Tepoztlan, Morelos, México, con coordenadas GPS de 18° 59’ 7" Ny 99° 5’
59" W y una elevacion sobre el nivel del mar de 1706 metros El anhidrido octenil succinico
(OSA) se adquirio de Sigma Aldrich (St Louis, MO, EE. UU.). El &cido citrico (CA) se adquirio6
de Merck (Naucalpan, Estado de México, México). El agua utilizada en todos los experimentos
fue destilada y desionizada.

Aislamiento de almiddn de huauzontle

El almidon se extrajo mediante la metodologia utilizada por Medina et al. (2010), con algunas
modificaciones. Las semillas de huauzontle se limpiaron manualmente para eliminar las
impurezas y se remojaron en agua destilada durante 1 hora en una relacion de masa/volumen de
1:6. Posteriormente se molieron en una licuadora (Oster 465-15, Newell Brands de México S.A.
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de C.V., Ciudad de México, México) durante 1 minuto, obteniéndose una lechada que
posteriormente se filtré a través de muselina tres veces. La suspension se centrifugo a 6500 rpm
durante 10 min, a 21 °C en una centrifuga (Modelo 5810R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania),
se elimind el sobrenadante y el sedimento se lavo con agua destilada y se centrifugd a 6500 rpm
durante 10 min. , a 21 °C, tres veces méas. El almidon se seco en una estufa de circulacion de
aire a 40 °C durante 24 horas (HCF-62, Riossa Digital, Puebla, Estado de Puebla, México).

Composicién quimica

Los andlisis de humedad, cenizas, fibra bruta, proteina total y lipidos totales se realizaron
utilizando los métodos de la AOAC (2000). Los carbohidratos libres de nitrogeno totales se
calcularon por la diferencia {100 - (% proteina + % lipidos + % fibra + % ceniza)}. La proteina
total se determiné por el método de Kjeldhal (N: 6.25). El almiddn total se estimo utilizando el
kit GPOD (reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa). De acuerdo con las instrucciones del kit, el
contenido de glucosa se determin6 a 540 nm (Marboh & Mahanta, 2021). El contenido aparente
de amilosa se determind segun el método de union de yodo (Zhu et al., 2008).

Preparacion de almidones modificados

Modificacion del almidén de huauzontle con OSA

El almidon de huauzontle se modificé con OSA siguiendo la metodologia de L6pez-Silva et al.
(2019). Brevemente, se dispersé almidon de huauzontle (30 g, peso seco) en 100 ml de agua
destilada con agitacion suave. El pH de la suspension se ajusto a 8.75 utilizando una solucion
de NaOH 0.1M (potenciémetro modelo pH120, Conductronic, Puebla, Estado de Puebla,
México). Se afiadio lentamente una cantidad pesada de OSA (1.5 % y 3.0 % de la base de
almidon seca) mientras se controlaba el pH a 8.75. Se permitié que la reaccion prosiguiera
durante un total de 6 horas a 25 °C. Después de la reaccion, el pH se ajustd a 7 con una solucion
de HCI (1 M). La mezcla se centrifugd y se lavo dos veces con agua destilada y una vez con
acetona. El almidon modificado con OSA se seco en estufa a 35 °C durante 24 h. A continuacion,
el almiddn seco se moli6 con un mortero y se almacend en recipientes herméticos.

Modificacion del almidon de huauzontle con acido citrico

El almiddn de huauzontle se modifico con &cido citrico con el procedimiento descrito por Alimi
y Workneh (2018). Se dispersé almiddn de huazontle nativo (50 g) en agua destilada (67 mL)
para formar una suspension. La suspension se llevo a pH alcalino (alrededor de 9) mediante la
adicion de 10 ml de NaOH 1 M y se mantuvo durante 30 min. La suspension se agito
intermitentemente durante el periodo de mantenimiento. Se preparé una solucién acida (100 ml,
15 % de &cido citrico y 1 % de &cido sulfurico en peso seco de almiddn) y se afiadid a la
suspension alcalina. La mezcla se dejé durante 5 h en las condiciones predominantes en el
laboratorio. Luego la mezcla se lavé con 600 mL de agua destilada y se centrifugé a 5000 rpm
por 5 min para eliminar el exceso de liquido y se secé en una estufa de aire caliente convectivo
a 50 °C por 24 h. Los sélidos secos se molieron, empaquetaron y almacenaron en recipientes
herméticos.

Grado de sustitucion (DS)

El DS se determind mediante un método de titulacion (Lopez-Silva et al., 2020). Brevemente,
se dispersé almidén modificado (1.25 g) agitando durante 30 min en 12.5 ml de una solucién de
HCI 0.1 M. Posteriormente, la muestra se centrifug6 a 3000g durante 10min. El precipitado se
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lavé con etanol (90 %) y con agua destilada, en proporciones 1:2. El almiddn se resuspendio en
75 mL de agua destilada y se sometié a un bafio de agua hirviendo durante 10 min y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Luego, se titul6 con una solucion estdndar de NaOH 0.1 N hasta
pH 8.3 y como referencia se tituld almidon nativo. ElI DS se calculd utilizando la siguiente
ecuacion:

AXM
0.162x
= —AVL) €

1—(Z* W

DS

donde A es el volumen de titulacion de la solucién de NaOH (mL), M es la molaridad de la
solucién de NaOH, W es el peso seco (g) del almidén modificado y Z es el peso molecular de
OSA o0 AC.

Morfologia de los granulos

Distribucion del tamafio de las particulas

La distribucién de tamafios de los granulos de almiddn se determind mediante andlisis de
difraccion laser (Mastersizer 3000, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido). La
muestra de almidén crudo (50 mg, peso seco) se suspendié en 5 ml de agua y se agitd
suavemente para dispersar los granulos de almidon. La suspension se afiadid lentamente a
Mastersizer y el oscurecimiento estuvo en el intervalo de 15-20 %.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se utilizo microscopia electronica de barrido para evaluar la morfologia y el aspecto general de
los granulos de almidén. EI microscopio se hizo funcionar con un voltaje de aceleracién de 5
kV con un aumento de 10000x. El almiddn seco se monto sobre soportes de aluminioy se cubrio
con una fina capa de oro (5 nm) y luego se observd en un microscopio electronico de barrido
(JSM-6390LV, JEOL, Tokio, Japon).

Digestibilidad del almidén in vitro

El dia de la determinacion se prepar6 una solucidon enziméatica segin Ye et al. (2019).
Brevemente, se suspendié a-amilasa pancreatica (0,0225 g, 10 U/mg) en 7,5 ml de agua
destilada con agitacion magnética durante 30 min y luego se centrifugé a 1500 xg durante 5
min. El sobrenadante se transfiri6 a un vaso de precipitados y se mezcldé con 0,75 ml de
amiloglucosidasa (260 U/ml). EI HS crudo (0,5 g) se dispersd en 25 ml de agua desionizada y
se equilibro a 37 °C durante 30 min con agitacion en un bafio de agua.

La digestion in vitro del almidon de huauzontle se realizé mediante la metodologia utilizada por
Lee & Chang (2019) con ligeras modificaciones. Se agregaron 0.75 mL de la solucion
enzimatica a cada muestra. Las muestras de almiddn se incubaron a 37 °C con ligera agitacion
durante 120 min. Se tomaron alicuotas a los tiempos 0 min, 20 min y 120 min. Para la
determinacion cuantitativa de azUcares reductores se utilizé el método DNS (Miller, 1959). Se
obtuvo una curva estandar midiendo la absorbancia a 540 nm de concentraciones conocidas de
soluciones de glucosa. Las mediciones se realizaron por duplicado para cada muestra y los datos
proporcionados son un promedio de estos resultados. Para la determinacion de la digestibilidad
en almidén gelatinizado: el almidon de huauzontle (0.5 g) se dispersé en 25 mL de agua
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destilada y se calent6 (90 °C, 10 min) con agitacion suave continua hasta la gelatinizacion
completa de los granulos de almidon. Posteriormente, la dispersion se enfrio a 37 °C para
proceder con las pruebas de digestibilidad in vitro mediante el procedimiento utilizado para las
muestras crudas descrito anteriormente.

Los porcentajes de las fracciones RDS (almiddn de digestion rapida), SDS (almidon de digestion
lenta) y RS (almidon resistente) en las muestras se calcularon utilizando las siguientes
ecuaciones:

(GZO—FG)XO.9

RDS = =2 (2)

SDS = (G120=G20)%0.9 (3)

RS = TS—RDS—-SDS (4)
TS

donde FG es el contenido de glucosa libre, TS es el contenido total de almidén, G20 y G120
representan las cantidades de glucosa liberada en 20 y 120 min de hidrdlisis de la muestra.

Poder de hinchamiento y solubilidad

El poder de hinchamiento y la solubilidad de las muestras de almidon se determinaron a
temperaturas de 60, 70, 80 y 90 °C segun el método descrito por de Castro et al. (2018). Muestras
de almiddn de huauzontle (25 mg) se pesaron por triplicado en tubos de ensayo de polipropileno
de 15 mL previamente tarados, se les afiadié 10 mL de agua destilada y se homogeneizaron en
vortex durante 30 s. Posteriormente los tubos se colocaron al bafio maria a temperaturas de 60,
70, 80 y 90 °C por 30 min, aplicando homogeneizacién cada 10 min. Luego, las dispersiones de
almidon se centrifugaron a 3200 rpm durante 15 min. El sobrenadante se recolectd, se coloco
en un vaso de precipitados previamente pesado y se llevd a la estufa a 105 °C por 24 h, para
determinar el peso de almiddn soluble. El indice de solubilidad y el poder de hinchamiento se
calcularon usando las ecuaciones que se dan a continuacion:

Weight of dried supernatent

.. 0r) —

Solubility (%) Weight of sample x 100 (5)
. g\ _ Weight of sediment paste

Swellln‘g power (g) - Weight of samplex(100—% Solubility) (6)

Capacidad de retencion de agua

Para determinar la capacidad de retencién de agua del almidén de huauzontle se utilizo el
método de Beuchat (1977). Se colocd una muestra de almidon crudo (1 g) en un tubo de
centrifuga y se le afiadieron 10 ml de agua destilada. La suspension se homogeneizd en vortex
durante 30 s y se dej6 reposar durante 30 min. Posteriormente, el tubo se centrifugd durante 15
min a 3000 rpm y se descarté el sobrenadante. Se secaron las paredes externas de los tubos y se
pesaron estos Ultimos. La masa de agua absorbida se expresé de acuerdo con la siguiente
ecuacion:

WHC = (Weigh of tube with wet sample — weight of tube with dry sample) x 100

(7)
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Resultados

Caracteristicas quimicas del almidén nativo

La composicion quimica del almiddn nativo de huauzontle (Cuadro 1) mostré que el contenido
de carbohidratos (97.35 + 0.10 %) fue muy superior al contenido de proteina (1.43 = 0.01 %) y
grasa (0.30 £ 0.02 %). Esto es indicativo de un buen proceso de aislamiento (Felisberto et al.,
2019). Un pardmetro importante es la pureza de la muestra, por lo cual se realizd la
determinacion del almiddn total. En este caso, el contenido de almidon total fue de 93.50 + 1.52
%, lo cual denota una alta pureza en la muestra (Patifio-Rodriguez et al., 2020).

El contenido de amilosa y amilopectina fue de 10.58% y 89.42%, respectivamente. Esto
concuerda con lo reportado por Assad-Bustillos et al. (2014) para almidon de huauzontle (10
%), y superior a lo informado por Remanan y Zhu (2020) para almidédn de quinua (Chenopodium
quinoa Willd., 6.3 %) pero inferior a lo informado por Leal-Castafieda et al. (2018) para
amaranto (Amaranthus hypochondriacus, 22.3 + 0.3 %). El contenido de amilosa depende de
las caracteristicas de la cadena amilosa-amilopectina en cada almidon (Zabot et al., 2019), lo
cual esta influenciado por las caracteristicas botanicas y los métodos de determinacion (de
Castro et al., 2018).

Cuadro 1. Composicién quimica del almidén nativo de semilla de huauzontle

Componente % en base seca
Cenizas 0.68 £0.02
Proteina 1.43+£0.01
Grasa 0.30£0.02
Carbohidratos totales  97.35+0.10
Amilosa 10.58 + 0.05
Amilopectina 89.42 + 0.05
Almidon total 93.50 £ 1.52

Grado de sustitucion (DS)
Se utilizaron dos concentraciones de acido citrico (15 % y 30 %) y dos concentraciones del
reactivo OSA (1.5 % y 3.0 %) para determinar la influencia de la concentracion sobre el grado

de sustitucion del almiddon de huauzontle, estos datos se muestran en la Cuadro 2. Como era de
esperarse, los valores de DS aumentaron significativamente junto con el incremento de los
porcentajes de AC y OSA. Este resultado de acuerdo con Wu et al. (2020a), quienes informaron
que los valores de DS en el almiddn de canna aumentaron significativamente de 0.079 a 0.239
a medida que el &cido citrico aumentaba del 20 % al 40 %. Asimismo, Krolikowska et al. (2017),
que los valores de DS en almiddn de papa aumentaron de 0.0115 a 0.0277 a medida que la OSA
aumento6 de 3 a9 %.
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Cuadro 2. Grado de sustitucion y tamafio de almidones de huauzontle nativos y modificados

Tratamiento DS Tamarno (um)
Native - 1.37 £ 0.09¢
OSA 1.5 0.0086 + 0.0004° 1.43 +0.08¢
OSA 3.0 0.0101 + 0.00042 1.79 +£0.13°
AC 15 0.0074 + 0.0007" 2.55 + 0.22°
AC 30 0.0109 + 0.00042 2.89 +0.182

abed | as medias en la misma columna con diferentes superindices fueron significativamente
diferentes (p < 0.05).

Propiedades morfoldgicas

La estructura de los almidones de huauzontle nativo y modificado se presentan en la Figura 1.
Los granulos de almiddn de huauzontle nativo presentan forma irregular, angular y poligonal,
con superficies casi lisas (Figura 1). Después de la esterificacion con OSA, se observaron
cavidades en las superficies de los granulos. Yu et al. (2019), obtuvieron resultados similares y
sugirieron que la modificacion de la superficie de los granulos fue causada por el efecto del
tratamiento con NaOH durante la esterificacion. Por su parte, el almidén modificado con acido
citrico mostr6 pérdida de estructura de granulos y aglomeracién de granulos, que fue mas
notable con el aumento de la concentracion de &cido citrico. La adicion de hidroxido de sodio
durante el tratamiento acido citrico provocé el hinchamiento de los granulos, lo que indujo
tension en los cristales adyacentes y deformd los granulos de almidén (Zehra et al., 2020).

Figura 2.- Microscopia electronica de barrido de

almidones de huauzontle nativos y modificados. a)

Almidén nativo, b) CA15, c) CA30, d) OSAL.5, e)
OSA3.0.

X10,000 12 20 SEI

X10,000 11 20 SEI 5kV X10,000 11 20 SEI

X10,000 12 20 SEI 5kV 12 20 SEI
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Los granulos de almidon nativo de huauzontle presentaron un diametro promedio de 1.37 £0.09
um, lo que lo clasifica como un granulo muy pequeiio (Yao et al., 2020), y fue similar al tamafio
que presentaron los almidones nativos de Chenopodium quinoa y Amaranthus caudatus (1-2
um, Fuentes et al., 2019). El almidon de huauzontle modificado con &cido citrico y OSA
exhibio un tamafio de granulo medio significativamente mayor en comparacion con el almidon
nativo (Cuadro 2), pero exhibio6 una distribucion de tamarfio gaussiana. EI aumento en el tamafio
medio de los granulos fue significativamente mayor para los almidones modificados con &cido
citrico que para los modificados con OSA. El aumento de tamafio medio podria atribuirse a la
hidrolisis &cida suave de los granulos de almidén (Shaikh et al., 2019). Para los tratamientos de
OSA, el aumento de tamafio podria ser el resultado del aumento de la hidrofobicidad superficial
de los granulos de almiddn resultantes de las regiones hidrofébicas de la molécula de OSA (Li
etal., 2019b).

Digestibilidad in vitro

El porcentaje de fracciones RDS, SDS y RS para el almidon de huauzontle nativo y modificado
(crudo y gelatinizado) se puede observar en la Cuadro 3. En este trabajo, se encontré que la
fraccion RDS para los almidones crudos nativos y modificados con OSA era extremadamente
baja (< 7 %), mientras que la fraccion RS era extremadamente alta (> 90 %) en comparacion
con la de sus contrapartes gelatinizadas. Esto fue similar a lo reportado por Chavez-Salazar et
al. (2022) para platanos verdes, donde los almidones nativos crudos tenian una fraccién de RS
de 90.0 £ 1.5y los almidones crudos modificados con (3 % OSA) tenian una fraccion de RS de
92.2 £ 0.2, sus contrapartes gelatinizadas tenian un contenido de RS de 25.2+0.5y 285+ 1.6
respectivamente. El aumento de la fraccion RS en almidones modificados con OSA se ha
relacionado previamente con la sustitucién de grupos OH por grupos voluminosos de octenil
succinato, dando como resultado una estructura que dificulta el reconocimiento enzimatico
(Chévez-Salazar et al., 2022). Resultados similares fueron encontrados por No et al. (2019),
quienes informaron que el almidon de arroz modificado con OSA mostré un aumento
significativo del contenido de la fraccion RS y una disminucion del contenido de la fraccion
RDS.

Cuadro 3. Digestibility of native and modified huauzontle starches.

Almidén crudo

Sample RDS SDS RS SDS+RS
Nativo 6.01 + 0.04¢ 28.60 £1.372 65.39 + 1.41° 93.99 + 0.04°
OSA 15 4.30 +0.03¢ 4.31+0.57¢ 91.38 + 0.53% 95.7 + 0.03%
OSA 3.0 3.84 +0.01¢ 3.88 + 0.06¢ 92.28 +0.072 96.16 + 0.012
AC15 18.87 + 0.56" 14.59 + 0.45° 67.54 + 1.02° 82.13 + 0.56°
AC30 26.30 + 0.352 23.32 + 0.60° 50.37 + 0.94° 73.70 + 0.35¢
Almidon gelatinizado
Nativo 37.06 + 1.21° 37.78 £ 0.142 25.16 + 1.07° 62.94 + 1.21°
OSA 15 29.61 + 0.35% 35.82 +2.912 34.56 + 3.26% 70.39 + 0.35%
OSA 3.0 25.84 + 2.81¢ 34.29 +2.782 39.87 + 0.032 74.16 + 2.812
AC15 34.67 + 0.94" 33.28 + 2.307 32.05 + 1.36" 65.33 + 0.94"

61



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

AC30 51.70 £ 0.38% 9.91 +1.02° 38.39 + 1.39% 48.30 + 0.38¢

abed | as medias en la misma columna con diferentes superindices fueron significativamente
diferentes (p < 0.05).

A diferencia de otros estudios, el almidon de huauzontle modificado con 30 % de &cido citrico
mostré un contenido menor de la fraccion RS que su contraparte nativa. Esto podria deberse a
la pérdida de la estructura cristalina durante la modificacion &cida, lo que facilitaria la actividad
enzimatica.

Después de la coccidn, todos los tratamientos tendieron a presentar un aumento en las fracciones
RDS y SDS y una disminucion en la fraccion RS. Lo cual se puede atribuir a la descomposicion
de la estructura del granulo durante el proceso de coccion, facilitando asi la actividad enzimatica
(Wang et al., 2017). Durante el proceso de coccion, la doble hélice que forma los cristalitos de
almidon sufre una ruptura y/o reorientacion, lo que afecta las proporciones de las fracciones
RDS, SDS y RS durante la digestion (Zhang et al., 2017).

Poder de hinchamiento y solubilidad

En general, el poder de hinchamiento de los almidones aumenté con el aumento de la
temperatura de calentamiento. El calentamiento provoca la lixiviacion de la amilosa,
favoreciendo asi la absorcion de agua y el hinchamiento del granulo de almidon; durante este
proceso se disuelve la estructura cristalina del almidon y se exponen los grupos hidroxilo de la
amilosa y la amilopectina, promoviendo la unién de las moléculas de agua (Zehra et al., 2020).
Se puede observar en la Figura 2 que los almidones de huauzontle modificados con acido citrico
y OSA exhibieron un poder de hinchamiento relativamente mayor que el almidén nativo. El
mayor poder de hinchamiento de los almidones esterificados se puede atribuir a la mejor
percolacion del agua debido al impedimento estérico y la repulsion de los grupos OSA
agregados (Park et al., 2020), asi como a la incorporacién de mdltiples grupos carboxilo
presentes en el acido citrico, aumento la percolacion de agua en el interior (Zehra et al., 2020).
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Figura 2. Poder de hinchamiento de almidones nativos y modificados de huauzontle a diferentes
temperaturas.
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La solubilidad de los almidones de huauzontle nativos y tratados se muestra en la Figura 3. El
aumento de la solubilidad con el aumento de la temperatura se observo tanto en los almidones
nativos como en los modificados, como resultado de la lixiviacion de las cadenas de amilosa
(Mei et al., 2015). Cuando el almidén se modificé con &cido citrico, se produjo una leve
hidrolisis parcial (Shaikh et al., 2019), produciendo un mayor contenido de amilosa de cadena
corta que se disocia y difunde facilmente, favoreciendo asi la solubilidad del granulo de almidon
(Duyen et al., 2020). La modificacion OSA provoco una reorganizacion estructural y la ruptura
de los enlaces en la zona amorfa del granulo de almiddn por efecto del impedimento estérico,
favoreciendo asi una rapida penetracion del agua y una mayor lixiviacion de la amilosa (Li et
al., 2019c; Zhang et al., 2021).
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Figura 3. Solubilidad de almidones nativos y modificados de huauzontle a diferentes
temperaturas.

Capacidad de retencion de agua

La alta capacidad de absorcion de agua que presenta el almidon de huauzontle (Figura 4) podria
deberse a su reducido tamafio de particula, ya que los tamafios de particula pequefios favorecen
una alta absorcion de agua (Zabot et al., 2019). Una molécula de acido citrico tiene tres grupos
carboxilicos que al reaccionar con la molécula de almidon forma una estructura entrecruzada,
estos entrecruzamientos se forman cuando dos grupos carboxilicos de una molécula de &cido
citrico esterifican dos cadenas de almidon diferentes, dejando un grupo carboxilico del acido
citrico libre para interactuar con una molécula de agua, favoreciendo asi la capacidad de
retencion de agua del almidon (Zehra et al., 2020). Por otro lado, la modificacion con OSA
indujo cadenas carbonadas hidrofébicas en las regiones amorfas del almidon, debilitando los
puentes de hidrégeno que mantienen unidas las moléculas de almidon, aumentando
considerablemente su capacidad de hidratacion (Yao et al., 2020).
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Figura 4. Capacidad de retencion de agua de los almidones de huauzontle nativos y modificados

Conclusiones

En este estudio se encontrd que el grado de sustitucion de los almidones modificados influy6 en
las propiedades tecnofuncionales, nutricionales y estructurales del granulo. EI poder de
hinchamiento y la capacidad de retencion de agua fue mayor para los almidones modificados en
comparacion con el almidon nativo de huauzontle. La fraccion de RS, fue mayor en almidones
modificados con OSA en comparacion con los del almidon nativo, mientras que los almidones
modificados con &cido citrico mostraron un comportamiento contrario, se necesitan mas
estudios sobre la influencia de la modificacion quimica del &cido citrico. El estudio morfologico
mostré que el almidén de huauzontle es un granulo muy pequefio, de forma poligonal con
superficies casi lisas, caracteristicas ideales para su aplicacion en productos ricos en grasas
como sustituto de grasas. Los mayores valores de poder de hinchamiento que presentan en los
almidones OSA los que los hace ideales para su aplicacion como espesantes alimentarios.
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Propiedades fisicoquimicas, estructurales y funcionales de almidon modificado
de maiz cacahuacintle

Diana Edith Lépez-Vazquez?, Eleazar Aguirre-Mandujano?, Consuelo Lobato-Calleros?,
Landy Hernandez-Rodriguez?

Resumen

El almidon es un ingrediente ampliamente utilizado por su gran versatilidad en la industria
alimentaria, cuya fuente principal de obtencidn es el maiz. México cuenta con una gran variedad
de genotipos de maiz, asi como aquellos nativos y mejorados. Sin embargo, al existir diferentes
variedades de este cereal, no hay estudios referentes a la extraccion de almidon de maiz
cacahuacintle. Es por ello que el objetivo de la presente investigacion fue determinar las
propiedades fisicoquimicas, estructurales y funcionales de almidones aislados de maiz
cacahuacintle de una variedad nativa y mejorada, y comparar dichas caracteristicas con un
almidén comercial de maiz. Se obtuvo un rendimiento de extraccion superior al 50 %, con bajos
contenidos de proteina y grasa, pero alto contenido de carbohidratos, indicando con ello que la
extraccion fue adecuada. En cuanto a la morfologia de los granulos de almidén mostraron
estructuras poliédricas. La solubilidad y poder de hinchamiento fueron mayores en los
almidones de maiz cacahuacintle con respecto al almidon de maiz comercial.

Palabras clave: Almidon, maiz cacahuacintle, propiedades fisicoquimicas, propiedades
funcionales

Abstract

Starch is a widely used ingredient due to its great versatility in the food industry, whose main
source is corn. Mexico has a wide variety of maize genotypes, as well as native and improved
ones. However, as there are different varieties of this cereal, there are no studies regarding the
extraction of cacahuacintle corn starch. The objective of this research was to determine the
physicochemical, structural and functional properties of starches isolated from cacahuacintle
corn from a native and improved variety, and to compare these characteristics with a commercial
corn starch. An extraction yield greater than 50% was obtained, with low protein and fat content,
but high carbohydrate content, indicating that the extraction was adequate. Regarding the
morphology of the starch granules, they showed polyhedral structures. The solubility and
swelling power were higher in cacahuacintle corn starches compared to commercial corn starch.

Keywords: Starch, cacahuacintle corn, physicochemical properties, functional properties.

tUniversidad Autéonoma Chapingo, Doctorado en Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria. Carretera México-Texcoco km 38.5,
Chapingo, Estado de México, C. P. 56230, MEXICO.

2Universidad Auténoma Chapingo, Departamento de Preparatoria Agricola. Carretera México-Texcoco km 38.5, Chapingo,
Estado de México, C. P. 56230, MEXICO.

Correo: dianae.lopez.vazquez@gmail.com, eleagman@yahoo.com, consuelobato@yahoo.com: landyl4hr@yahoo.com.mx

68


mailto:dianae.lopez.vazquez@gmail.com
mailto:eleagman@yahoo.com
mailto:consuelobato@yahoo.com
mailto:landy14hr@yahoo.com.mx

11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

Introduccion

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales de gran importancia econdémica, social y cultural
en el territorio mexicano. México es considerado el centro de origen y de diversidad genética,
domesticacion y diversificacion del maiz, que se agrupan en 68 razas de maiz (Caballero-Garcia
etal., 2019). Esta diversidad es producto del conocimiento tradicional de los pueblos mexicanos
y practicas agricolas que junto con los avances de la biotecnologia e ingenieria genética han
contribuido al mejoramiento genético del maiz (Fernandez-Suarez, Morales-Chavez & Galvez
Mariscal, 2013). Las variedades mejoradas han mostrado ser notablemente superiores a las
nativas con respecto al alto rendimiento de maiz por hectarea (Hellin, Keleman, & Bellon,
2010). Por su parte, las variedades nativas poseen una gran variabilidad de tamafio, densidad y
dureza del grano. En este sentido, la amplia gama de germoplasma de maiz ofrece una
oportunidad para aprovecharse en la obtencion de almidén (Liu et al., 2020). Dentro de estos
maices destaca el maiz cacahuacintle, ya que su grano se caracteriza por ser de color blanco,
textura harinosa y de tamafio grande, que es empleado en la cocina mexicana para la elaboracion
de pozole, atoles, pinoles, esquites,etc. Los estudios han demostrado que el maiz cacahuacintle
presenta niveles superiores de aminoacidos esenciales como lisina y triptéfano (3.7 y 0.78 g/100
g de proteina, respectivamente), en comparacion de otros maices que son deficientes en este tipo
de aminoédcidos, ademas cabe resaltar que contiene un alto contenido de almidén siendo
aproximadamente del 70.8 %, por lo que tiene potencial para la obtencién de dicho ingrediente
(Téllez-Silva et al., 2016, Vazquez y Santiago, 2013). Ante la demanda de la industria
alimentaria en la basqueda de ingredientes funcionales, resulta interesante investigar fuentes
novedosas de almidones. En consecuencia, este trabajo tuvo como objetivo caracterizar las
propiedades fisicoquimicas, morfolégicas y funcionales de almidén de maiz cacahuacintle
nativo y mejorado, ademas de su comparacion con un almidon de maiz comercial.

Materiales y métodos

Materiales

Los granos de maiz cacahuacintle de una variedad mejorada ARR-11 (Zea mays L.) se
obtuvieron de un productor local de la comunidad de Juchitepec, Estado de México, México,
con coordenadas GPS de 19° 52" 28" Ny 98° 52’ 54” O y una elevacion sobre el nivel del mar
de 2 511 m; mientras que los granos de maiz cacahuacintle nativo se obtuvo de la localidad de
Santa Maria Nativitas del municipio de Calimaya, Estado de México, con coordenadas GPS 17°
40" 00" Ny 97° 20" 00" O. El acido clorhidrico (HCI), el hidroxido de sodio (NaOH) y el etanol
eran de calidad analitica y se adquirieron de J.T. Baker (Xalostoc, Estado de México, México).
El almidon de maiz comercial se obtuvo de Sigma Aldrich (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
USA)).

Extraccion de almidén de maiz cacahuacintle
El almidén de maiz cacahuacintle nativo (AMCn) y el almidon de maiz cacahuacintle de la
variedad mejorada ARR-11 (AMCw) se obtuvieron por el método descrito por Mir et al., (2016)
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con ligeras modificaciones. Se sumergieron 200 g de granos de maiz en 200 mL de solucion
bisulfito de sodio al 0.16% (p/p) durante 24 h. Posteriormente se drend la solucion de bisulfito
de sodio y los granos de maiz se lavaron con 200 mL de agua destilada y se molieron en una
licuadora (Oster, México). La mezcla se filtr6 mediante una tela nylon y el sedimento se mezclo
con una solucién de hidréxido de sodio al 0.2% (p/p). Después, la suspension de almidon se
lavo repetidamente con agua destilada hasta que el pH de la suspension de almidon llegd a 7. El
sobrenadante se desechd y la capa de almidén sedimentado se resuspendié en agua destilada y
se coloco en una centrifuga (5810R, Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 5000 x g por 10 min.
Posteriormente, la capa blanca se recogid y se secé en una estufa de aire forzado (HCF-62,
Riossa Digital, Puebla, México) a 40 °C durante 24 h. El rendimiento de extraccion se calculo
como la cantidad de almiddn seco obtenido (g) por la masa de grano inicial (g).

Analisis proximal de almidones de maiz cacahuacintle y almidon de maiz comercial

El contenido de humedad, proteinas (utilizando un factor de conversién de N x 6.25), cenizas,
lipidos y fibra cruda en los almidones de maiz comercial (AMc,), almidon de maiz cacahuacintle
nativo (AMCxy) y almidon de maiz cacahuacintle mejorado (AMCw) se determiné mediante los
métodos aprobados de la AOAC, 2000. Los carbohidratos totales se determinaron por
diferencia.

Contenido de amilosa

El contenido aparente de amilosa en las muestras de AMco, AMCn Yy AMCw Se determino por
la metodologia 1SO, (1987). Se pes6 0.1 g de cada muestra de almidon, se dispers6 en 1 mL de
etanol (96 % p/v) y 10 mL de NaOH (1 M), con agitacion constante durante 1 h. La solucion se
llevo a un volumen final de 100 mL con agua destilada. Se tom6 una alicuota de 2 mL,
afiadiéndose 50 mL de agua destilada y 100 pL de fenolftaleina (1 % p/v) y se mezclo con 2 mL
de acido clorhidrico (0.1 M). Posteriormente, 2 mL de solucion de yoduro (2 g de yoduro de
potasio y 0.2 g de yodo en 100 mL de agua destilada) fueron adicionados para neutralizar la
solucion y el volumen fue completado a 100 mL con agua destilada. La solucion se dejo
reposando 30 min en oscuridad, se leyo la absorbancia a 510 nm y 620 nm en un
espectrofotdbmetro (Spectronic Genesys 2, Thermo Electron Corporation, Madison, W1, USA).

Anédlisis FTIR

Las estructuras ordenadas de la region externa del almidon se analizaron en un espectrémetro
infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) (Cary 630, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA)) equipado con un accesorio de reflectancia total atenuado universal. Cada muestra
de almiddn (~0.01 g) se coloco en contacto con el cristal de diamante. Las mediciones para cada
muestra, el espectro representd un promedio de 32 escaneos, obtenidos en un rango de 4000-
400 cm™ a una resolucion de 4 cm™ (Gémez-Luria et al., 2019).

Microscopia dptica

Se prepararon dispersiones (0.01 g de almidon con 0.05 mL de agua destilada) y se tifieron con
solucion de yodo (0.1 N). Las muestras se observaron en un microscopio optico (Olympus
BX45, Olympus Optical Co., Tokio, Japdn). Las micrografias fueron capturadas con una camara
digital (Olympus C3030, Olympus America Inc., Center Valley, Pensilvania, EE. UU.)
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Micrografias Opticas representativas se presentan a 40x con fines ilustrativos (Hsieh et al.,
2019).

Solubilidad y poder de hinchamiento

Se determinaron la solubilidad y el poder de hinchamiento, segun lo descrito por Zheng et al.,
2020. Cada muestra se mezclé en agua destilada (2.0 %, p/v) y se calent6 a 95 °C durante 30
min. Después de centrifugar a 4000 xg durante 10 min, se recogi6 el sobrenadante y se secé a
105 °C hasta peso constante. La solubilidad (S1) y el poder de hinchamiento (S:) se calcularon
mediante la ecuacion. (1) y la ecuacion (2), respectivamente:

A
51(%) =7 x 100 (1)

S,(%) = 100 x P/[M(100 — S,)] 2)
donde A es el peso constante del sobrenadante seco; y M, W y P representan el peso de la
muestra, la suspensién de almidon y el sedimento, respectivamente.

Resultados y discusion

Rendimiento de extraccidn y caracteristicas quimicas del almidén

El rendimiento de extraccién y la composicion quimica de almidones obtenidos de maiz
cacahuacintle nativo y mejorado, y almidén comercial de maiz se muestran en el Cuadro 1. El
rendimiento obtenido del proceso de extraccion de fue mayor para el AMCyw, en comparacién
del AMChy, esto se puede deber a diversos factores entre ellos el genotipo de maiz (Timm et al.,
2020). Cabe resaltar que el rendimiento de extraccidon fue mas alto que en otras especies de
maiz, por ejemplo Ziegler et al., 2019 obtuvieron rendimientos de almidon de maiz palomero
rojo en un rango de 19.18 a 32.32 %. Por su parte Timm et al., 2023 encontraron un rendimiento
del 16.42 a 23.09 % al utilizar maiz amarillo pedernal (Pioneer P3016 VYHR). La composicion
quimica proximal un alto contenido de carbohidratos en todas las muestras de almidon
analizadas, ademas se encontr6 un bajo contenido de proteina, lipidos y cenizas, por lo cual se
puede considerar que son almidones con suficiente pureza (Felisberto et al., 2019).

Cuadro 1. Rendimiento y composicion quimica proximal de almidones de maiz cacahuacintle
y almidén comercial de maiz.

Tipo de almid6n de maiz

Componente AMCo AMCN AMCM
Rendimiento (%) - 54.12 +0.93? 58.27 + 0.81°
Cenizas (%) 0.02£0.00* 0.02+0.01% 0.22 £0.01°
Proteina (%) 1.26 + 1.01 £0.11% 0.80 + 0.00°
0.00P

Lipidos (%) 0.18+0.03% 0.22+0.13% 0.42 + 0.20°
Carbohidratos (%) 98.54 £ 0.00® 98.75 +0.03? 98.56 + 0.21°
Amilosa (%) 20.08 +1.35% 20.44 +0.27% 20.53 + 0.84?

Los valores son promedios + desviacion estandar. Diferentes letras en el mismo rengldn indican diferencias
significativas entre tratamientos (p < 0.05). AMCo: almidén de maiz comercial, AMCN: almid6n de maiz
cacahuacintle nativo y AMCM: Almidon de maiz cacahuacintle mejorado.
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Contenido de amilosa

El contenido de amilosa en las muestras de almidon no mostro diferencias significativas entre
ellas (p > 0.05). Estas muestras de almidon pueden ser clasificadas como almidones normales,
debido al contenido de amilosa que va de 20 a 35 % de acuerdo con lo reportado por Tester et
al., (2004). Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Mir et al., (2016) para
almidones de maiz de diferentes cultivares que variaron en un rango de 20.74 a 30.32 % de
amilosa. Aunado a esto, la amilosa influye en las propiedades de gelatinizacion, solubilidad,
caracteristicas de pegado y retrogradacion (Morales-Trejo et al., 2021).

Anélisis FTIR

Se utiliz6 espectroscopia FTIR para el analisis vibracional de los principales grupos funcionales
presentes en las muestras de almiddn de maiz. La Figura 3 muestra los espectros FTIR de los
AMco, AMCn Yy AMCw, en la cual se muestra una banda ancha en un rango de 3600-3000 cm™
que se atribuye al estiramiento del O-H, que involucra los grupos hidroxilo del almidon y
también se relaciona con la contribucién de las moléculas de agua a las estructuras de almidon
(Reyes, Hernandez-Jaimes, Meraz, Vernon-Carter & Alvarez-Ramirez, 2021). El doblete a 2928
y 2880 cm™ corresponde a la vibracion de estiramiento antisimétrico y al estiramiento simétrico
de los grupos alifaticos CH2 y CH3, y pueden atribuirse a acidos grasos libres (Wei et al., 2020).
La banda a 1700-1600 cm™ esta vinculada a la expresion de proteinas de Amida I, lo que sugiere
que existe la presencia de proteina contenida en la superficie del granulo de almidon. Las sefiales
a 1046 y 1080 cm™ estan asociadas a estructuras ordenadas de almidon, mientras que la banda
a 1022 cm™ esta vinculada a estructuras amorfas de almidon (Li, Tian, Fang & Hunag, 2021).
La banda de absorbancia a 992 cm™ esta relacionada con la interaccion agua-almidén, y su
intensidad de absorcion es producida por las vibraciones de flexion C — O — H (Mapengo, Ray
& Emmambux, 2021). Por su parte, la sefial alrededor de 928 y 760 cm™ se asocid al enlace
glicosidico a (1 — 4) y a los enlaces C — C, respectivamente (Rahaman et al., 2021).
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Figura 1. Espectro FTIR de diferentes tipos de almidon de maiz. AMco: Almidon de maiz
comercial; AMCn: Almidon de maiz cacahuacintle nativo y AMCwm: Almidon de maiz
cacahuacintle mejorado.
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Morfologia

En la Figura 2 se presenta la morfologia de los almidones de los dos genotipos de maiz
cacahuacintle y del maiz comercial tomadas por microscopia Optica. Se puede apreciar
claramente que los granulos de almidon de maiz comercial presentan una forma poliédrica bien
definida, con superficies lisas que es el resultado de una matriz proteica que rodea al endospermo
vitreo. Por su parte, los granulos de almidon cacahuacintle tanto nativo como mejorado tienden
a ser esféricos, estas diferencias en la morfologia (esféricos o poliédricos) se deben a los
genotipos (da Silva et al., 2020). Por su parte Bajaj et al., (2018) sugieren que estas
caracteristicas se estdn asociadas con la fuente boténica, genética, origen y fisiologia de la
planta.

Figura 2. Morflogl’a de granulos de almidon observados a 40 xa) Grénulos de AMo: Almidon
de maiz comercial; b) granulos de AMCn: Almidon de maiz cacahuacintle nativo y c¢) granulos
de AMCwm: Almidén de maiz cacahuacintle mejorado.

Solubilidad y poder de hinchamiento

La solubilidad en agua es un indicador de degradacion de los componentes moleculares del
almiddn. En el presente estudio se encontr6 que la solubilidad a 90°C fue 14.95 +0.92, 19.54 +
0.64 y 20.67 % 1.15 % para el AMco, AMCn y AMC, respectivamente. Ambos almidones de
maiz cacahuacintle presentaron la mayor solubilidad ya que al presentar menor contenido de
proteinas en la superficie de los granulos de almidén y presentar mayor pureza se mejora la
exposicion del granulo a las moléculas de agua (Cortés-Viguri et al., 2022). Ademas, el aumento
de la solubilidad podria ser el resultado de los cambios en la estructura molecular o de un
mecanismo independiente que promovid la movilidad de las cadenas poliméricas, lo que result6
en la lixiviacion de amilosa o amilopectina (Soler et al., 2020).

La estructura helicoidal del almidon se pierde cuando se calienta con agua y, por lo tanto, se
exponen los grupos hidroxilo que se unen al agua a través de enlaces de hidrégeno, lo que da
como resultado un hinchamiento granular (Kizhakedathil et al., 2022). El poder de hinchamiento
para los almidones AMco, AMCn y AMCw fue 16.61 + 0.36, 23.27 + 0.90 y 23.11 + 0.36 g/g,
respectivamente. Los valores de poder de hinchamiento para los almidones de maiz
cacahuacintle fueron mayores que el AMco, lo que indica una alta capacidad de hidratacion a
una alta temperatura y exceso de agua.
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Conclusiones

La extraccion de almidon maiz cacahuacintle especialmente de la variedad mejorada ARR-11,
posee una alta pureza, con apariencia granular esférica y propiedades funcionales superiores al
almidén de maiz comercial, por lo tanto, tiene gran potencial para su aprovechamiento en la
industria alimentaria, ademas de incentivar al desarrollo y diversificacion de este cultivo.
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Comparacion de la actividad citotoxica del aceite esencial de las hojas de varias
muestras de laurel aromatico (Litsea glaucescens)

Verdnica V. Tepixtle-Colohua,! Benito Reyes-Trejo?, Ma Rosa Gonzalez-Tepale?, Diana
Guerra-Ramirez?

Resumen

Se se emple6 el bioensayo de Artemia salina para valorar la actividad citotdxica del aceite
esencial de los aceites esenciales obtenidos de varias muestras de laurel aromatico (Litsea
glaucescens) especie vegetal forestal no maderable (PFNM) aprovechada ampliamente en
México. Actualmente se encuentra registrado en la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-
SEMARNAT- 2019), con la categoria de P (en peligro de extincion) y se emplea para el
tratamiento de enfermedades frias, dolores de cabeza y también la parélisis. La muestra de aceite
esencial obtenido del centro comercial Soriana en la prueba de Artemia salina exhibié la mayor
actividad citotoxica con una CLso de 53.8 pg/mL y la de menor actividad correspondié a la
muestra de aceite preparado a partir de la colecta de Nopalillo, Hidalgo (Bosque de oyamel) con
una CLso de 451.6 pg/mL El andlisis en Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas, evidencio la presencia de: 34.99 % de Eucaliptol (1,8-cineol), 7.45% de 1R-a-Pineno,
6.51% de L-Limoneno, 5.26 % de trans-dihidrocarvona, 4.62% de (-)-B-Pineno, 4.46 % de
acetato de bormilo, 4.11 % de trans-4-Tujanol, 3.85 % de Canfeno, 3.06 % de y-terpineno y
2.91% de Cariofileno, Estos resultados indican la posibilidad de utilizar los aceites esenciales
de L. glaucescens, por sus propiedades citotoxicas para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con el cancer

Palabras clave: citotoxicidad, Artemia salina, laurel aromético, cromatografia de gases
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The bioassay of Artemia salina known as Brine Shrimp lethality Test, was used to assess the
cytotoxic activity of the essential oils obtained from several samples of aromatic laurel (Litsea
glaucescens) plant species non-timber forest (NWFP) widely used in Mexico. Currently it is
registered in the Official Mexican Standard (NOM-059- SEMARNAT- 2019), with the category
of P (in danger of extinction) and is used for the treatment of cold diseases, headaches and also
paralysis. The sample of essential oil obtained from the Soriana marked in the Brine Shrimp
lethality Test exhibited the highest cytotoxic activity with a CLso of 53.8 ug/mL and the one
with the lowest activity corresponded to the oil sample prepared from the collection of Nopalillo,
Hidalgo (oyamel forest) with a CLso of 451.6 ug/mL The analysis in Gas chromatography
coupled to mass spectrometry, evidenced the presence of: 34.99% eucalyptol (1,8-cineole),
7.45% 1R-o-Pinene, 6.51% L-Limonene, 5.26% trans-dihydrocarvone, 4.62% (-)-p-Pinene,
4.46% bornyl acetate, 4.11% trans-4-Thujanol, 3.85% Canphene, 3.06% vy-terpinene and 2.91%
caryophyllene, These results indicate the possibility of using the essential oils of L. glaucescens,
for their cytotoxic properties, offering an alternative to use as antimicrobial and against several
cancer treatments.

Keywords: cytotoxicity, Artemia salina,, aromatic laurel, gas chromatography
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Introduccion

La familia de las lauraceas cuenta con aproximadamente 50 géneros con una distribucion
tropical y subtropical de todo el mundo (Van der Werff y Lorea,1997) y en especial el género
Litsea engloba aproximadamente a 400 especies (Azhar et al 2022), donde esta incluido el laurel
aromatico (Litsea glaucescens). Actualmente en México se encuentran 10 géneros y 13 especies
de esta familia, el aguacate (Persea americana Mill.) y la canela (Cinnamomum verum Presl)
son algunos considerados de gran importancia comercial (Lorea-Hernandez, 2002). Desde el
siglo XVI se habla del uso de Litsea glaucescens para el tratamiento de varios padecimientos,
Francisco Hernandez en su publicacion “La Historia de las plantas de la Nueva Espana” describe
a una planta llamada “ecapatli” con caracteristicas similares al laurel de Europa, a diferencia en
el tamafio de sus hojas (Valdés y Flores, 1985).

Antiguamente esta planta se usaba para el tratamiento de enfermedades como epilepsia y la
paralisis, los cuales estan relacionados con problemas del sistema nervioso (Guzman-Gutiérrez
etal., 2012).

En el libro “Florilegio Medicinal” escrito por Juan de Esteyneffer en 1712, describe una
combinacion entre la medicina tradicional de Europa y la del nuevo Mundo, en €l se hace
mencion del uso del laurel para curar enfermedades frias, dolores de cabeza y también la
paralisis, haciendo uso de los vapores de las hojas de laurel, ademas para el tratamiento de otras
enfermedades con diversas recetas donde el principal ingrediente son las hojas de laurel
(Esteyneffer, 1978; Jiménez-Pérez et al., 2011).

Actualmente esta especie es utilizada ampliamente en México como condimento para la
elaboracion de platillos, y debido a sus antecedentes y propiedades se le podria atribuir gran
utilidad en la industria de alimentos, perfume y medicamentos (Montafiez-Armenta, 2006)
Estudios actuales se han enfocado a conocer sus propiedades fitoquimicas, con el fin de lograr
la identificacion y posterior aislamiento de sus componentes quimicos para asi lograr evaluar su
actividad como antibacteria, antifungicas, antinflamatoria, antiespasmaddica y antioxidante y
conocer el potencial que la especie (Osuna et al., 2005; Jiménez Pérez et al., 2011).

Por toda la importancia que representa el laurel aromatico a nivel cultural y a los pocos estudios
fitoquimicos realizados sobre la especie en México, el objetivo del presente trabajo es contribuir
al conocimiento de las propiedades citotoxicas del aceite esencial de laurel aromatico.

Materiales y métodos

Recolecta de la planta

Para el desarrollo de este trabajo se realizd un muestreo en el area de estudio, el ejido “El
Nopalillo”, Epazoyucan, estado de Hidalgo. Ademads, se recolectaron muestras de
Chignahuapan, Pue., Zongolica, Ver., San Andrés Metla, Mex., entre los meses de junio a
octubre de 2021, ejemplares de herbario fueron identificados y depositados en el Herbario-
Hortorio “Jorge Espinoza Salas” del departamento de Preparatoria Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo. Se adquirieron muestras comerciales de la tienda “Soriana”, Tex., Mex.,
tienda naturista “Los cedros”, Tex., Mex., tienda naturista “Yerbero Antigiiita”, mercados

78



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronomicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

locales de Salitreria, Tex., Mex. Y Texcoco Centro, un aspecto de cada colecta se muestra en la
figura 1.

Aceite esencial de laurel aromatico

El aceite esencial fue obtenido por hidrodestilacion, empleando un equipo tipo Clevenger
(Sundararajan et al., 2018), se coloc6 en un matraz bola de base plana de 1 L la cantidad de 100g
de hojas secas O fresca perfectamente trituradas de Laurel aromatico, se agregaron
aproximadamente 300 mL de agua destilada y se calenté a ebullicion durante 60 min.
Finalmente, el aceite fue colectado y se guardd en frasco ambar y bajo refrigeracién a 4 °C hasta
su uso. Esta operacidn se repitié con todas las muestras estudiadas: Chignahuapan, Pue., El
Nopalillo Hgo. (Pino-Encino), El Nopalillo Hgo. (Oyamel), EI Nopalillo Hgo. (Bosque Mixto),
Zongolica, Ver., Tienda Naturista “Los cedros”, Centro comercial Soriana, Mercado Centro
Texcoco Méx., San Andrés Metla Edo, San Andrés Metla Edo., Mercado Salitreria, Tex. Méx.,
Tienda Naturista Yerbero, Tienda Naturista Antiguita y Zongolica, Ver. (Hoja con semilla).

Figura 1. Muestras obtenidas para el estudio: A) Chignahuapan, Pue., B) Nopalillo, C)
Zongolica, Ver., D) tienda naturista “Los cedros, E) centro comercial “Soriana”, Tex, F)
Mercado Texcoco Centro, G) San Andrés Metla, Mex., H) Mercado Salitreria, Tex., Mex., I)
tienda naturista “Yerbero Antigiiita”.
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Evaluacion citotoxica: Prueba con Artemia salina

La prueba de citotoxicidad se realizé por el método de Meyer et al. 1982 y Michael et al., 1956,
con algunas modificaciones. Se evaluaron los extractos obtenidos de hojas de Litsea glaucescens
a concentraciones de 1, 10, 100, 1,000 y 10,000 pg'ml?, de cada tratamiento se prepard una
solucion madre a una concentracion de 10,000 pug-ml-1 de cada uno de los aceites esenciales,
disolviendo 50 mg de aceite en 5 mL de acetona. De cada tratamiento se tomaron 0.5 mL y se
depositaron en un vial de cristal, considerando tres repeticiones por cada concentracion. El
disolvente se evaporé a temperatura ambiente durante un periodo de 24 horas. Como tratamiento
testigo se usé 0.5 mL de acetona. con la ayuda de una pipeta Pasteur de cristal se tomaron 10
larvas y se depositaron en cada uno de los viales que contenian cada concentracion de prueba.
Se aford a un volumen de 5 mL con agua salada que se hallaba a una concentracion de 28 g/L.
Posteriormente los viales se colocaron en una incubadora donde se controlé la temperatura y la
aireaciony se coloc6 un foco de 60 watts. Al cabo de 24 horas se contabilizé el nimero de larvas
muertas en cada vial, lo que permitio estimar la Concentracion Letal 50 (CLso), el analisis se
Ilevé a cabo empelando la funcion Probit en el programa estadistico SAS y R Studios. Para la
clasificacion de toxicidad se empled lo descrito por Meyer et al. 1982 y las recomendaciones de
CYTED, 2014 (Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo), como se indica en la tabla 1

Tabla 1. Clasificacién de toxicidad empleada en el trabajo.

| | Extrema 1-10 pg/mL

11| Alta 10-100 pg/mL
I11 | Moderada 100-500 pg/mL
IV | Ligera 500-1000 pg/mL
V | No toxico 1000-1500 pg/mL
VI | Relativamente inocuo >1500 pg/mL

Fuente CYTED, 2014

Resultados

Rendimiento de extracto

Para el analisis de antioxidantes y actividad citotoxica del aceite esencial de laurel aromatico
(Litsea glaucescens), se colectaron 12 muestras diferentes de hoja de laurel obtenido de distintos
sitios naturales, asi como establecimientos comerciales y mercados de la zona de Texcoco de
Mora. En la tabla 2, se muestra la informacion de fechas de colecta de cada muestra, asi como
su rendimiento en porcentaje, considerando la cantidad en gramos de cada muestra utilizada y
la cantidad de aceite esencial en mL obtenida en el proceso por hidrodestilacion, empleando un
equipo tipo Clevenger.

Para calcular el rendimiento se utiliz la siguiente ecuacion:

o Masa del aceite
%o Rendimiento= (masa de las hojas) X

80



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas

Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022

Chapingo, México

Tabla 2. Rendimiento en porcentaje del aceite esencial de laurel aromaético (Litsea glaucescens).

Lugar de Fecha de Fecha de Frescooseco Cantidad % en
colecta colecta proceso de 100 g (ml) peso
El Nopalillo

1 10/10/2020 11/12/2020 Seco 1.43+0.404 1.43
Hgo. Oyamel
El Nopalillo

2 Hgo. Pino- 10/10/2020 11/12/2020 Seco 1.37+£0.289 1.37
Encino
El Nopalillo

3 Hgo. Bosque 10/10/2020 11/12/2020 Seco 1.32+0.161 1.32
Mixto
Centro

4 comercial 10/12/2020 11/12/2020 Seco 1.32+0.355 1.32
"Soriana"
Mercado

5 "Texcoco 02/11/2020 03/11/2020 Seco 1.2+0.2 1.2
Centro"
Mercado

6 "Salitreria, 10/12/2020 11/12/2020 Fresco 1.17+0.153 1.17
Texcoco "

7 Tienda Naturista 4 /055001 05/02/2021  Seco 1.130.153  1.13
La Antiguita

8 gﬂ‘ég?;h“apa”' 01/10/2020  02/12/2020  Seco 1.0240.225  1.02

9 SanAndres 510515021 05/02/2021  Fresco 0.9740.252  0.97
Metla Edo. Méx

1o JiendaNaturista o, 000001 05/02/2021  Seco 0.78£0.029  0.78
Los Cedros

11 Zongolica, 11/01/2021  02/02/2021  Seco 0.63+0.153  0.63
Veracruz.
Zongolica,

12 Veracruz (Hoja- 25/04/2021  28/05/2021 Seco 0.27£0.029 0.27
Semilla).

El rendimiento obtenido de las muestras de laurel oscila entre 1.43% a 0.27%, el rendimiento
mas bajo se presentd en la muestra de hoja de laurel obtenidas en la region de Zongolica

Veracruz y el rendimiento mas alto lo presenta las muestras del ejido “El Nopalillo Hgo.”, con
1.43%,1.37%y 1.33%.

Determinacion de la citotoxicidad del aceite esencial
El resultado de la evaluacion de la concentracion letal media (CLso) para las muestras de aceite
esencial de Litsea glaucescens empleando el bioensayo de Artemia salina, exhibié una
citotoxicidad CLsoen el intervalo de 53.8 pg/mL a 451.6 pg/mL, datos que estan concentrados
en la tabla 3.
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Tabla 3. Evaluacion de la toxicidad (CLso) de extractos Litsea glaucescens mediante el modelo

de Artemia salina

% de Artemias muertas a las 24

Aceites esenciales horas, en las concentraciones Limites al 95% Grgd_o de
toxicidad
evaluadas en pg/ml
Clso
10000 1000 100 10 1 LS
_ (ng/mL)

Centro comercial 60 50 36 30 538 24 1100 Ala
Soriana
Zongolica, Ver. 145 g5 59 35 23 590 57 1236 Aa
(hojas)

ﬁ‘j‘QXA”dres Metla, 00 53 43 40 30 737 224 1697 Ala
Zongolica, Ver. Alta
(HOWAS.Cemillay 100 56 46 33 26 864 37 1765

Nopalillo, Hgo. ;07 50 46 33 23 o948 274 2169 Ala
(Mixto)
glt‘ég”ah“apa“' 100 46 36 33 26 1755 669 4180 |oderada
TiendaNaturista 0y 46 35 39 26 1989 616 4593 Moderada
Los cedros

Mercado Texcoco 100 46 36 30 26 198.9 616 459 3 Moderada
(centro)
Texcoco 100 56 33 26 23 2028 91 4147  Moderada
Salitreria

Nopalillo, Hgo. ;00 46 36 33 16 2239 367 4844 Moderada
(Pino-Encino)
Tienda Naturista 5y 4o 33 30 15 2831 264 5925  Moderada
La antigiiita

Nopalillo, Hgo. 100 43 26 23 23 4516 950 gggp Moderada
(Oyamel)

Eucalipto 97 34 30 26 16 683.0 188.4 13096 Ligera

LI.- Limite inferior

LS.- limite superior

Andlisis por Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas

Los aceites esenciales obtenidos de varias fuentes de laurel aromatico, fueron analizados por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas y mostraron una presencia
predominante de lo siguientes compuestos: 34.99 % de Eucaliptol (1,8-cineol), 7.31 % de 1R-
a-Pineno, 6.01% de L-Limoneno, 2.76 % de trans-dihidrocarvona, 4.62 % de (-)-p-Pineno, 4.46
% de acetato de bornilo, 4.11 % trans-4-Thujanol, 3.85 % de canfeno, 3.06 % de y-terpineno y
2.91% de Cariofileno, relacionados en la tabla 4.
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Tabla 4. Composicion de aceites esenciales de laurel aromatico (Litsea glaucescens)

Discusion de resultados

El rendimiento obtenido de aceite esencial de Litsea glaucesacens en este estudio es aln mas
alto que lo reportado por Jiménez et al, 2011, que con el método de hidrodestilacion utilizando
un equipo Clevenger obtuvo un rendimiento de 0.1% a 1.15% en aceite esencial de laurel
aromatico. Asimismo, rendimientos del 0.4% de aceite se han obtenido de otras colectas

Compuesto Tlemp_q de % VIV IK IK tedrico
retencion calculado

Thujeno 5.503 0.96 925.75 925
1R-a-pineno 5.749 7.31 934.69 922
Camfeno 6.226 3.85 952.04 967
Sabineno 6.829 1.23 973.96 967
(-)-B-Pineno 7.048 4.62 981.93 965
nor-pineno 7.226 1.49 988.4 980
Borneno 8.304 1.53 1018.44 932
0-Cimeno 8.59 2.25 1025.39 1042
L-Limoneno 8.784 6.01 1030.11 1018
Eucaliptol 8.955 34.99 1034.26 1059
y-Terpineno 9.927 3.06 1057.89 1051
trans-4-Thujanol 15.978 411 1182.19 1075
trans-Dihidrocarvona 16.947 2.76 1200.56 1200
Acetato de bornilo 21.872 4.46 1284.52 1269
D-Limoneno 25.504 1.24 1360.07 118
carveol 26.03 0.83 1371.66 1206
Cariofileno 27.806 291 1425.51 1493
Pulegona 29.461 1.51 1517.03 1212

(Andreatta et al., 2012; Camacho et al., 2011). En general, lo anterior es congruente con el
rendimiento de la mayoria de los aceites esenciales que se encuentra entre 0.01% y 2.00%
(Moreno et al.,2010) tal como se puede observar en este trabajo. Cabe resaltar que entre las
muestras evaluadas existe una diferencia entre rendimientos, esto se debe a que las muestras
fueron obtenidas de lugares con condiciones ambientales diferentes, como la altitud, clima,
suelo, temperatura, precipitacion, época de recoleccion y etapas fenologicas de la planta y el
manejo en cosecha y postcosecha, asi como, como técnicas de cultivo y métodos de extraccion
de los aceites (Stashenko et al., 1997; Vasquez et al., 2001), sin embargo, estas muestras se
colectaron en diferentes estratos de vegetacion (Pino-encino, Oyamel y Bosque Mixto), en
donde los factores de intensidad de luz, densidad de vegetacion y niveles altitudinales marcan
una ligera diferencia en los valores de CA. Para hacer una comparacion en su capacidad
antioxidante, se analiz6 una muestra con alto contenido de 1,8-cineol como el aceite esencial de
eucalipto dolar (Eucalyptus cinerea) ya que este metabolito es uno de los principales
componentes reportados en el laurel aroméatico con 22% (Ldpez et al., 1995). Los resultados
obtenidos de la CLso de los aceites esenciales de laurel aromatico se encuentran con un valor Il
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altamente toxico (10-100 pg/ mL) y Il moderadamente téxico (100-500 pg/ mL), las muestras
que presentaron una moderada toxicidad se encuentran en un rango de 175.5 pg/mL a 451.6
pg/mL, mientras que los de una alta toxicidad se encuentran entre 53.8 pg/mL a 94.8 pg/mL.
La muestra analizada de aceite esencial de eucalipto mostré un valor de 683 pg/mL, que lo
clasifica de toxicidad moderada. El potencial citotoxico de los aceites esenciales preparados,
también se observa en otras especies de la familia lauracea, ademas se han hecho estudios de
los posibles beneficios que poseen este grupo de plantas, (De et al. 2009) Por ejemplo, del aceite
esencial de Litsea canella y Aniba canelilla, las cuales presentaron niveles altos de bencenoides
(benzoato de bencilo y 1-nitro-2-feniletano, respectivamente), también realiz6 una prueba
contra Leishmania amazonensis donde L. canella resulto ser mas activo. Se menciona que
ademas, cuentan con efectos antidiarreicos significativos, junto con efectos antioxidantes y
efectos tromboliticos ligeros (Uddin et al. 2020).

Se ha evaluado la citotoxicidad in vitro contra células MCF-7; e inhibicion de la cisteina
proteasa cruzina, donde los aceites de Cinnamomum. paratriplinerve y Ocotea endresiana
fueron notablemente citotoxicos en las células MCF-7 (> 97 % de muerte a 100 pg/ml), ademas
el aceite de O. endresiana mostro inhibicion de la cruzina (IC50 <20 pg/ml). (Agius et al., 2007).
Por otro lado, en estudios de Litsea angulata, demostraron que el aceite esencial es no toxico,
pero podria considerarse como un agente antimicrobiano potencial contra patégenos orales
como Staphylococus mutans y S. sobrinus (Kuspradini et al., 2018.) Asi mismo, se han
efectuado estudios en aceite esencial de litsea cubeba, (Hammid y Ahmad, 2015.) cuyos
resultados en los ensayos con Artemia salina exhibieron una alta toxicidad, ademas se observé
un amplio espectro de inhibicion (19.5 y 46.7 mm) contra microorganismos como
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, en cuanto a levaduras y hongos su alcance fue de
10.5 y 90.0 mm. Estos estudios indican la importancia que la familia lauracea presenta en el
ambito bioquimico y los posibles usos a desarrollar.

Finalmente, del analisis de los aceites esenciales de laurel aromatico por cromatografia de gases,
el contenido de metabolitos volatiles, de uno de los aceites de la colecta de Zongolica, Veracruz,
muestra similitudes con otras especies de la familia Lauracea como: Ocotea bicolor (Damasceno
etal. 2017), litsea cubeba (Hammid y Ahmad, 2015.), Litsea angulata (Kuspradini et al., 2018),
Licaria canella y Aniba canelilla (De et al. 2009). También es comparable y muy diferente al
analisis de aceite esencial de laurel aromatico obtenidos de Veracruz se observaron algunas
diferencias en la cantidad de metabolitos como o-cimeno (25.86%), eucaliptol (26.06%),
terpinen-4-ol (5.08%) y s-carvona (1.85%), sin embargo, de una la muestra colectada de
Huitzila, Veracruz, se observa solo el compuesto $-ocimeno, como compuesto méas abundante.
(Guzméan-Gutiérrez et al, 2012). De manera contrastante de una colecta de una muestra adquirida
en el mercado local del municipio de Apan, Hidalgo (México), no se reporta la presencia de eucaliptol
como en nuestro estudio y los principales componentes son, linalool, y-terpineno, - cimeno, 2-
norpineno, (-)-terpinen-4-ol y (-)-B-pineno (Lazcano-Torres et al, 2019).

Conclusiones
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El potencial citotoxico de los aceites analizados presenta un valor de alta toxicidad (CLso: 53.8
pg/mL a CLse: 94.8 pg/mL) y moderada toxicidad (175.5 pg/mL a 451.6 pg/mL), lo que hace
que sea de importancia farmacolOgica para posteriores estudios. Es posible considerar que el
aceite esencial de L. glaucescens podria utilizarse como aditivo antimicrobiano,
antinflamatorios, antiespasmadico y para el tratamiento del cancer
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Analisis de RMN de las fracciones enriquecidas en ciclopéptidos del extracto
metanolico de semillas de Annona diversifolia

Murrieta-Dionicio Ulises!, Reyes-Trejo Benito?!, Zuleta-Prada Holber?!, Guerra-Ramirez
Dianat!

Resumen

Los ciclopéptidos se pueden obtener de diferentes fuentes animales, bacterianas, fungicas y
vegetales. Su importancia resalta por sus propiedades bioactivas como antimicrobianos,
antifungicos, antibacterianos, antitumorales, inmunosupresores entre otras. En el reino vegetal
particularmente en la familia de las anonaceas, existen investigaciones en semillas de frutos con
importancia comercial como Annona muricata, cherimola, y squamosa. Recientemente se
encontraron cuatro nuevos ciclopéptidos a partir de semillas de Annona globiflora especie
localizada en el sureste mexicano. Frente a este panorama las anonaceas nativas de México
representan una fuente natural para la obtencidn de este tipo de moléculas. El objetivo de este
trabajo fue obtener fracciones enriquecidas en ciclopéptidos mediante técnicas cromatograficas
para su analisis con Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Se inicid con la obtencion de
diferentes extractos de semillas de Annona diversifolia utilizando disolventes de menor a mayor
polaridad, posteriormente se empled un sistema de extraccion liquido-liquido, seguido de una
purificacién en cromatografia en columna para finalmente se llevar a un sistema de purificacion
flash y finalmente un sistema de extraccion en fase solida (SPE). Previamente se analizaron
extractos y fracciones de obtenidas por cromatografia en columna, que contenian ciclopeptidos
que al someterse a estudios de RMN se observo que estaban combinados con azucares como
sacarosa y glucosa en diversas proporciones Finalmente, se logré obtener una fraccion
enriquecida en ciclopeptidos y libres de la presencia de azUcares, concluyendo la presencia de
este tipo de moléculas en extractos de mayor polaridad, que actualmente estan siendo analizados
por varias técnicas espectroscépicas y espectrometricas.

Palabras clave: Annona diversifolia, ciclopéptidos, RMN

Abstract

Cyclopeptides can be obtained from different animal, bacterial, fungal and plant sources. Its
importance stands out for its bioactive properties such as antimicrobials, antifungals,
antibacterials, antitumors, immunosuppressants among others. In the plant kingdom,
particularly in the annonaceae family, there is research on commercially important fruit seeds
such as Annona muricata, cherimola, and squamosa. Four new cyclopeptides were recently
found from seeds of an Annona globiflora species located in southeastern Mexico. Against this
background, the annonaceae native to Mexico represent a natural source for obtaining this type
of molecules. The objective of this work was to obtain fractions enriched in cyclopeptides using
chromatographic techniques for analysis with Nuclear Magnetic Resonance (NMR). It began

! Tomado en parte de la parte experimental de tesis doctoral de Ulises Murrieta Dionicio Laboratorio de Productos Naturales,
Area de Quimica, Departamento de Preparatoria Agricola. Universidad Auténoma Chapingo, Km. 38.5 Carretera México-
Texcoco, Texcoco 56230, Estado de México, México. Correo: murrieta.dionicio.091293@gmail.com, breyest@chapingo.com,
hozuleta_13@hotmail.com, dguerrar@chapingo.mx
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with the preparation of different extracts of Annona diversifolia seeds using solvents from lower
to higher polarity, later a liquid-liquid extraction system was used, followed by a purification in
column chromatography to finally be taken to a flash purification system and finally a solid
phase extraction system (SPE). Previously, extracts and fractions obtained by column
chromatography were analyzed, which contained cyclopeptides that when subjected to NMR
studies it was observed that they were combined with sugars such as sucrose and glucose in
various proportions Finally, it was possible to obtain a fraction enriched in cyclopeptides and
free of the presence of sugars, concluding the presence of this type of molecules in extracts of
greater polarity, which are currently being analyzed by several spectroscopic and spectrometric
techniques.

Keywords: Annona diversifolia, cyclopeptides, NMR
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Introduccion

Annona es el segundo género més grande de plantas perteneciente a la familia de las
Annonnaceas, cuenta con alrededor de 166 especies entre arbustos y arboles (Dahiya & Dahiya,
2021). En México, considerado un pais megadiverso, se han documentado 20 especies
pertenecientes a este género, dentro de las que destacan por su origen y grado de domesticacion
A. muricata, A. cherimola (especies No-Nativas), A. globlifora, A. longiflora (especies
Endémicas), A. squamosa, y A. diversifolia (especies Nativas) por mencionar algunas
(Escobedo-Lopez et al., 2019). La mayoria de ellas se cultivan en traspatios o en areas destinadas
al pastoreo. Con respecto a los frutos estos se cosechan acorde con su temporada estacional y se
destinan a comercios locales por lo que su valor econémico se encuentra infravalorado por su
lejania de comercios urbanos (De la Cruz-Chacon et al., 2016). Asociado a su valor comercial,
existe evidencia de la preparacion de extractos y/o infusiones a partir de cortezas, hojas, raices,
tallos, semillas, y pulpa dentro de la medicina tradicional para el tratamiento de algunos
padecimientos (Coria-Téllez et al., 2018). Por lo que resulta relevante una justificacion
cientifica, donde este tipo de evidencia pueda tener un uso comercial con aplicaciones
industriales y farmacéuticas (Anaya-Esparza et al., 2020). A su vez, las plantas de este género
son fuentes importantes de compuestos bioactivos que incluyen acetogeninas, alcaloides,
compuestos fenolicos, carotenoides, aminoacidos, aceites esenciales, ciclopéptidos,
antocianinas, vitaminas y minerales (Bhardwaj et al., 2020).

Los ciclopéptidos son compuestos de caracter ciclico conformados entre 5 a 14 aminoacidos y
cuyo peso molecular ronda entre los 500 a 2 000 Da. Poseen una gran area de contacto debido
a su tamafo y diversidad de grupos funcionales que de esta manera les confiere una alta
selectividad, y amplio potencial para la formacion de enlaces de hidrogeno que se traducen en
una fuerte afinidad de unidn con otras moléculas (Gang et al., 2018). Los estudios aplicados en
especies del género Annona han demostrado la presencia de ciclopéptidos con una gran
diversidad de tamafios que ademas incluyen potenciales bioactividades como antiproliferativos,
antimicrobianos, antihelminticos, antinflamatorios, y citotdxicos. Debido a estas bio-
propiedades, los ciclopéptidos de semillas de este género resultan ser atractivos para el proceso
de elaboracidn e innovacién de farmacos (Dahiya & Dahiya, 2021). Por lo que el objetivo de
este trabajo fue obtener fracciones enriquecidas en ciclopéptidos y libres de azlcares como
sacarosa y glucosa, mediante técnicas cromatograficas para su analisis con Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), para establecer bases de datos de moléculas tipo ciclopeptidos que
exhiban diversas actividades bioldgicas.

Materiales y métodos

Material Vegetal

Se adquirieron frutos de A. diversifolia en el mercado de Tejupilco Estado de México
(coordenadas geograficas 18° 53° 58 N y 100° 09’ 01’ O), en octubre de 2019. Se
seleccionaron frutos en estado de madurez fisiologica. El fruto fue certificado por la boténica
Ernestina Cedillo Portugal de la Universidad Autonoma de Chapingo (UACH) y algunos
ejemplares fueron comparados con los depositados en el herbario (AN9702), “Herbario de
plantas utiles Efraim Hernandez X” de la UACH. Las semillas se separaron manualmente del
fruto y se lavaron con agua corriente con el proposito de eliminar restos de mucilago y/o pulpa.
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Finalmente se secaron a temperatura ambiente por 2 semanas. Se eliminaron aquellas semillas
que presentaron pudriciones o dafios por insectos, en la figura 1, se muestra el material vegetal
utilizado

« Y .’A -
: ‘ "'y'

Figura 1. Aspecto de los frutos y semillas de A. diversifolia, utilizadas en este estudio.

Aislamiento y deteccion de ciclopéptidos

Las almendras fueron separadas manualmente de sus semillas utilizando unas pinzas mecanicas,
posteriormente, 2 kg fueron molidas y colocadas en maceracion con 3 L de disolvente por 3
dias, posteriormente se decantd y filtré para separar el bagazo del disolvente. El disolvente se
recuperd por evaporacion a presion reducida utilizando un evaporador rotatorio (Blchi®
Rotavapor R-300, Suiza), dicho disolvente se reincorporé nuevamente a las semillas (bagazo).
Este proceso de repiti6é 2 veces mas con el mismo tipo de disolvente. Se prepararon extractos a
polaridad creciente con los disolventes: hexano, cloruro de metileno (CH2Cly), acetato de etilo
(AcOEt), acetona, metanol (MeOH). Subsiguientemente, al extracto metandlico se llevé a un
proceso de extraccion liquido-liquido utilizando hexano, CH2Cl,, AcOEt, y agua. Cada una de
las particiones obtenidas se evaporaron a presion reducida incluida también la fase acuosa, cuyo
aspecto se muestra en la figura 2.

Figura 2. Maceracion de semillas de A. diversifolia, y extractos obtenidos en este estudio.
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Se efectud un monitoreo para la deteccion de péptidos y ciclopéptidos en las particiones. Esta
deteccion quimica involucro el uso de cromatografia en capa delgada (CCD) con una mezcla de
elucion con CH.Cl>-MeOH-H,0 (5:4:1) adicionada con acido acético glacial al (0.5 %), asi
como el revelado con una solucion de ninhidrina/acetona al 0.1% para identificar presencia de
péptidos lineales o aminoacidos libres y el uso de Cl./o-tolidina para la deteccién de
ciclopeptidos. Como testigos se usaron el aminoacido valina y el ciclopéptido 2,5-
piperazindiona cuyas estructuras moleculares se muestran en la figura 3, (Sigma Aldrich) (Tan
& Zhou, 2006). La fase acuosa (11.43 g), dio prueba positiva (ciclopéeptidos), por lo cual fue
Ilevada a un proceso de purificacion en cromatografia en columna empacada con Silica Gel 60
(malla 70-230 ATSM, Merck®, Alemania) en una relacién 1:30 p/p (extracto/gel). Como fase
movil se usé una mezcla de CH2Cl>-MeOH con incrementos de 3 % en 3 % del disolvente mas
polar hasta llegar a un 50 %, después los incrementos fueron de 10 % (Welé et al., 2004), de
igual manera se efectudé un monitoreo con CCD a las fracciones obtenidas. Las fracciones que
presentaban cromdforos o rf similares (Clz/o-tolidina) se reunieron para una sucesiva
purificacion, en la figura 4, se muestran aspectos de la coloracién observada y desarrollada por

los reveladores.
H
CH, o) N O
H3CMOH L f
NH» O H

Figura 3. Estructuras moleculares de la L-valina y 2,4-piperazindiona, empleados como
estandares de reconocimiento de aminoacidos y ciclopéptidos presentes en A diversifolia.
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Figura 4. Cromatofolios de extractos de A. diversifolia revelados con ninhidrina (Izquierda)
para la deteccion de péptidos y con o-tolidina (Derecha) para la deteccion de ciclopéptidos: 1)
Extracto de Hexano, 2) Extracto de CH2CI2, 3) Extracto de AcOEt, 4) Extracto de acetona, 5)
Extracto de metanol, 6) Extracto de etanol, 7) Extracto de EtOH/H20/AcOH, 8) Valina.
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Las fracciones F97 a F150 fueron reunidas y se llevaron a un sistema de purificacion Isolera™
One Biotage®. Para ello se us6 una columna SNAP KP-Sil 25g, con una mezcla CH2Cl2-MeOH
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como fase movil. Las fracciones reunidas por deteccion del lector UV del sistema Isolera One
Biotage® se sometieron finalmente a un proceso de purificacion por extraccion en fase solida
(SPE, por sus siglas en inglés). Para ello se utilizé un cartucho Strata™ C18-T, y como fase
movil se usé una mezcla H2O-ACN (0.05 % TFA) con incrementos de 10 % del disolvente
menos polar. Por ultimo las fracciones se concentraron a presion reducida en un evaporador
rotatorio.

Estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Las fracciones obtenidas de la SPE se analizaron en un Espectrémetro de Resonancia Magnética
Nuclear Agilent® DD2 a 400 MHz. Se determinaron espectros de RMN-H a 400 MHz y RMN-
13C a 100 MHz. Las muestras se disolvieron en metanol deuterado (CD3OD), como referencia
interna se uso tetrametilsilano (TMS).

Resultados y discusion

Datos diagndsticos presentes en los espectros de RMN, ayudan tanto en la detecciéon como en
la identificacion de ciclopéptidos, asi en la figura 5, se muestran los desplazamientos quimicos
de RMN-H (izquierda) y de RMN-3C (derecha) que se observarian en ciclopéptidos, que en
este caso corresponden de manera general a un ciclotripéptido.

RMN-"3C
170 a 175 ppm
0] o]
SIOR
R /-H‘—-.__ P H RMN-TH R H
- N 6.6a90ppm N/
f_,-‘ H'H \\ . H .
He / . _-R He R
RILN-TH r\,' RMH-TH N RMN-13C —
6.6:a 9.0 ppm '|I 3.5a4.5ppm RMN-'3C 40 2 60 ppm
A ~ 170 a 175 ppm
TN 3 13
ke . H 0 o o RMN-"*c
NN N 170 a 175 ppm
f RIMN-TH \
R Heea90ppm R H

Figura 5. Desplazamientos de RMN -'H (izquierda) y de RMN-3C (derecha) que se
observarian en ciclopéptidos, en este ejemplo corresponden de manera general a un
ciclotripéptido

Asi, de las fracciones analizadas, la F:97-150-F.1:1-40-SPE:30 % ACN aportd informacion
derivada a partir de su espectro de RMN-tH, mostrado en la Figura 6, donde se observan un
conjunto de sefiales dobles y triples en la region de 6.6—9.0 ppm (trazo superior) que
corresponden a los hidrogenos del grupo amida (R-CO-NH-R”) de los enlaces peptidicos que
conforman a los ciclopéptidos. Por otra parte, en la region de 3.5—4.5 ppm se distinguen sefiales
maltiples que corresponderian a los hidrégenos enlazados al carbono C, al grupo carbonilo
(C=0). En tanto que las sefiales comprendidas a campos mas altos entre 0.5—1.5 ppm
corresponden a cadenas laterales R de residuos de aminoacidos como valina, leucina, alanina,
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isoleucina, o treonina con la presencia de grupos metilo (-CHs). También es posible observar
entre las 6.6—7.0 ppm (region aromatica) la presencia de sefiales que atafien a hidrogenos de
grupos fenilo correspondientes a aminoacidos como tript6fano, fenilalanina o tirosina (Tan &
Zhou, 2006).

T T T T T T T T T T T T T
90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66
f1 (ppm)

VYRS N,

2.0 8‘.5 SIAO 7‘.5 7‘.0 6‘.5 6‘.0 5‘.5 SIAO “ (p‘:.r:) 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0 (;.S DI,O
Figura 6. Espectro de RMN 'H (CD3;0OD, 400 MHz, TMS) de la fraccion F:97-150-F.1:1-40-
SPE:30 % ACN con presencia de ciclopeptidos (trazo inferior), el trazo superior es una

expansion de 6.6 a 9.0 ppm, indicando presencia de -NH.

Por otro lado, el espectro de RMN-'3C presentado en la figura 3, muestra informacion
complementaria y confirmatoria de la presencia de ciclopeptidos, de esta manea en su expansion
de 170.0—175.0 ppm sefiales pertenecientes a los grupos carbonilo (C=0) de los residuos de
aminoacidos que conforman a los ciclopéptidos, asi mismo la observacion de sefiales en la
region 40.0—60.0 ppm se corresponde a los carbonos C, a los grupos carbonilos. En lo que
respecta a los carbonos pertenecientes a aminoacidos conteniendo anillos aromaticos, estas
sefales se localizan cercanas a las 115 y 130 ppm. La region entre 15.0—20.0 ppm comprende
sefiales de grupos -CHz presentes en aminoécidos ya mencionados en el analisis de la Figura 7.
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Figura 7. Espectro de RMN 3C (CD3s0D, 100 MHz, TMS) de la fraccion F:97-150-F.1:1-40-
SPE:30% ACN con presencia de ciclopéptidos (trazo inferior), los trazos superiores son
expansiones de 170-175 y 40-60 ppm, indicando la region de C=0 y C, respectivamente.

Conclusiones

Se obtuvo una fraccion enriquecida en ciclopéptidos la cual se examind mediante estudios de
RMN de *H y *3C, indicando la ausencia de sefiales de los protones de azucares, indicando que
se trata de una mezcla de al menos dos ciclopéptidos conformados por residuos de aminoacidos
con presencia de anillos aromaticos. La etapa final de este estudio incluye la basqueda de una
técnica de purificacion que permita separar a los ciclopéptidos de dicha fraccion, manejando por
ejemplo el uso de un sistema HPLC.
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Uso de la RMN para analizar dos acetogeninas activas contra la larva del
mosquito transmisor del dengue (Aedes aegypti)

Benito Reyes-Trejo,* Holber Zuleta Prada,* Lino Reyes-Trejo,? Hussein Sanchez-Arroyo?
Resumen

A partir de los extractos preparados con disolventes organicos de las semillas de Annona
purpurea, se estimd el porcentaje de mortalidad de dichos extractos en las larvas de Aedes
aegypti L., del mosquito transmisor del dengue, el extracto de AcOEt fue evaluado a las 24 y 48
horas de exposicion a las larvas, usando las concentraciones 1000, 100, 10 y 1 ug/ml.,
especificamente al segundo dia de observacion el porcentaje de mortalidad fue de 51.66 % a la
concentracion de 10 ug/mL. Este extracto fue analizado por cromatografia en columna 'y aportd
la fraccion F5, rica en dos acetogeninas, una de ellas correspondié a una acetogenina que
contiene un grupo cetonico, por lo que esta fraccion fue sometida a una repurificacion
empleando un cromatografo de liquidos, tipo Isolera Dalton con deteccion de lampara de luz
ultravioleta para dar una serie de fracciones ricas en una sola acetogenina, mismas que fueron
analizadas por la técnica de RMN y aportd informacion que la composicion quimica de estas
debe corresponder a la estructura de acetogeninas o,3-insaturadas en el anillo de una y-lactona,
lo cual constituye una nueva aportacion a la composicion de esta planta

Palabras clave: Annona purpurea, Acetogeninas, Insecticida, recurso fitogénetico

Abstract

From the extracts prepared with organic solvents of the seeds of Annona purpurea, the
percentage of mortality of these extracts in the larvae of Aedes aegypti L., of the mosquito
transmitting dengue, was estimated, the extract of ACOEt was evaluated at 24 and 48 hours of
exposure to the larvae, using concentrations 1000, 100, 10 and 1 pg/mL. specifically on the
second day of observation, the mortality rate was 51.66% at the concentration of 10 pg/mL.
This extract was analyzed by column chromatography and provided the fraction F5, rich in two
acetogenins, one of them corresponded to an acetogenin containing a ketone group, so this
fraction was subjected to a repurification using a liquid chromatograph, type Isolera Dalton with
detection of ultraviolet light lamp to give a series of fractions rich in a single acetogenin,
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Chapingo. Km 38.5 Carretera México-Texcoco. 56230, Texcoco, Edo. de México, México. Tel. 01 (55) 5133-1108 Ext 5760.
Correo: hozuleta_13@hotmail.com

2Departamento de Quimica Organica, Facultad de Quimica, UNAM, Ciudad Universitaria, Delegacion Coyoacéan. 04510, D.F.
Meéxico. Correo:_Linoj23@yahoo.com.mx

3Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Instituto de Fitosanidad. Km 36.5 Carretera México-Texcoco. 56230,
Montecillo, Texcoco, Edo. de México, México. Correo: hussein@colpos.mx, benijovi@yahoo.com.mx

which were analyzed by the NMR technique and provided information that the chemical
composition of these must correspond to the structure of acetogenins a.-unsaturated in the ring
of a y-lactone, which constitutes a new contribution to the composition of this plant
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Introduccion

Las estimaciones mundiales actuales indican que cada afio pueden producirse entre cincuenta 'y
cien millones de infecciones por el virus del dengue (WHO, 2017). De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), dos quintas partes de la poblacion mundial vive en
riesgo de ser infectada por dengue y mas de 100 paises han sido afectados por epidemias de
dengue o dengue hemorragico. La OMS estima que anualmente ocurren mas de 500,000 casos
hospitalizados y alrededor de 20,000 defunciones. El 95% de los casos son nifios. En México,
segun datos de la Direccién General Epidemioldgica, en los ultimos siete afios se han registrado
291 305 casos y alrededor de 500 defunciones por este virus.

Por otro lado, la Organizacién Panamericana de la Salud recomienda que para el control del
mosquito vector del dengue (Aedes aegypti) se lleven a cabo acciones de manejo ambiental,
control biolégico y el control quimico (OPS, 2019). Siendo el mas utilizado el control quimico,
sin embargo, el uso inadecuado de insecticidas ha conducido a la aparicién de poblaciones
resistentes. Y esta resistencia se ha detectado en todas las clases de insecticidas, lo que beneficia,
directamente el resurgimiento de las enfermedades (Braga y Valle, 2007). Por lo que, una
alternativa en el control de este vector es el uso de extractos vegetales, debido a su compleja
cantidad de moléculas que muestran diversas bioactividades. Los niveles de toxicidad son
elevados en relacion a la accién de compuestos individuales quimicamente puros y sin el riesgo
de generar resistencia (Bobadilla et al., 2005).

Muchas especies vegetales, especialmente las de la familia Annonaceae, han mostrado tener
bioactividades insecticidas (De Mendonga et al., 2005). Dicha actividad se produce gracias a un
grupo de metabolitos secundarios distribuidos principalmente en la familia annonaceae Ilamadas
acetogeninas (Zafra et al., 1998). Sin embargo, no se han terminado de explorar todas las
especies de la familia, como, por ejemplo, la chincuya (Annona purpurea L.) que es un frutal
originario sureste de México, Centroamérica y el norte de Suramérica. Un caso particular ha
sido publicado del estudio de extractos alcohdlicos de las semillas de pimienta negra (Piper
nigrum) y de semillas de guandbana (Annona muricata) para controlar larvas del mosquito
causante del dengue (Aedes aegypti) y concluyo en que la actividad bioldgica se debio a la
piperina y las acetogeninas de las semillas de guandbana (Grzybowski et al., 2012). Por este
motivo y con el proposito de incorporar un recurso alternativo para el control del mosquito A.
aegypti, dentro de un manejo racional y sostenible de nuestro medio ambiente, la presente
investigacion tiene como objetivo evaluar la toxicidad de extractos de las semillas de Annona
purpurea L. (chincuya) sobre larvas de Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae), para evitar la
proliferacion del principal vector del virus del dengue y finalmente elucidar la estructura
molecular de los metabolitos secundarios de los que se presume radica la actividad larvicida,
para aportar un nueva alternativa natural y sustentable para controlar al dengue.
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Antecedentes

El fruto de Annona purpurea esta ubicado en la familia de las anonaceas que cuenta con un gran
numero de especies frutales y productoras de aceites esenciales (Leon, 1969). Las cuales
también se conocen porque contienen acetogeninas. Debido a que no forma parte de la dieta
habitual, el uso de las semillas no representa un problema ético. En México los frutos de esta
anonacea se utilizan principalmente como alimento: su pulpa se consume cruda o0 en jugo como
bebida refrescante, también se emplea como remedio para la fiebre y la gripe, el extracto de la
semilla se llega a utilizar como insecticida, sin embargo, la mayoria de las semillas se desechan.
Diversas partes de la planta de esta especie han sido objeto de investigaciones previas, por
ejemplo se ha descrito el contenido de alcaloides en las hojas y ramas de A. purpurea
recolectadas en Puerto Rico (Sonnet y Jacobson, 1971), En otros estudios sobre anonaceas Wu
et al, 2000, reportan los alcaloides: promucosina, romucosina F, y romucosina G, obtenidos de
las ramas y de las semillas se ha obtenido el perfil de lipidos y flavonoides (Pérez et al, 1997),
a partir de las semillas de frutos de la A. purpurea procedentes de México (Chavez y Mata,
1998), se obtuvieron las nuevas acetogeninas nombradas como Purpurediolina y Purpurenina
ademas de otras conocidas como purpuracenina, bulatacina, esquamocina, motrilina,
anoglaucina, xilomatenina y anonacina.A. recientemente de las raices de este mismo especimen
se aislaron e identificaron nuevas acetogeninas nombradas como annopurpuricinas A, B, C, D
y E, (Hernandez-Fuentes et al, 2019)

Materiales y métodos

Material vegetal
Una muestra de frutos de Annona purpurea aporto las semillas previamente colectadas en el
mes de septiembre del afio 2019, en Cintalapa, poblado de Chicomuselo, del Estado de Chiapas.

Obtencion de las semillas

Los frutos se despulparon y se obtuvieron las semillas, las cuales, se secaron a temperatura
ambiente bajo sombra durante quince dias. Posteriormente, con ayuda de un cascanueces se
extrajeron las almendras de dichas semillas para continuar con el estudio.

Molienda de las semillas

Considerando un lote de 1.0 Kg de almendras de chuncuya, se procedio con el molido de las
mismas empleando una licuadora domeéstica tipo nutri-bullet, y se mantuvieron bajo
refrigeracion y abrigadas de la luz hasta el momento de su uso.

Obtencidn de extractos

A partir de 1.0 kg de almendras molidas de A. purpurea, se prepararon extractos de menor a
mayor polaridad y por maceracion, empezando con la adicion de 5 L de hexano al material
vegetal, manteniendose durante 3 dias, pasado este tiempo se separé el hexano por filtracion y
se recupera este disolvente por evaporacion al vacio utilizando un rotavapor marca Buchi, el
disolvente recuperado se reincorporo a las semillas molidas y se mantuvo asi durante otros tres
dias, pasado el tiempo se filtrd y evaporé el disolvente, esta operacion se repitié por tercera
ocasion para dar un extracto hexanico aceitoso y un residuo vegetal. A dicho residuo se le
adicionaron 5 L de cloruro de metileno y se extrajo durante tres dias (3 veces), al filtrar y
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evaporar el disolvente se obtuvo un extracto de cloruro de metileno, y un segundo residuo
vegetal. Este Gltimo residuo fue sometido a una extraccion por maceracion (3 veces por tres dias
cada una) empleando 5 L de acetato de etilo (AcOEt) al evaporar el disolvente se obtuvo un
extracto de AcOEt y otro residuo vegetal, enseguida se efectuaron otras extracciones empleando
el mismo procedimiento anterior con 51 de acetona, después con 5 L de etanol, enseguida con 5
L de etanol y al final con 5L de una mezcla de etanol-agua (1:1) acidulada con acido acético al
1%.

Andlisis por cromatografia en columnay de liquidos de la fraccion F5

Se pes6 1.0 g de la fraccion F5 procedente del extracto de acetato de etilo por desarrollar la
segunda mayor actividad larvicida, y se sometié a una separacion por cromatografia de columna
o0 percolacién. Para lo cual se emple6 una columna de vidrio con 50 g de Silica gel 60 Merck
(0.063-0.200 mm) (70-230 mesh ASTM). A la columna cromatografica se le hizo pasar los
disolventes CH2Cl> y en combinacion con MeOH en un orden creciente de polaridad terminando
con metanol al 100 %; las acetogeninas fueron detectadas en las fracciones 80 a 92. Al evaporar
los disolventes se obtuvieron 600 mg de esta fraccion. El seguimiento de la cromatografia se
efectud usando placas cromatograficas de gel de silice, una ldmpara de luz UV como revelador
fisico no-destructivo y por medio de la aspersion de los reveladores vainillina-acido sulfurico y
acido fosfomolibdico, desarrollandose coloracion o aparicion de manchas en las cromatoplacas
analiticas, por medio de un calentamiento a 120 °C por 30 segundos.

Deteccion de metabolitos secundarios por RMN de *H y *C

Las fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del extracto de AcOEt, fueron
sometidos a un andlisis por Resonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de 'H) y de RMN de
13C, asi mismo fueron sometidos a estudios de RMN bidimensional Heteronuclear de tipo HSQC
y HMBC, entonces se pesaron 50 mg de cada extracto y se disolvieron en 0.75 mL de CDCls, y
transferidos a un tubo de RMN (5 mm de diametro x 150 mm de largo) y se determinaron sus
espectros de RMN.

Bioensayo de la actividad insecticida-larvicida contra Aedes aegypti.

Proliferacion del insecto

Para este trabajo se utilizo la cepa susceptible Nueva Orleans de Aedes aegypti L, obtenidas del
Insectario del Programa de Fitosanidad: Entomologia y Acaralogia del Colegio de
Posgraduados, Texcoco, Edo de México. El ciclo de vida del mosquito se desarrollé en el
laboratorio de Productos Naturales del Area de Quimica del Departamento de Preparatoria
Agricola de la Universidad Autbnoma Chapingo.

Preparacion de disoluciones por evaluar

Se prepararon las soluciones madre a una concentracion del 1000 ppm utilizando 500 mg de
extractos y se suspendieron en dimetil sulfoxido (DMSO) al 5% y 500 mL de agua potable, para
tener sistemas homogéneos en lo posible se empled un sonicador Cole-Palmer 8890®.

Bioensayo

Para los bioensayos de actividad larvicida se siguieron las recomendaciones del protocolo de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2017). A vasos de precipitados de 250 mL, se les
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adicionaron los extractos en concentraciones de 1000, 100, 10 y 1 ug/mL, con tres repeticiones
por concentracion. Preparados de la manera siguiente:

Suspensién madre de concentracion a 1000 pg/mL.- Se pesaron 500 mg de cada fraccion (F1
a F6) en un vaso de precipitados de 250 mL, se adicionaron 5 mL de Dimetil sulfoxido (DMSO)
y se agitd vigorosamente utilizando una varilla de vidrio, enseguida se agregaron porciones de
5 mL de agua potable y se siguio agitando hasta tener aprox 50 mL de suspension, seguidamente
se sometid a un proceso de sonicacion por 5 min o hasta obtener una mejor suspension. El
contenido del vaso se coloco en el interior de un matraz aforado de 500 mL, y se afor6 a 500
mL con agua potable, se agitd finalmente de manera muy vigorosa.

Suspension de concentracion a 100 pg/mL.
Se tom¢ una alicuota de 50 mL de la solucién madre (1000 pug/mL) y se colocé en el interior de
un matraz aforado de 500 mL, se completd a la marca con agua potable y se agitd vigorosamente.

Suspensidn de concentracion a 10 pg/mL.- Se tomé una alicuota de 50 mL de la solucién (100
ug/mL) y se colocd en el interior de un matraz aforado de 500 mL, se completo a la marca con
agua potable y se agitd vigorosamente.

Una vez preparadas las suspensiones se repartieron 100 mL de las suspensiones de 1000, 100 y
10 ug/mL en vasos desechables de 250 mL (Del nimero 8) y se colocaron a cada vaso y con
ayuda de una pipeta Pasteur, 20 larvas de Aedes aegypti de los estadios tercero tardio y cuarto
temprano. Se registrd la mortalidad después de 24 y 48 horas de exposicion a los extractos. Se
consider6 como muertas a las larvas que no llegaron a la superficie de la solucion y las que
puparon fueron descartadas para el analisis. Se incluyé una preparacion como blanco que
contuvo solamente una disolucion de 5 mL de DMSO y 500 mL de agua potable a la que se le
adicionaran 20 larvas de Aedes aegypti. todas las evaluaciones se ensayaron por triplicado

Resultados y discusién

Como se menciond, un ensayo preliminar de la actividad larvicida de los seis extractos
preparados a partir de las semillas de chincuya o Annona purpurea, fueron evaluados en el
bioensayo de la actividad larvicida empleando larvas de Aedes aegypti, el extracto de acetato de
etilo (AcOEt a las 24 y 48 hrs) provocaron los mayores porcentajes de mortalidad de dichas
larvas tanto a las 24 como a las 48 hrs. especificamente al segundo dia de observacién los
porcentajes de mortalidad fueron de 51.66 % a la concentracion de 10 ug/mL, respectivamente
(De Mendoza et al., 2005).

Respecto al analisis por cromatografia en columna empleando CH>Cl, combinado con MeOH
en proporcion 95/5, se deduce que las fracciones de mezcla de dos acetogeninas F5
(representada por la fraccion F 80-93), y sus purificaciones por cromatografia en columna aport6
muchas subfracciones, observandose un enriquecimiento de una de las acetogeninas en las F97,
F100 y F101, presentes en el extracto de AcOEt de semillas de frutos de chincuya (Annona
purpurea). Estas cuatro fracciones, fueron analizadas por espectrometria de Resonancia
Magnética Nuclear a 400 MHz (Figura 1), donde la acetogenina de la fraccién F 101, con
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desplazamiento quimico 7.0 ppm es la mas abundante, el trazo verde inferior corrobora esta
observacion, ya que exhibe una disminucién en la intensidad de la sefial maltiple en 2.38 ppm.

Por otro lado, se reanalizd la fraccion F 88 a 93 empleando un cromatdgrafo de liquidos
integrado con un detector de luz ultravioleta tipo Isolera Dalton, donde la fase movil se
selecciond como Hexano/AcOEt en varias proporciones, esta nueva purificacion aportd
resultados més interesantes, ya que al comparar sus espectros de RMN de 1H, en las fracciones
F37, F39y F45, se observa una disminucion considerable en la sefial maltiple a 2.38 ppm de los
protones alfa y beta vecinos a la [1-lactona de una de las acetogeninas, aspecto que se aprecia
en la figura 2. Asi mismo las sefiales de RMN (Figura 3) de lo hidrégenos vinilicos, son
indicativas y corroboran el enriquecimiento de la acetogenina cuyo proton vinilico esta a 7.0
ppm que no contine grupos hidroxilo cercanos a la [J-lactona de referencia.
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Figura 1.- Expansiones de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrdgeno
(RMN-'H, CDCls, TMS) a 400 MHz de las fracciones de mezcla de dos acetogeninas F5, y sus
purificaciones por cromatografia en columna en las fracciones F97, F100 y F101, del extracto
de AcOEt de semillas de frutos de chincuya (Annona purpurea)
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Figura 2. Estructuras parciales de acetogeninas que se deducen de la fraccion F 88 a 93, por

RMN de H de procedente de la fraccion F5 del extracto de AcOEt de Annona purpurea
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Figura 3.- Expansiones de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
(RMN-'H, CDCls, TMS) a 400 MHz de la fraccion de la mezcla de dos acetogeninas F 88-93,
y sus purificaciones por cromatografia de liquidos de las fracciones F12, F37, F39 y F45, del
extracto de AcOEt de semillas de frutos de chincuya (Annona purpurea)

La acetogenina que se encuentra en la fraccion F5 con grupo cetona no ha sido aislada ni
identificada plenamente de A. purpurea. Ejemplos de acetogeninas conteniendo dos anillos no-
adyacentes de THF y un grupo carbonilo de cetona (C=0) son, la aromicina (1), asilado de la
corteza de Xilopia aromatica (Zeng et al, 1996) y la Rollinona (2) aislada de las raices de Rollinea
papilionelia (Ruprecht et al, 1990), mostradas en la figura 4.
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Figura 4. Férmula de la aromicina (1) aislada de Annona purpurea y la rollinona (2) aislada de
raices de Rollinea papilionelia.

En complemento a lo anterior, en su espectro bidimensional heteronuclear HMBC se aprecia
una correlacion a tres enlaces de la sefial del carbono carbonilico a 211.5 ppm con la sefial
maltiple de un grupo metileno (-CH-) en 2.25 y 2.33 ppm, asignables a los hidrégenos
contiguos a una [I-lactona, como se muestra en una expansion de este espectro en la figura 5,
indicando con esto que la sefial que disminuyo en intensidad mostrada en la figura 3, debe
corresponder a la acetogenina minoritaria cuyo desplazamiento quimico del hidrogeno vinilico
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de la [I-lactona, esta desplazada 7.30 ppm, ademas que el grupo carbonilo debe estar ubicado
en el carbono C-5 de esta molécula.
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Figura 5. Expansion del espectro HMBC (100 MHz, CDCls, TMS) de la particién F5 del extracto de
AcOEt de semillas de A. purpurea, mostrando la correlacién a tres enlaces del grupo carbonilo con la
sefial de proton en 2.35 ppm

Ejemplos de este tipo de acetogeninas con grupo carbonilo de cetona en C-5 han sido aisladas de las
raices de Uvaria tonquinensis (Chen et al, 1996, Neske et al, 2020) y fueron nombradas como
tonquininas A, B y C (3), una de ellas se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Férmula de la tonquinina C (3) aislada de raices de Uvaria tonquinensis

Conclusiones

Se analizé la composicion de los metabolitos secundarios de la fraccion F5 de las fracciones
obtenidas de la particién de AcOEt del extracto de AcOEt de semillas de Annona purpurea
empleando cromatografia en columna y de liquidos y haciendo un seguimiento por
espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear. Por cromatografia en columna se logré una
separacion muy pobre, en tanto que por cromatografia de liquidos fue posible obtener en
aceptable cantidad una acetogenina que no contiene grupo carbonilo.
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Caracterizacion estructural de ligninas aisladas de cascara de cacao de tres
variedades mediante por espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR)

Sebastian Garcia Fernandez!?, Holber Zuleta Pradal, Benito Reyes Trejo?, Teodoro
Espinosa Solares?

Resumen

La biomasa lignocelulosica es considerada una fuente potencial para la obtencion de quimicos
y biomateriales, siendo la lignina uno de sus componentes mayoritarios. Este abundante
polimero natural se encuentra ampliamente disponible en distintas fuentes de material
lignocelulosico. La estructura aromatica de la lignina acredita su uso como precursor para la
obtencion de compuestos de valor agregado. Por lo tanto, es necesario ampliar el conocimiento
sobre fuentes de lignina de diversa naturaleza a través de la caracterizacion estructural por
métodos analiticos. El material lignoceluldsico de la cascara de cacao, un residuo abundante y
subutilizado es atractivo como fuente de lignina para la obtencion y elaboracién de diferentes
productos. En el presente trabajo se dan a conocer los resultados del andlisis estructural por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), la cual es una herramienta
valiosa para investigar la estructura quimica de los polimeros como la lignina. El trabajo de
caracterizacion inicio con la extraccion de la lignina tipo Klason en tres variedades de Cacao
Theobroma L (Forastero, Carmelo y Trinitario). Se muestran los espectros de IR que revelan
bandas tipicas de los principales grupos funcionales; grupos —OH fendlicos, grupos metilo C-
Hz y metoxilo O—CHjs los cuales forman parte del anillo aromatico de la lignina y de los sistemas
de conectividad alifatica del polimero. De este analisis se subrayan dos aspectos importantes:
Las tres variedades estudiadas presentan un contenido de lignina observable y valorable, ademas
de que no se detectan diferencias estructurales significativas entre los tres tipos de lignina
Klason obtenida

Palabras claves: Lignocelusa, Theobroma cacao L, Cascara de Cacao, Lignina
Abstract

Lignocellulosic biomass is considered a potential source for obtaining chemicals and
biomaterials, with lignin being one of its main components. This abundant natural polymer is
widely available in different sources of lignocellulosic material. Lignin is widely available in
biomass sources, and the aromatic structure can justify its use as a precursor for obtaining value-
added compounds. Therefore, is necessary to increase the information about lignin sources of
diverse nature through structural characterization by analytical methods. Lignocellulosic
material of cocoa pod husk,an abundant and wasted residue, is attractive source of

!l aboratorio de Productos Naturales, AP 74 Oficina de Correos Chapingo, Universidad Auténoma Chapingo. Km. 38.5
Carretera México-Texcoco. Texcoco, Estado de México, 56230. Correo: hzuletap@chapingo.mx, breyest@chapingo.mx
2Departamento de Ingenieria Agroindustrial, Universidad Auténoma Chapingo, Km 38.5 Carretera México-Texcoco, 56230,
Chapingo, Estado de México, México Correo:. al20125457 @chapingo.mx, tespinosas@chapingo.mx

lignin to get and making different products. In the present work, the results of the structural
analysis by Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) are reported, IR is a valuable tool
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to investigate the chemical structure of polymers such as lignin. This work began with the
extraction of Klason-type lignin in three varieties of Cacao Theobroma L (Forastero, Carmelo
and Trinitario). IR spectra shown typical bands of the main functional groups; phenolic —-OH
groups, methyl C-Hz and methoxy O-CHjs groups which are part of the lignin aromatic ring and
aliphatic connectivity of polymer system. Two important aspects are highlighted from this
analysis: The three varieties studied have an observable and measurable lignin content, in
addition to the fact that no significant structural differences are detected between the three types
of Klason lignin obtained.

Keywords: Lignocellulosic residues, Theobroma cacao L, Cocoa pod Husk, Lignin
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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo econbmicamente importante en paises en
desarrollo (Lu, y otros, 2018). La produccién de cacao en 2019-2020 fue de 4,735 millones de
toneladas en todo el mundo, siendo el continente africano el que aporta mayor cantidad 74.9 %,
seguido de América con 19.1 % y Asia y Oceania con 6% (International Cocoa Organization ,
2022). Durante el procesamiento del cacao, se desecha entre el 70% y el 80% de la fruta como
biomasa residual, incluidas las cascaras de vaina de cacao (CPH, del inges Cocoa Pod Husk)
(de Souza, y otros, 2022). En otras palabras, se generan diez toneladas de CPH humedo por cada
tonelada de cacao en grano seco (Vriesmann, Teo6filo, & Petkowics, 2011). Esta generacion a
gran escala de biomasa residual representa un problema medioambiental critico para los paises
productores de cacao (Vasques, y otros, 2019). La CPH esta infraexplotado como recurso
renovable rico en lignina (Yapo, Besson, Koubala, & Koffi, 2013). La lignina tiene un gran
potencial en diferentes industrias como fuente de productos quimicos, combustibles y otros
bioproductos (Welker, y otros, 2015), el aprovechamiento de estos subproductos podria generar
ingresos para los agricultores, promoviendo asi el desarrollo econémico (Vriesmann, Tedfilo,
& Petkowics, 2011). La lignina nativa es un polimero amorfo y tridimensional de unidades de
fenilpropanoides unidas mediante enlaces éter y enlaces carbdno-carbono. (Mao, Holtman,
Scott, Kadla, & Schmidt-Rohr, 2006), ademas, la estructura quimica de la lignina depende de la
especie vegetal y el método de extraccion (Glasser & Sarkanen, 1989). La caracterizacion
molecular de la lignina es dificil debido a que esta es una red de macromoléculas enlazadas
covalentemente a polisacaridos en la pared celular y es solamente parcialmente soluble en un
rango amplio de disolventes (Holtman, y otros, 2010). El uso de técnicas instrumentales como:
la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) ha atraido cada vez mas la
atencion como un medio para lograr analisis simples y rapidos para determinar caracteristicas
estructurales de material lignoceluldsico. Esta técnica es versatil, rapida y confiable en la
caracterizacion de ligninas (Faix, 1992) por lo que su caracterizacion mediante esta técnica de
la lignina aislada de CPH de las variedades Forastero, Carmelo y Trinitario producidos en
México es el primer paso para valorizar este subproducto como una fuente importante de lignina.

Materiales y métodos

Las muestras de las cascaras de cacao de las variedades forastero, Carmelo y trinitario se
colectaron en el municipio de Cunduacén, Tabasco, México. Las cascaras se prepararon para la
determinacion de lignina de acuerdo a la norma TAPPI T264 cm-97. El &cido sulfurico fue
adquirido de High Purity ®, la trietilamina y el anhidro acético fueron adquiridos de Sigma
Aldrich®, mientras que el hexano, diclorometano, metanol y agua destilada fueron adquiridos
de Reactivos y Productos Quimicos Finos, S.A. de C.V. Las ligninas aisladas (100 mg) fueron
acetiladas con anhidro acético /trietilamina (1:1, v/v) a temperatura ambiente con agitacion
constante durante 24 horas en un matraz bola de 50 mL. Una vez transcurrido el tiempo de
reaccion se realizaron extracciones con diclorometano y se filtro la fase organica para separar
esta del residuo sélido de la reaccion. La fase orgénica se lavo con agua y se hizo pasar por
sulfato de sodio anhidro para posteriormente concentrarla en un rotavapor Buchi R-300. El
residuo solido se lavo con agua. Para la caracterizacion por FTIR se utilizé un equipo FTIR
Cary 630 Agilent Technologies. El Disefio experimental para la determinacion de lignina se
realizé por triplicado usando un disefio experimental completamente al azar, ademas, se realizd
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una comparacion de medias empleando la prueba Tukey con un nivel de confiabilidad de p <
0.05

Resultados y discusion

En todas las variedades el rendimiento es diferente (Cuadro 1) y es superior a las reportadas
para trigo integral (14.8 %) Yy salvado de maiz (9.9 %) (Bunzel, Schiipler, & Tchetseubu Saha,
2011). La variedad con mejor rendimiento fue la variedad Forastero, muy similar al contenido
de lignina en el aserrin de madera de pino reportado en este estudio y al reportado por Bunzel
et al., 2011 para el kale 28.7 + 0.5% mientras las variedades Carmelo y Trinitario tiene un
contenido de lignina similar al reportado para la pera 22.8 + 0.7% por Bunzel et al., 2011.

Cuadro 1. Determinacion de lignina de CPH en distintas variedades de cacao

Variedad Lignina (%)

Forastero 30.25+0.78 a
Carmelo 22.00+0.54 c
Trinitario 2483+0.82b
Aserrin 29.50+0.36 a

% Letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa

En comparacién con otros datos reportados para CPH tenemos que el rendimiento de lignina de
la variedad Forastero, Carmelo y Trinitario es superior a la reportada por Asiedu, Abunde, &
Addo (2019) 18.19%. mientras que solo la lignina aislada de CPH de la variedad Forastero es
superior a la reportada por Sandesh, Shishir, & Vaman (2020) 24.16%.

Caracterizacion mediante FTIR.

Los espectros de FTIR de las ligninas aisladas de CPH de la variedad Forastero (LKF), Carmelo
(LKC), Trinitario (LKT) y aserrin de madera de pino (LKA) son mostrados en la Figura 1. Solo
algunos grupos de frecuencias y bandas pueden ser asignadas inequivocamente y otras tantas
pueden ser interpretadas de varias maneras. (Faix, 1992). La bandas en 3400-3200 cm™ se
atribuyeron a la vibracion de estiramiento -OH, mientras que las bandas en 2900 cm™ se
asignaron a la vibracion simétrica C-H del grupo metileno (-CH2). Los picos en 1600 cm™ estan
relacionados con las vibraciones de estiramiento del carbonilo no conjugado y el carbonato
conjugado, respectivamente, de los grupos acido carboxilico y cetona. La interpretacion de las
bandas debajo de 1430 cm™ es mas dificil, en esta zona casi todas las bandas son complejas, con
contribuciones diferentes en los modos de vibracion (Faix, 1992).
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Figura 1. Espectros de IR de las ligninas aisladas de CPH. Lignina Klason aislada de aserrin de madera de pino
(LKA), Lignina Klason aislada de la variedad Forastero (LKF), Lignina Klason aislada de la variedad Carmelo
(LKC) y Lignina Klason aislada de la variedad Trinitario (LKT).

Los efectos de la acetilacion de las ligninas aisladas de CPH tanto de la fase organica de la
variedad Forastero (FOLKAF), Carmelo (FOLKAC), Trinitario (FOLKAT) y aserrin de madera
de pino (FOLKAA) son mostrados en la Figura 2 como del residuo sélido de la acetilacion de
la lignina de la variedad Forastero (RSLKAF), Carmelo (RSLKC), Trinitario (RSLKAT) y
aserrin de madera de pino (RSLKAA) son mostrados en la Figura 3. Para ambos casos las bandas
en 3400-3200 cm™ asociadas al estiramiento -OH desaparecen, las bandas 2900 cm™ asociada

al estiramiento C-H se conservan y aparecen bandas asociadas al grupo acetoxil en 1720 cm™
(aromético) y 1600 cm™ (alifatico).
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Figura 2. Espectros de IR de las ligninas acetiladas aisladas de CPH. Fraccion Organica de Lignina Klason acetilada
aislada de aserrin de madera de pino (FOLKAA), Fraccién Organica de Lignina Klason acetilada aislada de CPH
variedad Forastero (FOLKAF), Fraccion Organica de Lignina Klason acetilada aislada de CPH variedad Carmelo
(FOLKAC) y Fraccién Organica de Lignina Klason acetilada aislada de CPH variedad Trinitario (FOLKAT).
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Figura 3. Espectros de IR del residuo solido de las ligninas acetiladas de CPH. Residuo Sélido de Lignina Klason
Acetilada aislada de aserrin de madera de pino (RSLKAA), Residuo Sélido de Lignina Klason Acetilada aislada
de CPH variedad Forastero (RSLKAF), Residuo Sélido de Lignina Klason Acetilada aislada de CPH variedad
Carmelo (RSLKAC), Residuo Solido de Lignina Klason Acetilada aislada de CPH variedad Trinitario
(RSLKAT).

Conclusiones

La lignina es el segundo componente mas abundante en CPH variedad forastero, ademas, el
porcentaje de lignina es superior en comparacion con lo reportado para otros CPH de distintas
regiones. La variedad con mayor rendimiento de extraccion de lignina fue la variedad Forastero,
lo que la posiciona como la fuente mas abundate de lignina para su aprovechamiento respecto a
las otras variedades. Los espectros de IR para las ligninas aisladas de la cascara de cacao,
ligninas acetiladas y de los residuos sélidos de la acetilacion de las ligninas, muestran patrones
similares siendo solo diferentes en la region de la huella dactilar.lo anterior constituye una
notable observacion que encamina los objetivos del proyecto hacia sus metas finales.
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Influencia de purificacion sobre las propiedades fisicoquimicas y funcionales de
goma de semilla de chirimoya

Jairo O. Ramirez-Rojas!, Consuelo Silvia Olivia Lobato-Calleros?, Jose Alvarez Ramirez?,
Eleazar Aguirre Mandujano?, Landy Hernandez-Rodriguez?

Resumen

Durante el procesamiento de la chirimoya (Annona cherimolla Mill) se generan distintos
residuos como la semilla. Las semillas extraidas de plantas son una fuente de gomas,
destacandose por ser no tdxicas, biodegradables y biocompatibles. Los objetivos del presente
trabajo fueron establecer los métodos de extraccion de la goma contenida en las semillas de
chirimoya, determinar el rendimiento y sus propiedades fisicoquimicas. Ademas de contribuir
al aprovechamiento de las semillas de chirimoya que actualmente son un desecho agroindustrial
y sentar las bases para el uso de la GSC a partir del conocimiento de sus propiedades funcionales.
Se utilizaron semillas de chirimoya, las cuales fueron secadas previamente, molidas y tamizadas
para luego determinar su composicién quimica proximal. Se establecieron los métodos de
extraccion de GSC con distintos grados de pureza, a las cuales se les determinaron rendimiento,
color y andlisis proximal. Se espera que los conocimientos generados contribuyan al
aprovechamiento de este residuo agroindustrial del cual sus propiedades funcionales no han sido
exploradas.

Palabras clave: Annona cherimola, color, goma de semilla de chirimoya, grado de pureza
Abstract

During the processing of custard apple (Annona cherimolla Mill), different residues are
generated, such as the seed. The seeds extracted from plants are a source of gums, standing out
for being non-toxic, biodegradable and biocompatible. The aims of the present work were to
establish the extraction method of the gum contained in custard apple seeds (CSG) and to
determine the yield and its physicochemical properties. In addition to contributing to the use of
custard apple seeds, which are currently an agro-industrial waste, and laying the foundations for
the use of GSC based on the knowledge of its functional properties. Custard apple seeds were
used, which were previously dried, ground and sieved to then determine their proximal chemical
composition. GSC extraction methods with different degrees of purity were established, to
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which yield, color and proximal analysis were determined. It is expected that the generated
knowledge will contribute to the use of this agro-industrial waste whose functional properties
have not been explored.
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Introduccion

Las gomas de semillas de plantas (GSP) se han estudiado recientemente por sus caracteristicas
como biopolimeros emergentes, sus propiedades funcionales (espesante, ligante de agua,
gelificante, estabilizante y emulsionante), asi como su potencial de aplicacién en la industria
farmacéutica e industria alimentaria (Archana et al., 2013; Soukoulis et al., 2018). Ademas, las
GSP son ampliamente disponibles, no toxicas, biodegradables y biocompatibles (Avachat et al.,
2011). De esta manera, las semillas de plantas procedentes de las industrias de procesamiento
agroalimentario son una fuente interesante y econémica de gomas con una amplia variedad de
funciones utiles para la manufactura de productos de valor afiadido (Chandra et al., 2018;
Ravindran y Jaiswal, 2016).

La familia de plantas Annonaceae incluye alrededor de 130 géneros y 2,300 especies
distribuidas principalmente en zonas tropicales y subtropicales (Quilez et al., 2018). La semilla
de chirimoya es un subproducto de la industria de la pulpa de chirimoya. Dentro del género
Annona, las especies que han alcanzado mayor desarrollo comercial son: guanabana (Annona
muricata L.), chirimoya (Annona cherimola Mill) y saramuyo o anona (Annona squamosa L.)
(Vidal et al., 2014). El uso de las gomas en la industria alimentaria es muy extenso: helados,
confiteria, jugos de fruta, cerveza, vinos, quesos, mermeladas, aderezos, embutidos, productos
dietéticos, entre otros. En cada caso, las gomas desempefian un papel muy caracteristico, gracias
a las propiedades funcionales que desarrollan; estas ultimas dependen de diversos factores,
como: la concentracién de la goma, las sales minerales en el medio, el pH, el uso individual o
combinado de gomas (Badui, 2006).

Las gomas vegetales de uso generalizado son los galactomananos de semillas de guar y
algarrobo europeo, los exudados de acacia y karayay, goma arabiga y tragacanto, las de las
algas, carragenanos y alginatos. Todos ellas son conocidas por sus aplicaciones tecnoldgico-
alimentarias en todo el mundo (Mumtaz, 2019). La goma de semilla de chirimoya (GSC) por su
parte, se puede considerar como un biopolimero prometedor con posibles aplicaciones como
estabilizante, espesante, agente de viscosidad, emulsionante, gelificante, vehiculo de farmacos,
retardante en la liberacion de compuestos bioactivos y agente aglutinante en las industrias
farmacéutica y de alimentos (Joseph et al., 2012; Mirhosseini y Amid, 2012).

Recientemente, la demanda de alimentos naturales por parte de los consumidores ha incentivado
la basqueda de fuentes alternativas de gomas alimenticias, una de esas fuentes puede ser las
semillas. Las gomas asi obtenidas deben ser caracterizadas para determinar sus posibles
aplicaciones. En este contexto, los objetivos del presente trabajo fueron: establecer el método
de extraccion de la goma contenida en las semillas de chirimoya, determinar el rendimiento y
sus propiedades fisicoquimicas. Ademas de contribuir al aprovechamiento de las semillas de
chirimoya que actualmente son un desecho agroindustrial y sentar las bases para el uso de la
GSC a partir del conocimiento de sus propiedades funcionales.
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Materiales y métodos

Materiales

Se utilizé como solvente de extraccion alcohol etilico, pureza 96 % (Ferandelh, S.A. de C.V.,
Texcoco, Edo. México). Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico y en todos los
casos se utilizé agua destilada desionizada (ADD).

Material vegetal

Los frutos de chirimoya (Annona cherimola) se obtuvieron del Municipio de Ocuituco, Morelos,
Meéxico (18° 52" 41" LN, 98° 46’ 31" LO) y altitud media de 1933 m). Se cosecharon en estado
de madurez fisiologica, considerando la firmeza, tamafio, color uniforme y ausencia de dafios
fisicos.

Lugar de estudio

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Tecnologia de Alimentos 2 del Departamento
de Preparatoria Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo, Texcoco de Mora, Edo.
México.

Disefio experimental

Los andlisis se llevaron a cabo por triplicado de muestras independientes, usando un disefio
experimental completamente al azar en la determinacion de variables biométricas de los
componentes del fruto de chirimoya y la composicién quimica proximal.

Caracterizacion del fruto de chirimoya

Se selecciond aleatoriamente una muestra de 30 frutos y se trasladaron al laboratorio, donde se
evaluaron variables biométricas como: peso del fruto (g), pulpa (g) y semillas por fruto (g);
numero de semillas por fruto, peso medio de las semillas (g) e indice de semillas (nimero de
semillas en 100 g de pulpa). Ademas, se midio el largo (cm), ancho (cm) y grosor de la semilla
(cm), considerando una muestra de 10 semillas; utilizando un micrémetro digital (MCD-1"" PJ,
Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japon).

Indice de semillas
El indice de semillas fue expresado como nimero de semillas por 100 g de pulpa. (Jalikop y
Kumar, 2007), siguiendo la Ecuacion 1.

indice de semillas = gx 100 @)

Donde:
NS: NUmero de semillas
PF: Peso del fruto (g)

Obtencion y caracterizacion de la harina de semilla de chirimoya

La obtencion de la harina de semilla de chirimoya con testa (HSCt) y sin testa (HSC) se realizé
de acuerdo con lo informado por Cardoso et al. (2016) con algunas modificaciones. Las semillas
de chirimoya se retiraron manualmente de la pulpa, se lavaron con agua corriente y se
desinfectaron con NaClO al 1 % v/v. Posteriormente las semillas fueron secadas hasta alcanzar
un peso constante en estufa (Riossa Digital, HCF-62, Ciudad de México, México) a 40 °C por
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72 h. Las semillas secas se pulverizaron en una licuadora (mod. 465-15/13 2V, motor de 500
W, Osterizer, Sunbeam Mexicana, S.A. de C.V, Ciudad de México, México) durante dos lapsos
de 1 min cada uno y después se sometieron a un segundo ciclo de trituracion en un procesador
de alimentos (Ultra Bullet, motor de 700 W, Marcas de Renombre, S.A. de C.V., Ciudad de
México, México) durante intervalos de 20 s hasta completar 1 min y se pasaron a través de
tamices tipo industrial marca MONTINOX del N° 20 (abertura de 0.840 mm) para obtener
HSCt; para el caso de la HSC se sigui6 un proceso similar salvo previo retirado de testa antes
pulverizar en licuadora. Las harinas se sometieron a analisis quimico proximal determinando
humedad, proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda, cenizas y carbohidratos (AOAC, 2005).
Finalmente, las harinas se almacenaron en frascos de vidrio cubiertos con aluminio, en un
desecador hasta su uso.

Extraccion de goma de semilla de chirimoya (GSC)

Las semillas de chirimoya secas se sometieron a tres procedimientos de purificacion (Figura 1):
una goma de pureza baja (GSCpg), extraida de semillas completas desgrasadas; una goma de
pureza media (GSCpwm), extraida del grano (almendra) desgrasado, y una goma de pureza alta
(GSCpra) extraida del grano desgrasado y de la cual se eliminé la proteina soluble mediante
modificacion de pH.

La muestra (60 g) de polvo de semilla de chirimoya se colocé en un vaso de precipitados de 2
L y se afadio agua destilada en una proporcion de 1:30 p/v. La mezcla resultante se
homogeneiz6 en una parrilla magnética (Mod. SP131635, Thermo Scientific CimarecTM,
Essex, Reino Unido) aplicando un nivel 9 de agitacion, durante 10 minutos; se calenté a 80 °C
durante 30 minutos y se dejé reposar a 20 °C durante 24 h para asegurar la liberacion de la goma.
La mezcla se agito (Mod. RO 15 P S1, IKA-WERKE, GMBH & CO. KG, Staufen, Alemania)
a 6 000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, el material no disuelto se eliminé mediante
centrifugacion (Centrifuge 5810 R, Eppendorf, AG, Hamburgo, Alemania) a 10 °C durante 15
minutos a 524xg. La goma se precipit6 del sobrenadante mediante la adicion de etanol al 96 %
v/v en una relacion 1:3 v/v, aplicando agitacion constante (5 000 rpm) durante 10 minutos y la
mezcla se dej6 reposar durante 2 horas a temperatura ambiente (20 £ 2 °C). Se decant6 la mezcla
para eliminar el sobrenadante. Subsecuentemente, se realizé un segundo ciclo de centrifugacion
a las mismas condiciones; el precipitado resultante fue secado a 35 °C durante 18 h (Bansal &
Kumar, 2014) y triturado con un mortero hasta obtener un polvo fino al cual se le denomino
GSChg.

Para el caso de la GSCpw, las semillas de chirimoya se molieron parcialmente en una licuadora
y los granos se separaran manualmente de la testa. Los granos fueron triturados y molidos, como
se describio anteriormente. El polvo del grano se desgrasé en un equipo Soxhlet, utilizando
hexano como solvente, a 80 °C durante 6 h. La muestra (60 g) de polvo de grano desgrasado se
procesé de la misma manera que se describid anteriormente para GSCpg hasta obtener GSCpw.

Finalmente, para obtener GSCpa, se dispersaron 60 g de polvo de grano desgrasado en agua
destilada a una proporcion de 1:10 p/v durante 10 minutos a 800 rpm. El pH se ajusté a 9.0
usando NaOH 0.1 y/o 1 N y se agit6 a temperatura ambiente (20-22 °C) a nivel 7 durante 30
minutos. El extracto alcalino se centrifugd a 437xg durante 15 minutos a 4 °C, y el sedimento
se separd del sobrenadante que contenia la proteina solubilizada (Martinez et al., 2018). El
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sedimento se coloc6 en un vaso de precipitado de 2 L, se adiciond agua destilada en una
proporcion de 1:30 p/v, y el pH se ajustd a 6.8 con HCI 0.1 y/o 1N. Posteriormente, la mezcla
se someti6 al mismo procedimiento que para las GSCpg y GSCpm, para obtener GSCpa.

Rendimiento de la GSC
El rendimiento se expresé como porcentaje de la cantidad de goma seca obtenida a partir de 100
g de semillas de chirimoya secas (Alpizar-Reyes et al., 2017a), siguiendo la Ecuacion (2).

peso seco de goma (GSC)en g

Rendimiento (% p/p) = x 100 (2

peso seco de semillas de chirimoya(SC) en g

Analisis quimico proximal de GSC

Se determino contenido de humedad, extracto etéreo, cenizas, fibra cruda y proteina de la goma
de semilla de chirimoya de acuerdo con los métodos estandar de la AOAC (2002): 925.23,
920.39, 945.46 y 920.105 respectivamente; el contenido de carbohidratos se realizé por
diferencia.

Color de la GSC

El color de las GSCpg, GSCpm Y GSCpa se evalu6 utilizando un colorimetro (CR 400, Konica
Minolta, Inc., Tokio, Japon). La muestra de GSC (5 g) se colocd en cajas Petri (5 cm de
diametro) y los parametros de color Hunter L, a y b correspondientes a la luminosidad (L*),
verde (- a*) o rojo (+ a*) y azul (- b*) o amarillo (+ b*); se determinaron a temperatura ambiente
y los valores fueron reportados en C* (croma) y h (hue) (Martinez et al., 2018). Se us6é como
referencia un patrén de calibracién blanco (Y = 87.3, x = 0.3153, y = 0.3226).
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Figura 1. Proceso de extraccion de Ia goma de semilla de chirimoya (GSC) como func}én del

grado de purificacion.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaran de acuerdo con el Disefio experimental propuesto y se
someteran a analisis de varianza de clasificacion simple, en casos pertinentes se realizara prueba
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de comparacion de medias por el método de Tukey, el nivel de significancia se establecera en p
<0.05. El analisis estadistico se realizara con el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI
(Statistical Graphics Corp., Manugistics, Inc., Cambridge, MA, EE. UU.).

Resultados y discusion

Caracterizacion de las fracciones del fruto de chirimoya

De un kilogramo de chirimoya, la pulpa represento6 el 51.15 % + 7.29, la cascara el 34.29 % +
5.16 y la semilla el 10.28 % + 3.17. Por cada kilogramo de chirimoya se obtuvieron alrededor
de 138 semillas, lo que se traduce en 81.33 g de semilla (peso fresco). Jalikop y Ravindra (2007)
mencionan que el nimero de semillas en la fruta influye en el tamafio, forma y grosor de céscara:
a mayor numero de semillas, mayor tamafio en fruto, menor porcentaje en pulpa y mayor grosor
en cascara. Por otro lado, Apolonio et al. (2015) realizaron un estudio para observar la
variabilidad de datos entre variedades y sus cruzas, obteniendo rangos de 78.03 — 93.71 % para
pulpa, 1.96 — 15.41 % en céscara y 4.30 — 8.75 % para semilla. Las diferencias encontradas
pueden deberse a las caracteristicas genéticas, estado de madurez, practicas agricolas y lugar de
procedencia de los frutos (Perfectti y Pascual, 2005; Scheldeman et al., 2006).

El ancho, largo y grosor (cm) de las semillas de chirimoya (n = 100) fueron 0.94 + 0.09, 1.63 +
0.09y 0.66 + 0.05, respectivamente. Con las dimensiones anteriores, se determinaron el tamafio
y forma de las semillas, los cuales fueron 1.08 cm y 1.00 cm, respectivamente. Estos valores
concuerdan con los reportados por Pinto y Silva (1996): largo: 1.5-2 cm y ancho: ~1 cm. La
determinacion de los parametros anteriores es importantes debido a que el estudio de las
caracteristicas biométricas de las semillas establece una informacién de gran importancia en la
ingenieria, ya que estos datos sirven como referencia para el disefio, operacion y optimizacion
de equipos que pueden estar involucrados en el procesamiento de estos residuos organicos
(Rojas, 2010).

indice de semillas

El indice de semillas obtenido fue de 36.80 + 3.16 semillas - 100 g* de pulpa. El valor obtenido
es superior a lo reportado por Apolonio (2013) en frutos de chirimoya cultivares *’Campas’,
’Bonita’ y *White’, con un indice de semillas de 8.1, 8.0 y 9.9 semillas -+ 100 g* de pulpa,
respectivamente. Esta diferencia pudo haberse dado por las caracteristicas genéticas, estado de
madurez, practicas agricolas y lugar de procedencia de los frutos (Scheldeman et al., 2006).

Obtencion y caracterizacion de la harina de semilla de chirimoya (HSC)

En el Cuadro 1 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas de la harina de semilla de
chirimoya con testa (HSCt) y sin testa (HSC); exhibiendo los valores més altos en extracto
etéreo y carbohidratos.
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Cuadro 1. Andlisis quimico proximal de las harinas de semilla de chirimoya con testa (HSCt)

y sin testa (HSC).

HSCt HSC
Componente (%) Valor Valor

Base humeda Base humeda Base himeda Base seca
Humedad 6.43 + 0.53a% - 6.21+0.19a -
Cenizas 1.83 £ 0.06b 196 £0.06b 2.72+0.03a  2.90 + 0.05a
Proteina cruda 19.60 £ 0.02b 20.94 £0.01b 27.08 +0.21a 28.87 £0.22a
Extracto etéreo 5.30 + 0.04b 566+0.04b 6.06+0.54a 6.47+0.57a
Fibra cruda 38.19 £ 0.40a 40.82 £ 0.42a 24.10+0.52b 25.69 +0.54b
Carbohidratos 28.66+0.97b  30.63+0.45b 33.86+1.06a 36.09+0.94a

ZMedia * desviacion estandar. Diferente letra (a,b) en cada fila presentan diferencias
significativas, Tukey (p < 0.05).

La composicion quimica de la semilla de chirimoya (A. cherimolla Mill) es semejante a lo
informado por Amoo et al. (2008): cenizas 0.81 %, proteina cruda 17.36 %, fibra cruda 32.46
%, carbohidratos 10.32 % en base himeda). Las variaciones pueden deberse al estado de
madurez fisioldgico del fruto, practicas agricolas (Scheldeman et al., 2006) y lugar de
procedencia (Perfectti y Pascual, 2005). Es importante sefialar que la HSC exhibié un
incremento significativo de proteina, extracto etéreo y carbohidratos en comparacion con HSCt,
no siendo asi para fibra cruda, esto se explica debido a que se retir6 la testa, misma que posee
el mayor contenido fibroso de la semilla.

Composiciéon quimica y rendimiento de las gomas

El contenido de humedad de las GSC vari6 de 7.42 a 9.54 %, la composicién proximal se
expresd en base seca (Cuadro 2). La composicion quimica de las GSC fue afectada
significativamente (p < 0.05) por el procedimiento de purificacion utilizado para obtenerlas,
observandose una disminucion de carbohidratos a mayor grado de pureza.

El rendimiento de la extraccion de goma de semilla de chirimoya se evalué considerando la
muestra de masa seca inicial de semilla utilizada antes del proceso de extraccion; estos valores
son consistente con los resultados reportados para el mucilago de Opuntia sp. con rendimiento
de 8-20 % (Sepulveda et al., 2007), goma de semilla de Lepidium perfoliatum 10.83-28.60 % y
en goma de lino 7.9 % (Cui et al., 1994) y goma Yanang 4.54 % (Singthong et al., 2009).
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Cuadro 2. Rendimiento y caracteristicas fisicoquimicas de la goma de semilla de chirimoya
(base seca), sometida a diferentes grados de purificacion.
Goma de semilla de chirimoya

GSCpg" GSCpm GSCpa
Rendimiento (%) 8.89 + 0.56b” 16.02 + 0.85a 3.89+0.48c
Cenizas (%) 6.14 + 0.03c 6.64 £ 0.15b 9.76 £ 0.24a
Proteina cruda (%)  68.94 + 0.60a 66.44 + 1.09b 39.44 +0.33c
Extracto etéreo (%) 1.91 £ 0.04c 5.22+0.13b 6.46 = 0.20a
Fibra cruda (%) 0.55+0.01b 0.34 + 00c 43.97 £ 0.24a
Carbohidratos (%) 22.47 + 0.58a 21.37 +1.10a 0.37 £0.52b

ZMedia * desviacion estandar. Diferente letra (a,b,c) en cada fila presentan diferencias significativas, Tukey (p < 0.05).
Y GSCps: goma de semilla de chirimoya de pureza baja; GSCpm: goma de semilla de chirimoya de pureza media; GSCpa: goma
de semilla de chirimoya de pureza alta.

Color de GSC

Los parametros de color L*, a* y b* de GSC se vieron afectados por el grado de purificacion,
tal como se observa en el Cuadro 3. Se observaron valor de L* significativamente menores (p <
0.05) a medida que se involucran mas pasos de purificacion (Figura 1).

El incremento de operaciones unitarias en los procesos de purificacién incremento los valores
de a* y b*. Los tonos de a* pueden deberse a la presencia de pigmentos asociados con la testa
de la semilla (Bagul et al., 2015) y endocarpio coraceo; por otro lado, los valores en b* exhiben
una tendencia al color amarillo, atribuido a lipidos (Nagajothi et al., 2017) y tocoferol
(Albuquerque et al., 2016; Garcia-Carmona et al., 2020).

C* y h muestran un incremento en la saturacion debido mayormente a lipidos y vitamina E. De
acuerdo con datos de Chiralt et al. (2007), los valores de tono exhibieron tonalidad amarilla-
rojiza (< 90 °). Valores similares fueron reportados por Phimolsiripol et al. (2011) en goma
cruda de nuez malva L*: 47.02, a*: 6.60, b*: 12.20.

Cuadro 3. Pardmetros de color de la goma de semilla de chirimoya.
Goma de semilla de chirimoya

GSCps" GSCpm GSCpa
L* 26.58 + 0.47¢% 33.05 + 0.28b 34.12 + 0.35a
a* 4.65 + 0.02c 6.02 + 0.07b 6.17 + 0.07a
b* 10.24 + 0.12¢ 13.24 + 0.08a 12.25 + 0.11b
c* 11.25+0.11c 14.55 + 0.06a 13.72 £ 0.12b
h 65.61 + 0.23a 65.55 + 0.36a 63.27 + 0.05b

ZMedia * desviacion estandar. Diferente letra (a,b,c) en cada fila presentan diferencias significativas, Tukey (p < 0.05).
Y GSCprg: goma de semilla de chirimoya de pureza baja; GSCpm: goma de semilla de chirimoya de pureza media; GSCpa: goma
de semilla de chirimoya de pureza alta.
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ColoGSCre. Color de GSCeM.  Color de GSCra.

Figura 1. Color de las gomas de semilla de chirimoya (GSC) en polvo de acuerdo con su grado
de purificacion: GSCpg (pureza baja), GSCpm (pureza media), GSCpa (pureza alta).

Conclusién

Las semillas de chirimoya constituyen una alternativa para el manejo sustentable de desechos
provenientes de la agroindustria de este fruto, de los cuales destaca el valor agregado que se les
puede dar como extraccion de goma que puede ser utilizada en diversas aplicaciones en las
industrias alimentaria y/o farmacéutica.
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Caracterizacion reoldgica de complejos coacervados de aislado de proteina de
amaranto-pectina citrica

Karla Garcia-de la Rosa!, Landy Hernandez-Rodriguez?, Consuelo Lobato-Calleros?,
Eleazar Aguirre-Mandujano?

Resumen

Para hacer uso de complejos coacervados en la agroindustria, formados con aislado de proteina
de amaranto por sus propiedades nutricionales, es necesario determinar sus caracteristicas por
ello el objetivo fue investigar las propiedades reoldgicas de los coacervados. Se formaron
complejos coacervados por interaccion electrostatica entre aislado de proteina de amaranto
(APA) y pectina citrica (PC) a diferentes relaciones de peso APA:PC (3:1,5:1y 7:1) y pH (3.5
y 4.5). La viscosidad aparente de los coacervados aument6 a medida que incremento la relacion
en peso APA:PC y disminuy6 el pH. Todas las variaciones de coacervados presentaron valores
de G’ (modulo de almacenamiento) mas altos que los valores de G’ (modulo de pérdida),
mostrando un comportamiento reoldgico predominantemente elastico. ElI conocimiento
generado sobre las propiedades reoldgicas de los coacervados podria contribuir a su aplicacion
en la industria alimentaria.

Palabras clave: Amaranthus hypochondriacus, propiedades reoldgicas, coacervados.

Abstract

To make use of coacervates complexes in the agroindustry, formed with amaranth protein isolate
for its nutritional properties, it is necessary to determine its characteristics, therefore, the
objective was to investigate the rheological properties of the coacervates. Complex coacervates
were formed by electrostatic interaction between amaranth protein isolate (APA) and citrus
pectin (PC) at different APA:PC weight ratios (3:1, 5:1 and 7:1) and pH (3.5 and 4.5). The
apparent viscosity of the coacervates increased as the APA:PC weight ratio increased and the
pH decreased. All the coacervate variations presented values of G' (storage modulus) higher
than the values of G" (loss modulus), showing a predominantly elastic rheological behavior. The
knowledge generated about the rheological properties of coacervates could contribute to their
application in the food industry.

Keywords: Amaranthus hypochondriacus, rheological properties, coacervates.
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Introduccion

Las principales propiedades funcionales de las proteinas en los alimentos son solubilidad,
viscosidad, absorcién de agua, gelacion, adhesion-cohesion, elasticidad, emulsificacion,
espumado, capacidad de ligar grasa y sabores (Zhu et al., 2019). Sin embargo, las proteinas
presentan poca estabilidad al estrés ambiental, como pH, calor y congelamiento; lo anterior
puede contrarrestarse mediante el acomplejamiento de las proteinas con otros biopolimeros,
como los polisacaridos (Huang et al., 2009). La formacion de estos complejos se puede llevar a
cabo de manera controlada mediante coacervacion, la cual se define como la separacién de dos
fases liquidas en un sistema coloidal, obteniendo una fase rica en biopolimeros y otra fase sérica
en equilibrio (Bosnea et al., 2016).

La coacervacion compleja involucra biopolimeros con carga opuesta, es formada por interaccion
electrostatica y es influenciada por variaciones en pH, fuerza idnica, grupos funcionales,
hidrofobicidad, relacién en peso proteina-polisacéarido, concentracion total de biopolimeros,
relacion molar, estrés mecanico, temperatura, densidad de carga superficial de las proteinas,
densidad de carga y rigidez del polisacarido. Los parametros sefialados son importantes porque
influyen en la formacion, estructura y estabilidad de los complejos coacervados (Muriel et al.,
2019).

Se ha abordado el estudio de complejos coacervados formados principalmente por proteinas de
origen animal, tales como gelatina de pescado (Anvari y Chung, 2016), grenetina (Ifeduba et
al., 2016), proteina de lactosuero (Hernandez-Rodriguez et al., 2014), caseinato de sodio
(Koupantsis et al., 2014), B-lactoglobulina (Comert et al., 2016), a-lactoalbimina (Ach et al.,
2015) y ovoalbumina (Souza y Garcia-Rojas, 2015). Sin embargo, se debe considerar que las
proteinas de origen animal, a pesar de que son de alta calidad biolégica, se han relacionado con
intolerancia digestiva o alergias alimentarias. Por su parte, las proteinas de origen vegetal se
consideran como una alternativa a aquellas de origen animal, por su alta biodisponibilidad y su
bajo costo de produccion (Condés et al, 2012; Nesterenko et al., 2013). No obstante, son pocos
los estudios realizados sobre proteinas de origen vegetal para la formacion de coacervados, las
proteinas mas utilizadas han sido soya, chia, chicharo y linaza (Moschakis y Biliaderis, 2017).
En este sentido resulta interesante explorar la formacion y la caracterizacion de coacervados a
partir de proteina de amaranto, la cual presenta un alto valor nutricional debido al balance
adecuado de sus aminodacidos esenciales y alta biodisponibilidad (Motta et al. 2018).

La relevancia del estudio sobre la formacion y las propiedades de coacervados reside en su
amplio potencial de aplicacién; por ejemplo, en la elaboracion de peliculas comestibles, como
material encapsulante o de entrampamiento para la liberacién de compuestos bioactivos como
vitaminas, probioticos, colorantes, antioxidantes y soluciones oleosas (Hernandez-Rodriguez et
al., 2014, Lan et al., 2020). Se ha demostrado también la utilidad de los coacervados como
sustitutos de grasa, estabilizantes, emulsificantes, gelantes y modificadores de viscosidad en
matrices alimentarias para el desarrollo de productos funcionales (Niu et al. 2018; Perry y
Blocher, 2016). Con base en lo expuesto, los objetivos de este proyecto fueron formar complejos
coacervados a partir de aislado de proteina de amaranto (APA) y pectina citrica de alto metoxilo
(PC) y evaluar las propiedades reoldgicas de los complejos obtenidos.
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Materiales y métodos

Materiales

Se obtuvieron semillas de Amaranthus hypochondriacus L. variedad Revancha de un productor
local en la comunidad de San José Atlan, Huichapan, Hidalgo, México, con coordenadas GPS
de 20° 20" 26.4192" N, 99° 41' 39.7356" O y una elevacién sobre el nivel del mar de 2150 m.
Las semillas fueron procesadas para obtener harina de amaranto para su posterior desengrasado
y aislamiento proteico.

Se utilizd pectina citrica (PC) CEDROSA® para formar complejos coacervados proteina-
polisacarido, con un grado de esterificacion de 74.2%, suministrado por Central de drogas S.A.
de C.V., Naucalpan, Estado de México, México. El &cido clorhidrico (HCI) y el hidroxido de
sodio (NaOH) se adquirieron de J.T. Baker, Xalostoc, Estado de México, México. El hexano
fue suministrado por MEYER® Chemical Reagents, Tlahuac, Ciudad de México. El agua
utilizada en los experimentos fue destilada y desionizada (DDW).

Preparacion de los coacervados complejos

Se afadieron dispersiones de APA (15 g; 3,5y 7 % p/p) a 15 g de solucion de PC (1 % p/p),
ajustando el pH a 3.504.5, utilizando HCI 0.1 N. Las mezclas se mantuvierona 4 + 1 °C durante
48 h para asegurar la completa formacion de los coacervados complejos. Posteriormente, se
centrifugaron a 121 xg, a temperatura ambiente (22 + 3 °C), durante 15 min para separar los
complejos coacervados. Estos ultimos fueron codificados como APA-PCab, donde “a”
representa la relacion en peso entre APA 'y PC (3:1, 5:1y 7:1) y “b” el valor de pH de la
precipitacion (3.5 0 4.5).

Propiedades reologicas

El comportamiento reolégico de APA-PCa/b se determind mediante ensayos dinamicos (curva
de flujo) y oscilatorios (barridos de amplitud) en un redmetro Physica MCR 301 (Anton Paar,
Messtechnik, Stuttgart, Alemania) utilizando una geometria de placa conica (1°, 50 mm de
diametro). La temperatura se mantuvo a 4 °C durante las mediciones con un sistema de medicién
y control de temperatura Physica TEK 150P. EI APA-PCaub (~1,5 g) se coloco en la placa a 22
+ 3 °C y se mantuvo en reposo durante 30 min para recuperar la estructura. Las curvas de flujo
del APA-PCap se obtuvieron a un barrido de velocidad de corte de 10-3 a 103 s-1, registrando
los valores de viscosidad aparente del APA-PCap. El software del equipo ajusto los datos al
modelo de Ellis (Ecuacion 1), que describe el comportamiento de los fluidos independiente del
tiempo. Para la prueba oscilatoria se realizaron barridos de amplitud en un rango de deformacién
de 0.01 — 100 % a una frecuencia de 1 Hz para caracterizar la region viscoeléstica lineal (RVL)
(Hernandez-Rodriguez et al., 2014).

Modelo de Ellis con la siguiente ecuacion (1)

_ Mo
= wranp @)
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Donde: # = viscosidad aparente; y = tasa de corte; 5o = viscosidad a baja velocidad de corte; A
= constante de tiempo asociada al tiempo de relajacion de los biopolimeros en solucion, y p =
indice de comportamiento al corte, que tiende a un valor de 1™, donde n es el indice de flujo del
modelo de ley de potencia.

Analisis de datos

Todas las mediciones se realizaron por triplicado utilizando un disefio completamente al azar de
tres experimentos independientes. Los datos se sometieron a analisis de varianza y, cuando
correspondia, a la prueba de comparacion de medias de Tukey. La significacion se establecio
en p<0,05 y los datos se analizaron con el software Statgraphics 7 (Statistical Graphics Corp.,
Manugistics Inc., Cambridge, MA, EE. UU.).

Resultados y discusion

Propiedades reoldgicas de los complejos coacervados

Las curvas de flujo del APA-PCan mostraron una region newtoniana a velocidades de
cizallamiento bajas (0,001 - 0,0016 °%), seguida de una region de adelgazamiento por
cizallamiento a velocidades de cizallamiento intermedias (0,0016 - 100 1) (Figura 1).

Viscosidad aparente (Pa.s)

oo LA | ooy o o o
1E-3 0.01 0.1 1 10 100 1000

Tasa de corte (1/s)

Figura 1. Curvas de flujo de complejos coacervados a diferentes relaciones y pH. APA-PCs.1135 (@),
APA-PCs:/35 (m), APA-PC7.1/35(a), APA-PCz145 (0), APA-PCs.1/45 (0), APA-PCr.1145 (A).

Este comportamiento de flujo es propio de materiales caracterizados por una viscosidad
estructural y se debe a la formacion o reordenamiento de la estructura de red en la que al aplicar
un esfuerzo cortante se rompe, presentando un comportamiento dependiente del corte que podria
recuperarse en condiciones de reposo o equilibrio.

De acuerdo con lo mencionado, los coacervados serian particulas densas en una dispersion,
donde las cadenas de polisacaridos colapsan en lugar de desplegarse, en cuyo caso, el
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adelgazamiento por cizallamiento serd el resultado de la ruptura temporal de interacciones
atractivas dando lugar a la reorganizacion de la estructura de los complejos coacervados.
(Murillo-Martinez et al., 2011; Wee et al., 2014). Los coacervados que presentaron una
viscosidad relativamente superior a 3500 Pa-s a bajas velocidades de cizallamiento (0,001 1)
fueron aquellos formados a pH 3.5. APA-PC7.1/35 tuvo la viscosidad més alta, mientras que
APA-PCz.145tuvo la viscosidad mas baja (Figura 1).

Los datos experimentales de viscosidad aparente se ajustaron (R%>0.97) al modelo de Ellis. De
acuerdo con los valores de los parametros del modelo de Ellis (Cuadro 1), el tiempo de relajacion
(M), el indice de adelgazamiento por cizallamiento (p) y la viscosidad a baja velocidad de corte
(n0) aumentaron a medida que la relacién en peso de APA:PC aumentaba. Esto se debe a que
hay méas moléculas de proteina disponibles para interactuar con las moléculas de polisacarido,
formando una red mas fuerte (Lobato-Calleros et al., 2004).

Los valores de A y n0 fueron mas altos a pH 3.5 que a pH 4.5, lo que puede deberse a una mayor
atraccion entre las cargas de signo opuesto de APA'y PC a pH 3.5 que a pH 4.5. La formacion
de los complejos depende en gran medida del pH, donde la estructura de los complejos a valores
por encima o por debajo del pH dptimo no esta completamente estructurada. Por lo tanto, la red
formada en los coacervados del complejo APA-PCap a pH 3.5 presentaria una red mas
estructurada e interconectada que las formadas a pH 4.5 (Liu et al., 2017). Asi, el complejo
APA-PC7.135 presento los valores mas altos en todos los parametros reologicos, y el APA-
PCs.1/45 los valores mas bajos.

Cuadro 1. Valores medios de los parametros del modelo de Ellis.
APA-PCab A (s) p no (Pa.s)
APA-PC3135 701.26 + 90.30° 0.52+0.0° 8124.30 + 121.40°
APA-PCs.135 1068.50 + 125.10% 0.53 + 0.0° 19541.00 + 156.20°
APA-PC7.135 2907.20 + 74.80° 0.55+ 0.0° 36281.00 + 127.30%
APA-PC3.145 368.74+ 17.109 0.49+0.0% 200450 + 78.40f
APA-PCs.145 1707.50 + 68.20° 0.59 + 0.0*° 14121.00 + 84.80¢
APA-PC7.145 2024.20 + 635.50° 0.60 + 0.0 35381.00 + 341.10°

Los superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre las
medias (p< 0.05). no: viscosidad a baja tasa de corte; A: tiempo constante asociado al tiempo
de relajacion de los biopolimeros en solucion; p: indice de comportamiento al corte.

El parametro A proporciona un orden de la velocidad de corte critica que marca el final de la
region newtoniana y el comienzo de la regién de adelgazamiento por corte (Hernandez-
Rodriguez etal., 2014). En los APA-PCap, a medida que aumentaba la relacion en peso APA:PC,
A aumentaba y 1 disminuia, por lo que la region de adelgazamiento por cizallamiento se desplazé
hacia la derecha a un pH designado, exhibiendo un cambio mas marcado a pH 4.5 (Figura 1) .

Este adelgazamiento por cizallamiento en los coacervados suele ser el resultado de que el
biopolimero se deshaga y, posteriormente, se alinee con el flujo de cizallamiento; por lo tanto,
se requiere una alta concentracion de proteina para contribuir significativamente a la viscosidad
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(Wee et al., 2014). Asi, si el pardmetro p se aproxima a un valor de 1™, donde n es el caudal del
modelo de ley de potencia. Por lo tanto, valores de p mas altos significan que n tendra valores
mas bajos, lo que describe un comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento mas amplio
(Rao, 1999).

En estas circunstancias, a medida que aumentaba la proteina, el valor de p aumentaba
exponiendo una mayor disipacion viscosa y arrastre de los coacervados dando un
comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento méas pronunciado a altas velocidades de
cizallamiento (Crispin-Isidro, et al. 2019).Para la potencial aplicacion de los coacervados en
sistemas alimentarios como agentes estructurantes, se requiere que presenten una alta viscosidad
de cizallamiento cero, adelgazamiento por cizallamiento a altas velocidades de cizallamiento y
una viscoelasticidad significativa donde predomine la componente elastica (G") sobre la viscosa.
(G™) (Hernandez-Rodriguez et al., 2014).

El espectro mecanico del % de deformacion de G" y G de los APA-PCay (Figura 2) se
caracterizo por una RVL donde G" y G presentaron valores constantes a pequefios valores de
% de deformacidn, seguido de una RVL donde se produjo una inflexién hacia abajo de los
valoresde G" y G™” a valores de % de deformacion mas altos. Por lo tanto, las curvas del médulo
los APA-PCa son tipicas de geles débiles que mostraban un comportamiento de adelgazamiento
por deformacion.
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Figura 2. (a). Variacion del mddulo de almacenamiento (G”) como funcion del % de
deformacion de los complejos coacervados de aislado de proteina de amaranto-pectina citrica a
diferentes relaciones y diferente pH. APA-PCz.1/35 (®), APA-PCs.1/35 (m), APA-PC7.1/35 (A),
APA-PC3:.1/45 (0), APA-PCs.145 (0), APA-PC7.145 (A). (b).Variacion del médulo de pérdida
(G™) como funcidn del % de deformacidn de los complejos coacervados de aislado de proteina
de amaranto-pectina citrica a diferentes relaciones y diferente pH. APA-PCs.1/35 (®), APA-
PCs.u/35 (w), APA-PC7.1/35 (A), APA-PCs.1145 (0), APA-PCs:1i45 (0), APA-PCras (A).

Los datos de G (Figura 2a) indicaron que la RVL de los APA-PCqyp ocurrio hasta una
deformacion méaxima de 0.174%. Los datos variaron de la siguiente manera de mayor a menor:
APA-PC3.1/35 (0.174 %) > APA-PCs.135(0.174 %) > APA-PC3.1/45 (0.174 %) > APA-PCs.1/45
(0.174 %) > APA-PC7.145 (0.173 %) > APA-PC7.135 (0.163 %). Estas pruebas oscilatorias
mostraron que el pH y la relacion en peso APA:PC influyeron en la respuesta viscoelastica de
los coacervados; ya que la ruptura y reformacion de enlaces que ocurren a diferentes
velocidades dependeran de una red mas estructurada e interconectada; se puede decir que a bajo
% de deformacion en los APA-PCap se produce una resistencia a la ruptura y a mayor % de
deformacion se produce una deformacion permanente sobre los coacervados (Crispin-Isidro et
al., 2015). Los valores del médulo de almacenamiento (G') en el LVR del APA-PCa/b variaron
de la siguiente manera: APA-PCs.145 (133.0 Pa) < APA-PC3.1/35 (205.0 Pa) < APA-PCs.135
(463.0 Pa) < APA-PCs:1/45(560.0 Pa) < APA-PC7.1/45(1690.0 Pa) < APA-PC7:1/35(11400.0 Pa).

En términos generales, cuanto mayor es el nimero de interacciones que tienen lugar entre las
cadenas de biopolimeros, mayor es el nimero de uniones y mayor el elasticidad de los APA-
PCan. Los valores de G” fueron siempre mayores que los valores de G™* en todo el rango de
deformaciones estudiado, lo que indica que las propiedades solidas predominaron en los APA-
PCan, es decir, las propiedades elasticas predominaron sobre las propiedades viscosas de los
APA-PCap. Se ha informado un comportamiento predominantemente elastico similar para
coacervados complejos formados por aislado de proteina de arroz y goma de linaza (Hasanvand
y Rafe, 2019) y aislado de proteina de canola y goma arabiga (Stone et al., 2014). Por el
contrario, los complejos de coacervados obtenidos a partir de aislado de proteina de guisante-
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alginato de sodio exhibieron un comportamiento predominantemente viscoso (G" > G')
(Mession et al., 2012).

Los valores de G" en la RVL variaron de la siguiente manera: APA-PCs:1/45 (25.8 Pa) < APA-
PCs.1/35 (40.0 Pa) < APA-PCs.1/35(99.7 Pa) < APA-PCs:1/45 (110.0 Pa) < APA-PC7:145 (313.0
Pa) < APA-PC7.135 (1860.0 Pa). Los resultados dindmicos y oscilatorios indicaron que una
relacion de peso APA:PC relativamente alta y un pH bajo dieron como resultado una respuesta
mecanica mas resistente, con parametros reologicos mejorados, debido al aumento de las
interacciones atractivas entre los biopolimeros APA 'y PC.

Conclusiones

Tanto la relacion en peso APA:PC como el valor de pH de formacion influyeron en las
propiedades reoldgicas de los coacervados. A medida que se incrementd la relacion en peso
APA:PC a un pH de formacion constante, los coacervados formados presentaron mayores
parametros viscoelasticos y viscosos. Cuando el valor de pH de la formacion se elevo de 3.5 a
4.5, los coacervados obtenidos presentaron propiedades reolégicas mas bajas. Asi, el coacervado
que presentd mejores propiedades mecanicas fue el formado a pH 3.5y con una relacion en peso
APA:PC de 7:1. Todos los complejos coacervados mostraron viscosidad estructural y
exhibieron un comportamiento de adelgazamiento por cizallamiento a velocidades de
cizallamiento bajas e intermedias (0.0016 - 100 s™). El predominio del mddulo de
almacenamiento (G") sobre el moédulo de pérdida (G") en todo el rango de deformacién
estudiado, indico propiedades predominantemente solidas de la estructura gelatinosa de los
coacervados complejos. Esta informacion podria contribuir a ampliar los usos de los
coacervados complejos en diversos productos alimenticios, como sustitutos de grasas, agentes
estructurales y sistemas protectores bioactivos, entre otros.

Literatura Citada

Ach, D., Briancon, S., Dugas, V., Pelletier, J., Broze, G. and Chevalier, Y. (2015). Influence
of main whey protein components on the mechanism of complex coacervation with acacia gum.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 481, 367-74.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2015.06.006

Anvari, M. and Chung, D. (2016). Dynamic rheological and structural characterization of fish
gelatin-Gum arabic coacervate gels cross-linked by tannic acid. Food Hydrocolloids 60, 516-
524. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2016.04.028

A.0.A.C (1996). Official Methods of Analysis. Association of Official Analytical Chemist.
Washintong, DC.

Bosnea, L.A., Moschakis, T., Nigam, P.S. and Biliaderis, C.G. (2016). Growth adaptation of
probiotics in biopolymer-based coacervate structures to enhance cell viability. LWT - Food
Science and Technology 16, 730-58. https://doi.org/10.1016/j.Iwt.2016.11.056

Condés, M. C., Speroni, F., Mauri, A. y Afidn, M. C. (2012). Physicochemical and structural
properties of amaranth protein isolates treated with high pressure. Innovative Food Science and
Emerging Technologies, 14, 11-17. https://doi.org/10.1016/j.ifset.2011.12.006

134



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

Comert, F., Malanowski, A. J., Azarikia, F., y Dubin, P. L. (2016). Coacervation and
precipitation in  polysaccharide-protein  systems.  Soft Matter 12, 4154-61.
https://doi.org/10.1039/C6SM00044D

Crispin-Isidro, G., Lobato-Calleros, C., Espinosa-Andrews, H., Alvarez-Ramirez, J. and
Vernon-Carter, E. J. (2015). Effect of inulin and agave fructans addition on the rheological,
microstructural and sensory properties of reduced-fat stirred yogurt. LWT—Food Science and
Technology 62(1), 438-444. https://doi.org/10.1016/J.LWT.2014.06.042

Hasanvand, E. and Rafe, A. (2019). Development of vanillin/B-cyclodexterin inclusion
microcapsules using flax seed gum-rice bran protein complex coacervates. International
Journal of Biological Macromolecules 131, 60-66.
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2019.03.066

Hernandez-Rodriguez, L., Lobato-Calleros, C., Pimentel-Gonzalez, D. J. y Vernon-
Carter, E. J. (2014). Lactobacillus plantarum protection by entrapment in whey protein isolate:
k-carrageenan complex coacervates. Food Hydrocolloids, 36, 181-188.
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2013.09.018

Huang, Q.R., Given, P. and Qian, M. (2009). Micro/nanoencapsulation of active food
ingredients. ACS symposium Series Washington DC: American Chemical Society.

Ifeduba, E.A. and Akoh, C.C. (2016). Microencapsulation of stearidonic acid soybean oil in
Maillard reaction-modified complex coacervates. Food Chemistry 199, 524-32.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.12.011

Koupantsis, T., Pavlidou, E. and Paraskevopoulou, A. (2014). Flavour encapsulation in milk
proteins - CMC coacervate-type complexes. Food Hydrocolloids 37, 134-42.
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2016.01.007

Lan, Y., Ohm, J.B., Chen, B. and Rao, J. (2020). Phase behavior, thermodynamic and
microstructure of concentrated pea protein isolate-pectin mixture: Effect of pH, biopolymer
ratio and  pectin  charge  density. Food  Hydrocolloids 101,  105556.
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2019.105556

Liu, J., Shim, Y.Y., Shen, J., Wang, Y. and Reaney, M.J. (2017). Whey protein isolate and
flaxseed (Linum usitatissimum L.) gum electrostatic coacervates: Turbidity and rheology. Food
Hydrocolloids 64, 18-27. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodhyd.2016.10.006

Lobato-Calleros, C., Martinez-Torrijos, O., Sandoval-Castilla, O., Pérez-Orozco, J.P. and
Vernon-Carter, E.J. (2004). Flow and creep compliance properties of reduced fat yogurts
containing protein-based fat replacers. International Dairy Journal 14, 777-82.
http://dx.doi.org/10.1016/j.idairyj.2004.02.012

Mession, J.-L., Assifaoui, A., Lafarge, C., Saurel, R. and Cayot, P. (2012). Protein
aggregation induced by phase separation in a pea proteins-sodium alginate-water ternary
system. Food Hydrocolloids 28, 333-343. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2011.12.022
Moschakis, T. and Biliaderis, C.G. (2017). Biopolymer-based coacervates: Structures,
functionality and applications in food products. Current Opinion in Colloid and Interface
Science 28, 96-109. https://doi.org/10.1016/j.cocis.2017.03.006

Motta, C., Castanheira, I., Gonzales, G. B., Delgado, I., Torres, D., Santos, M., y Matos,
A. S. (2018). Impact of cooking methods and malting on amino acids content in amaranth,
buckwheat and quinoa. Journal of Food Composition and Analysis, 76.
https://doi.org/10.1016/j.jfca.2018.10.001

Muriel, M.J.L., Liu, J., Tan, Y., Zhou, H., Zhang, Z. and McClements, D.J. (2019).
Characterization of electrostatic interactions and complex formation of y-poly-glutamic acid

135



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

(PGA) and e-poly-llysine (PLL) in aqueous solutions. Food Research International 128,
108781. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2019.108781

Murillo-Martinez, M.M., Pedroza-Islas, R., Lobato-Calleros, C., Martinez-Férez, A. and
Vernon-Carter, E.J. (2011). Designing W1/O/W2 double emulsions stabilized by protein-
polysaccharide complexes for producing edible films: rheological, mechanical and water vapour
properties. Food Hydrocolloids 5, 577-585. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2010.06.015
Nesterenko, A., Alric, I., Silvestre, F., y Durrieu, V. (2013). Vegetable proteins in
microencapsulation: Areview of recent interventions and their effectiveness. Industrial Crops
and Products, 42, 469-479. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2012.06.035

Niu, F., Kou, M., Fan, J., Pan, W., Zhi-Juan F., Su, Y., Yang, Y.y Zhou, W. (2018).
Structural characteristics and rheological properties of ovalbumin-gum arabic complex
coacervates. Food Chemistry, 260, 1-6. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.03.141
Perry, L. S., y Blocher, C. W. (2016), Complex Coacervate-based Materials for Biomedicine.
WIREs Nanomedicine and Nanobiotechnology, 835. https://doi.org/10.1002/wnan.1442

Rao, M.A. (1999). Rheology of fluid and semisolid foods. Gaithersburg: Aspen Publishers, Inc.
Souza, C.J.F. and Garcia-Rojas, E.E. (2015). Effects of salt and protein concentrations on the
association and dissociation of ovalbumin-pectin complexes. Food Hydrocolloids 47, 124-9.
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.01.010

Wee, M.S., Nurhazwani, S., Tan, K.W., Goh, K.K., Sims, I.M. and Matia-Merino, L.
(2014). Complex coacervation of an arabinogalactan-protein extracted from the Meryta sinclarii
tree (puka gum) and whey protein isolate. Food Hydrocolloids 42,130-138.
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2014.03.005

Zhu, Y., Bhandari, B., Pang, Z., Liu, X., y Prakash, S. (2019). Protein concentration and
hydrocolloid effect on the rheological and tribological behaviour of resulting protein solution.
LWT- Food Science and Technology, 100, 150-157. https://doi.org/10.1016/j.lwt.2018.10.042

136



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

Propiedades Reologicas de Peliculas Biopoliméricas Basadas en Quitosano,
Acido Oleico y Aceite Esencial de Tomillo

Mitzy Nayeli Estrada-Ramirez?, Salvador Valle-Guadarramal, Eleazar Aguirre-
Mandujano?

Resumen

El desarrollo de recubrimientos y peliculas comestibles ha adquirido mayor importancia debido
a la demanda de disponer de estrategias de conservacion para aumentar la vida de anaquel de
productos frescos. El objetivo del trabajo fue caracterizar recubrimientos de quitosano (Q) y
acido oleico (AO) enriquecidos con aceite esencial de tomillo (AET). Se prepararon emulsiones
con Q, AO y AET en concentraciones de 1.0, 0.0-2.4 y 0.1 %, respectivamente. Se determind el
color, el tamafio de particula y el comportamiento reoldgico de las emulsiones. El tamafio de
gota oscilo entre 0.89-2.45 um y todas las emulsiones exhibieron un comportamiento
adelgazante al corte. Las emulsiones se vaciaron sobre superficies sélidas y formaron peliculas
que se evaluaron en términos de sus propiedades mecanicas y de barrera. Se registraron valores
de esfuerzo de tension entre 10.7-14.3 MPa con porcentajes de elongacion entre 8.4-17.1 %. El
espesor fue mayor a medida que aumentd la concentracion de acido oleico. De manera contraria,
la permeabilidad a vapor de agua disminuy6 con el aumento del acido oleico.

Palabras clave: Comportamiento reoldgico, peliculas biopoliméricas, permeabilidad a vapor
de agua.

Abstract

The development of edible films has acquired importance because of the demand to dispose
preservation strategies to increase shelf-life of fresh produce. The aim of this work was to
develop and characterize chitosan (Q) and oleic acid (OA) films enriched with thyme essential
oil (TEO). Emulsions with Q, OA, and TEO in concentration of 1.0, 0.0-2.4, and 0.1 %,
respectively, were prepared. Color, particle size, and rheological behavior were determined. The
drop size varied between 0.89-2.45 um and all emulsions showed shear-thinning behavior.
Emulsions were cast on solid surfaces and formed films that were evaluated in terms of their
mechanical and barrier properties. Tensile strength varied between 10.7-14.3 MPa and
elongation capacity between 8.4-17.1 %. Thickness was higher as concentration of OA
increased. In contrast, water vapor permeability decreased when OA was present in higher
concentration.

Key words: Edible films, rheological behavior, water vapor permeability.
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Las peliculas y recubrimientos comestibles se han utilizado ampliamente para retener la calidad
y prolongar el tiempo de vida atil de algunas frutas y vegetales. Recientemente se ha
incrementado el interés en el desarrollo de estas tecnologias, debido a las preocupaciones
ambientales que genera el uso de materiales de empaque no biodegradables (Elsabee & Abdou,
2013). Varios materiales son utilizados para elaborar peliculas y recubrimientos, los cuales
generalmente se pueden incluir en tres categorias: hidrocoloides (polisacaridos y proteinas),
lipidos (&cidos grasos y ceras) y compuestos. La mayoria de los recubrimientos compuestos
estan asociados a matrices estructurales hidrofilicas y a compuestos lipidicos hidrofébicos, lo
cual da como resultado el incremento de la efectividad de la pelicula, especialmente en sus
propiedades de barrera al vapor de agua (Galus & Kadzinska, 2015). El quitosano es uno de los
materiales mas atractivos para la elaboracion de recubrimientos comestibles, ya que, ademas de
ser biodegradable, confiere buenas propiedades mecanicas a las peliculas y se ha demostrado su
capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos (Pereda, Amica, & Marcovich,
2012). Sin embargo, su principal inconveniente es su pobre barrera a la humedad, la cual puede
ser mejorada a través de la incorporacién de compuestos lipidicos como el &cido oleico, el cual
al ser un acido graso insaturado esta asociado a varios efectos benéficos a la salud (Pereda et al.,
2012). Enfoques actuales contemplan la incorporacion de aceites esenciales a las formulaciones
de los recubrimientos con la finalidad de extender sus propiedades funcionales, debido a que
estos extractos poseen propiedades antimicrobianas y antioxidantes (Peng & Li, 2014). En este
sentido, la elaboracion de recubrimientos comestibles utilizando quitosano como material
estructural, acido oleico como regulador del balance hidrofilico-lipofilico y aceite esencial de
tomillo como ingrediente activo representa una mezcla multicomponente que no ha sido
reportada y que por lo tanto exige su caracterizacion en términos de su tamafio de particula, sus
propiedades reologicas, asi como de sus propiedades mecanicas y de permeabilidad al vapor de
agua. En tal contexto, el objetivo del trabajo fue caracterizar recubrimientos de quitosano (Q) y
acido oleico (AO) enriquecidos con aceite esencial de tomillo (AET).

Materiales y métodos

Materiales

Se utiliz6 quitosano de peso molecular medio (Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V., México)
como matriz estructural durante la formacién de emulsiones aceite en agua (O/W). La fase
oleosa estuvo constituida por acido oleico (Meyer®, S.A de C.V México, D.F), aceite esencial
de tomillo (Drogueria Cosmopdlita S.A. de C.V., México) y Tween 80 (Hycel de México S.A.
de C.V., Mexico) como emulsificante. Otros reactivos utilizados fueron acido acético glacial
(J.T. Baker, S.A. de C.V. México) e hidroxido de sodio (NaOH) 1N (Sigma Aldrich Inc., USA).
En todos los experimentos se utiliz agua destilada como disolvente.

Preparacion de las emulsiones

Se prepararon seis emulsiones aceite en agua, a partir de una solucion acuosa de quitosano (1 %
p/p), dispersado en acido acético glacial (1 % p/p). La fase lipidica estuvo constituida por aceite
esencial de tomillo a una concentracion constante de 0.1 % (p/p) y acido oleico, cuya
concentracion vario entre 0y 2.4 %, considerando una relacion quitosano:fase lipidica de 1.0:0.1
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a 1:2 (Cuadro 1). Se adicion6 Tween 80 (0.1 % p/p en relacion a la fase lipidica) como
emulsificante y se ajusto el pH de la solucion de quitosano a 5.2 con NaOH 1N.

Caracterizacion de emulsiones

Se evalud color de las emulsiones con un colorimetro (HunterLab, MiniScan® XE Plus, USA),
con resultados expresados como angulo de matiz, cromaticidad y luminosidad. Se determind
tamafio de gota de las emulsiones mediante una técnica de dispersion de luz laser con un equipo
Master Sizer 3000® (Malvern Instruments, Ltd. Worcs., Inglaterra) y se expresé como didmetro
medio ponderado por la superficie (ds2). Se realizd la caracterizacion reologica de las
emulsiones por medio de construccion de curvas de flujo aplicando tasas de corte en el rango
de 102 a 10%-st en un reémetro MRC 301 (Anton Paar, Messtechnik, Stuttgart, Alemania) a
temperatura de 4 °C (Physica TEK 150P), usando una geometria cono-plato, con didmetro de
50 mm y angulo de 1° en el cono (CP50-1-SN29993).

Caracterizacion de peliculas biopoliméricas

Se us6 una técnica de vaciado en placa para la preparacion de las peliculas biopoliméricas. Se
vertieron 10 g de cada emulsién en placas de plastico de 9 cm de didmetro. Se secaron en un
horno de conveccién (Thermo Scientific, USA) a 30+2 °C durante 12 h. Se removieron las
peliculas con ayuda de pinzas de diseccion y se mantuvieron almacenadas a una humedad
relativa de (65 %) por 24 h previas a su caracterizacion. Se evalud espesor de las peliculas con
un micrometro manual (Starret, model 216, USA). Se realizaron pruebas enfocadas a la
determinacion del esfuerzo de tension (ET) y el porcentaje de elongacion (%E). Las mediciones
se realizaron de acuerdo con el método ASTM-882 reportado por Galus y Lenart (2013),
utilizando un texturometro TA-XT2i (Stable Micro Systems UK, Surrey RU), con una celda de
5 kg. Se midio permeabilidad a vapor de agua con el metodo de la copa, definido como método
gravimétrico estandar de la ASTM, E 96-80 (ASTM, 1989).

Analisis de datos

El desarrollo experimental se condujo como con un disefio completamente al azar, considerando
la formulacion o las peliculas como Unica fuente de variacion. Los datos se sometieron a analisis
de varianza complementado con rutinas de comparacion de medias con el estadistico de Tukey
(0.05).

Resultados y discusién

Color

Se registraron diferencias significativas (p < 0.05) en las variables de color medidas en las
emulsiones (Cuadro 1). El aumento en la concentracion de acido oleico genero valores més altos
de luminosidad que confirieron una apariencia blanca a las emulsiones 4, 5y 6, mientras que la
emulsion 1, al poseer un valor méas bajo de luminosidad, se mostrd ligeramente transparente.
Los atributos de color influyen ampliamente en la aceptabilidad del consumidor. En este sentido,
las peliculas y recubrimientos comestibles deben ser incoloros en lo posible para no alterar el
aspecto del producto al que se van a aplicar (Galus & Lenart, 2013).

Los valores del angulo de tono (hue) indicaron que las emulsiones se encuentran en el rango
que va de los tonos amarillos, para las dos primeras emulsiones, hasta los tonos naranja para las
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emulsiones restantes. Respecto a la saturacion del color, los valores fueron bajos, lo cual indica
que las tonalidades que representa el valor de hue son poco intensas.

Cuadro 1. Composicion, parametros de color en términos de luminosidad (L*), angulo de matiz
(H*) y saturacion de color (C*) y didmetro de gota (ds2) de emulsiones de quitosano (Q), aceite

esencial de tomillo (AET) y &cido oleico (AO).

Q AET AO L H* C* ds2
Emulsion | (%) | (%) (%) (um)
1 1.0 0.1 0.0 |69.07+1.19cb | 64.24+4.58a | 1.47+0.09bc | 0.89+0.09d
2 1.0 0.1 0.4 |67.29+1.66c | 64.51+4.52a | 2.16+0.42a | 1.42+0.19c
3 1.0 0.1 0.9 | 72.24+1.62ab | 53.06+£2.24b | 1.63+0.11b | 1.77+0.43bc
4 1.0 0.1 1.4 | 73.83+2.54a |51.37+2.49b | 1.39+0.02bc | 2.08+0.58ab
5 1.0 0.1 1.9 [76.33£1.94a | 49.48+1.60b | 1.38+0.04bc | 2.11+0.46ab
6 1.0 0.1 2.4 | 75.74+2.36a | 48.10+4.58b | 1.21+0.06¢c | 2.45+0.35a
Letras iguales indican diferencia no significativa (Tukey, 0.05).
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Figura 1. Distribucion del tamafio de particula de las emulsiones.

Tamarnio y distribucién de las particulas de las emulsiones

Conforme aumentd la concentracion de &cido oleico (AO) se incremento significativamente el
tamario de gota de las emulsiones, que vario en un rango de 0.89 a 2.45 um. Vargas et al. (2009)
reportaron valores entre 0.4 y 10 um para emulsiones de quitosano y acido oleico, mostrando la
misma tendencia a aumentar de tamafio conforme aumento la cantidad de AO. El tamafio de
gota es un factor determinante para la estabilidad de una emulsién, asi como para la apariencia,
el sabor y la textura (Galus & Kadzinska, 2015). En la Figura (1) se muestra la distribucion del
tamarfio de particula. Todas las emulsiones presentaron una distribucion unimodal, lo cual indico
que la fase lipidica en cada emulsion se distribuyd en forma homogénea en la fase dispersante.
Estos resultados se pueden correlacionar con el tamafio de los glébulos de lipido, ya que entre
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menor es éste ma&s homogenea es la distribucion. Ademaés, Galus y Kazinska (2015)
mencionaron que un alto grado de compatibilidad de los componentes de una emulsion es
responsable de este tipo de comportamiento, lo cual favorece la formacion de peliculas con
menores defectos estructurales.

Comportamiento de flujo de las emulsiones

Los perfiles de viscosidad aparente contra tasa de corte para las distintas emulsiones se muestran
en la Figura 2. Todas las emulsiones presentaron patrones de comportamiento similares en
donde solo se presentd una region con comportamiento adelgazante al corte, ya que la viscosidad
disminuyé gradualmente con el aumento de la tasa de corte, lo cual indica ruptura de enlaces
estructurales que provocan la alineacion de las moléculas en direccion al flujo y la disminucion
de la viscosidad (Murillo-Martinez, Pedroza-Islas, Lobato-Calleros, Martinez-Ferez, & Vernon-
Carter, 2011). Tipicamente, las curvas de flujo se caracterizan por tres regiones: una pequefia
regiéon Newtoniana, donde la viscosidad aparente fue constante; una region media, donde la
viscosidad cambid con la tasa de corte y la Gltima regién donde la pendiente de la curva se
volvié constante. Resultados similares han sido reportados por Hayati, Ching y Rozaini (2016),
donde las curvas de flujo de emulsiones de goma guar y goma xantana no presentaron region
Newtoniana para la estimacion de la viscosidad limitante a tasa de corte cero.

Espesor y propiedades mecéanicas de las peliculas comestibles

El espesor de las peliculas es una caracteristica importante ya que puede modificar las
propiedades mecanicas y la permeabilidad al vapor de agua (Zamudio-Flores et al., 2015). La
pelicula elaborada con la concentracion mas alta de &cido oleico (2.4 %, emulsion E6) presentd
mayor grosor respecto a las peliculas elaboradas a partir de las emulsiones E1 y E2, que
contenian solo aceite de tomillo al 0.1 % y &cido oleico al 0.4 %, respectivamente (Cuadro 2),
lo que indicé que la adicion de &cido oleico afect6 significativamente esta variable. Los valores
de esfuerzo o resistencia a la tension (ET) y el porcentaje de elongacion al corte (%E) de las
peliculas comestibles se muestran en el Cuadro 2. Ninguna de estas propiedades mecéanicas se
vio afectada significativamente por el incremento en la concentracion de acido oleico, lo cual
de debid probablemente a que la diferencia de concentracion entre emulsiones varié poco (0.5
mL). Resultados similares han sido reportados por Ghanbarzadeh y Almasi (2011) en peliculas
de carboximetilcelulosa y acido oleico a concentraciones de 0.3, 0.6 y 0.8 %. Por otro lado,
Vargas et al. (2009) caracterizaron peliculas de quitosano con concentraciones de 1,2y 4 % de
acido oleico y reportaron valores de esfuerzo de tension de 7.4-18.0 MPa, mientras que el
porcentaje de elongacion vario entre 11y 17 %. Respecto a este ultimo, en el presente estudio
se registraron valores bajos, que pueden ser consecuencia de la falta de un material plastificante,
distinto al &cido oleico, dentro de la formulacion de las emulsiones. En contraste, Fabra et al.
(2008), mencionaron que el &cido oleico puro o combinado con cera de abeja ejerce un efecto
plastificante en las peliculas elaboradas con caseinato de sodio, aumentando su elasticidad y
flexibilidad. Varios autores han estudiado el efecto de adicionar aceites esenciales a peliculas
de quitosano basadas en emulsiones y han concluido que todas las propiedades mecanicas
disminuyen cuando a una pelicula de quitosano se le incorpora un lipido (Sanchez-Gonzélez,
Chiralt, Gonzalez-Martinez, & Chafer, 2011). Dada la amplia variacion entre los resultados
reportados en la literatura acerca de estas propiedades, Pereda et al. (2012) concluyeron que este
comportamiento se puede atribuir al grado de desacetilacion y al peso molecular del quitosano,

141



11° Congreso Internacional de Investigacion en Ciencias Basicas y Agronémicas
Universidad Autonoma Chapingo, 22 y 23 de septiembre de 2022
Chapingo, México

a la humedad relativa, a la presencia de diversos plastificantes y a la temperatura de secado de
las peliculas, entre otros factores.
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Figura 2. Cambios en la viscosidad aparente en funcidn de la tasa de corte de las emulsiones.

Permeabilidad a vapor de agua de las peliculas

Los valores de permeabilidad al vapor de agua de las peliculas registraron diferencias
estadisticamente significativas (Cuadro 2). Las peliculas hechas a base de las emulsiones con
las relaciones mas altas de quitosano:fase lipidica, es decir 1:2 y 1:2.5, presentaron los valores
mas bajos de PVA, lo cual ocurrié dado que la fraccidn lipidica de la emulsién esta constituida
por aceite de tomillo y acido oleico. Este Gltimo es un acido graso insaturado que debido a su
naturaleza hidrofébica tiene la funcién de bloguear el transporte de humedad a través de la
pelicula, impartiendo hidrofobicidad a la misma e incluso constituyendo una red a lo largo de la
cadena polimérica que aumenta las propiedades de barrera (Fabra, Jiménez, Atarés, Talens, &
Chiralt, 2009). Aunado a lo anterior, la pelicula hecha a partir de la emulsion E6 fue la que
presento el mayor grosor y varios autores han mencionado que existe una relacion inversamente
proporcional entre este parametro y la PVA (Zamudio-Flores et al., 2015). La PVA de las
peliculas varié entre 1.97x10! y 3.21x10! g m? s Pal. Vargas et al. (2009) mostraron
resultados similares en peliculas de quitosano con acido oleico, mientras que Leceta et al. (2013)
reportaron valores en peliculas de quitosano y glicerol del orden de 8.07x10-10.2 x 10t g m-
1's1 Pal. Por su parte, Peng y Li (2014) obtuvieron 7.52x1011-9.36 x 10t g m? s Pal en
peliculas de quitosano con aceite esencial de tomillo, de limon y de canela.
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Cuadro 2. Espesor, permeabilidad a vapor de agua (PVA), resistencia a la tension (ET) y
capacidad de elongacion de peliculas comestibles formuladas a base de quitosano, &cido oleico

y aceite esencial de tomillo.

PVA ET Elongacion
Pelicula | Espesor (mm) |(gm?s?Pa?) (MPa) (%)

El 0.029+0.013b |3.18 x10-11ab 14.30+1.27a |8.40+1.29b
E2 0.031+£0.006b |3.21 x10-11a 11.04+2.57a | 12.55£3.27ab
E3 0.037+£0.012ab |2.89 x10-11ab 12.14+0.72a |17.18+2.53a
E4 0.045+0.024ab |2.90 x10-11ab 11.03+2.92a |15.10+4.77ab
ES 0.063+0.013ab |1.97 x10-11b 11.0145.37a |12.01+0.65ab

E6 0.076+£0.016a |2.29 x10-11ab 10.72+1.00a |9.94+3.38b

Letras iguales indican diferencia no significativa (Tukey, 0.05). Los datos indican medias +
desviacion estandar.

Conclusiones

La incorporacion de acido oleico a las emulsiones de quitosano y aceite esencial de tomillo
afecto significativamente las variables de luminosidad y tamafio de particula. EI aumento en la
concentracion de acido oleico aumento significativamente el espesor y como consecuencia
redujo la permeabilidad al vapor de agua. Las propiedades mecanicas de las peliculas no se
vieron afectadas por el aumento en la concentracion de la fase lipidica de las mulsiones.
Ademas, se comprobo que el &cido oleico no confirid flexibilidad a las peliculas comestibles.
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Capacidad antioxidante del esparrago bajo diferentes métodos de cultivo

Adela Guadalupe Rosas Rosas?, Juan Guillermo Cruz Castillo?, Diana Guerra Ramirez?,
Ana Maria Castillo Gonzalez?

Resumen

El contenido de fenoles totales, flavonoides, FRAP y ABTS se determinaron en turiones de
esparrago cultivados bajo diferentes métodos; se cosecharon turiones en la localidad de San
Salvador Atenco, Estado de México, una muestra se tomo del cultivo tradicional con
fertilizacion quimica (AQ) y otra de una parcela donde se utilizan alternativas organicas como
el bocashi y el uso de quimicos, un cultivo semi-organico (ASO). Las otras muestras se
obtuvieron en el municipio de Huatusco, Veracruz; una muestra se tomo de una parcela que esta
en asociacion con el cultivo de frijol (HF) y finalmente una muestra de una parcela bajo sombra
(HS), estos ultimos no se aplica ningun tipo de fertilizante y la produccion es para autoconsumo.
Los datos se analizaron bajo un disefio completamente al azar, para fenoles totales, ASO y AQ
fueron estadisticamente iguales con 6.0748 y 6.0748 mg EAG/g respectivamente, pero
diferentes a HS y HF. En cuanto a fenoles, ASO fue estadisticamente superior a HS y HF con
3.3457 mgEC/g. En los ensayos FRAP y ABTS se presentd una superioridad estadistica de ASO
en comparacion con HS y HF, con un contenido de 25.75 umol ET/g y 201.77 pmol Trolox/g
respectivamente. Si bien, los resultados fueron estadisticamente iguales entre ASO y AQ, se
puede tomar la forma semi-organica de cultivo como una alternativa viable para obtener la
calidad deseada en el producto; en cuanto a HF y HS, se tiene un area de oportunidad para
obtener turiones de calidad comercial y no solamente de autoconsumo.

Palabras clave: fenoles, flavonoides, Asparagus officinalis, clorofilas, antioxidantes.
Abstract

The content of total phenols, flavonoids, FRAP and ABTS were determined in asparagus shoots
grown under different methods; shoots were harvested in the town of San Salvador Atenco,
State of Mexico, one sample was taken from the traditional crop with chemical fertilization
(AQ) and another from a plot where organic alternatives such as bocashi and the use of
chemicals are used, a semi-organic crop (ASO). The other samples were obtained in the
municipality of Huatusco, Veracruz; one sample was taken from a plot that is in association with
the cultivation of beans (HF) and finally a sample from a plot under shade (HS), the latter is not
applied any type of fertilizer and the production is for self-consumption. Data were analyzed
under a completely randomized design, for total phenols, ASO and AQ were
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statistically equal with 6.0748 and 6.0748 mg EAG/g respectively, but different from HS and
HF. For phenols, ASO was statistically superior to HS and HF with 3.3457 mg EAG/g. In the
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FRAP and ABTS trials, ASO was statistically superior to HS and HF, with a content of 25.75
pmol ET/g and 201.77 umol Trolox/g, respectively. Although the results were statistically equal
between ASO and AQ, the semi-organic form of cultivation can be taken as a viable alternative
to obtain the desired quality of the product; as for HF and HS, there is an area of opportunity to
obtain commercial quality shoots and not only for self-consumption.

Keywords: phenols, flavonoids, Asparagus officinalis, chlorophys, antioxidants.
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Introduccion

El esparrago (Asparagus officinalis L.) es una planta herbacea perenne, el cultivo permanece en
el suelo de 8 a 10 afios. La planta estd formada por una parte subterranea y una aérea; la “garra”
es la parte subterranea y esta conformada por un rizoma principal, el cual es un tallo modificado
gue acttia como union entre el sistema radical y la parte aérea, y unas raicillas secundarias.

La parte aérea es denominada helecho o follaje y estd constituida por tallos erectos y hojas
modificadas. Es aqui donde se desarrollan las flores y los frutos y cumple la funcién de convertir
sustancias quimicas en materia organica para poder elaborar las reservas necesarias que durante
el afio siguiente haran posible el desarrollo de los esparragos o “turiones” (Figura 1) (del Pozo-
L, 1999).

Turiones
(tallos)

Helecho «

Corona «

Figura 1. Anatomia de la planta de esparrago

Durante los dltimos afios, la produccion de esparragos ha tenido un alza notable, debido a la
preferencia del mercado internacional, lo que permite a los productores obtener elevados
beneficios monetarios de este cultivo. A nivel mundial, una de cada cien toneladas cosechadas
proviene del campo mexicano, China es el mayor productor con 7,984,812 t, lo cual representa
el 88% del volumen total (SIAP, 2018).

México es el tercer productor mundial con 277,682 t, de las cuales Sonora aporta la mayoria
con un volumen de 174,811 t, que significa 6,049,000 de pesos por su venta (Figura 2). Estados
Unidos es el principal consumidor y al cual se le exporta el 90% de la produccion nacional;
ademas, se exporta a paises como Espafia, Chile, Japon, Belice, Nueva Zelanda, Panam4, China
y Costa Rica (SIAP, 2018).
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Benk Entidad Regién Volumen Variacion (%)
federativa (toneladas) 2017-2018
Sonora Noroeste 17481 191
A Guanajuato Centro-Occidente 36,847 109
Baja California Noroeste 33,444 69
Baja California Sur Noroeste 21436 -n2
Querétaro Centro-Occidente 6,592 58
Michoacan Centro-Occidente 1899 83
Durango Noreste 841 274
Sinaloa Noroeste 581 589
San Luis Potosi Centro-Occidente 336 424
Jalisco Centro-Occidente 260 -07
Resto 637 -187

Figura 2. Produccidn de esparrago en México

Nutricion y métodos de cultivo

La planta de esparrago tiene ciertas demandas de nutrimentos sin las cuales no se desarrolla de
forma favorable; en el caso del nitrdgeno, es absorbido en grandes cantidades, sobre todo en los
primeros afos de la planta, la falta de este nutrimento reduce el crecimiento y disminuye el
contenido de clorofila; en el caso del fosforo, va a estimular el crecimiento radicular y a regular
el vigor de la planta, por lo que es muy importante su presencia; el potasio es necesario para el
proceso de absorcion y translocacion hacia las zonas de reserva, asi como para el transporte de
carbohidratos; asi mismo, requiere micronutrimentos en pequefias cantidades pero de suma
importancia, tales como el calcio que ayuda al crecimiento del sistema radicular y el boro que
es necesario para las paredes celulares (Ramirez, 2009).

Debido a la creciente demanda por regresar a una agricultura sostenible, en donde se dafie lo
menos posible al ambiente, se han buscado alternativas de nutricién de una manera organica, tal
es el caso de bocashi, el cual es una abono organico utilizado por los japoneses desde hace
afios, su composicion varia segun la materia disponible en la regidn, pero un ejemplo puede ser
el que se compone de carbdn vegetal, estiércol, paja, melaza, levadura, cal y agua; estos
elementos se someten a un proceso aerébico de descomposiciény posteriormente son integrados
al suelo para aumentar la cantidad de microorganismos en este, ademas de mejorar las
caracteristicas fisicas y aportar nutrimentos a las plantas que se veran reflejados en su calidad
nutricia y nutraceltica

(Boudet et al, 2015).

Compuestos bioactivos con valor nutracéeutico en el esparrago.

Los fitoquimicos son metabolitos de origen vegetal que tienen compuestos preventivos de las
enfermedades, a pesar de que tienen baja potencia como compuestos bioactivos (comparado con
los medicamentos farmacéuticos), pero si son ingeridos regularmente y en cantidades
significativas como parte de la dieta, pueden tener un efecto fisiologico perceptible a largo plazo
(Espin et al.,

2007).
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Los nutracéuticos se definen como sustancias quimicas que se pueden encontrar en los
componentes naturales de los alimentos, se ha determinado que benefician a la salud, ya que
previenen alguna enfermedad o mejoran el estado fisiologico del individuo, es decir, que este
tipo de sustancias proporcionan beneficios mas alla de su papel esencial en el crecimiento
normal o mantenimiento del cuerpo humano, por ejemplo, las propiedades antioxidantes de las
vitaminas C y E (Wildman, 2001).

El esparrago verde proporciona un aporte calérico bajo, alrededor de 22-35 kcal/100 g, por lo
que se le considera un alimento ideal para su inclusién en dietas de adelgazamiento, ademas
tienen una importante presencia de minerales, vitaminas, acido folico y proteinas calidad.
Respecto a los compuestos bioactivos, en la herbolaria tradicional china se han usado extractos
de esparrago como tonico, laxante, diuréticos, etc. (Kamat et al. 2000). Esta hortaliza contiene
fitoquimicos como fenoles, saponinas, esteroles, polisacaridos, oligosacaridos, flavonoides y
fibra dietética; ademas de propiedades antioxidantes, antiepilépticas, antitumorales y ayuda a
disminuir los niveles de colesterol en el organismo (Qingbig et al., 2020).

Algunos de estos compuestos otorgan propiedades antioxidantes al esparrago, tal es el caso de
la alta concentracion de flavonoides, especialmente la rutina; asi mismo algunas saponinas
ayudan a este poder antioxidante. (Montafio-Leyva et al, 2019)

La calidad de los productos es uno de los factores que permiten obtener un producto diferenciado
y asi competir con el resto en el mercado. En cuanto a esparragos se refiere, la FAO menciona
en la norma para el esparrago (CODEX STAN 225-2001) que, dentro de las disposiciones
relativas a la calidad, los requisitos minimos implican: esparragos enteros, sanos y exentos de
podredumbre o deterioro que hagan que no sean aptos para el consumo; libres de cualquier
materia extrafa visible, de plagas y de dafios por los mismos, libres de humedad externa anormal
y cualquier olor/sabores extrafios; aspecto y olor frescos. Asi mismo los turiones no deberan
estar huecos, partidos, pelados ni quebrados. Dentro de la misma norma se establecen criterios
para categorizar la calidad del esparrago. Segun las disposiciones establecidas existen tres
categorias; extra, categoria | y Il. Aunque si bien es cierto que obtener una produccion de
categoria extra depende de un adecuado manejo integrado del cultivo, los nutrientes juegan un
papel importante dentro de los factores que influyen en la produccién final. Existen diferentes
parametros fisicos y bioguimicos que pueden ser potencializados con los nutrientes adecuados.
Se ha demostrado que la produccion de turiones de primera calidad presenta una estrecha
relacion con el contenido de nutrientes que se almacenaron a lo largo del desarrollo de la
esparraguera, por tal motivo la aplicacién de fertilizantes es una herramienta que permite
asegurar un adecuado crecimiento y por ende mayor almacenamiento de carbohidratos

Como ejemplo de la importancia de la disponibilidad de los nutrientes durante el desarrollo de
la planta se pueden mencionar: niveles o dosis de nitrogeno y potasio elevados provocan el
incremento en el contenido de nutrientes en la hoja y la produccion de turiones son de primera
calidad; la influencia de P, el cual permite reducir la fibrosidad de los turiones y al mismo tiempo
tiene influencia favorable sobre el sabor de este (Moreau y Zuang, 1977). Morales (1990),
observo que en suelos donde el contenido de K no era suficiente, los nutrientes en la primera
hoja disminuyen y por ende la produccion de turiones de primera se veia deteriorada.
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Por lo anterior, es importante obtener turiones de la calidad demandada por el mercado, asi como
con el contenido de nutrientes y de compuestos bioactivos que los caracterizan, esto se puede
lograr tomando en cuenta el método de cultivo bajo el que se desarrollen, por lo anterior el
presente trabajo tiene como objetivo hacer una comparacién de estos compuestos que otorgan
una caracteristica antioxidante a los esparragos, segun el medio en el que fueron cultivados.

Materiales y métodos

Se obtuvo el material vegetal de dos sitios distintos: Huatusco, Veracruz y San Salvador Atenco,
Estado de México; en el primer sitio se obtuvieron dos muestras, una bajo sombra u otra en
asociacion con frijol. En el segundo sitio también se obtuvieron dos muestras, una fertilizada de
manera semi-organica y la otra con fertilizante quimica.

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de Productos Naturales en el area de Quimica de
Preparatoria Agricola, en la Universidad Autonoma Chapingo, se pesaron 100 g, se picaron y
se colocaron en tubos falcon, se ingresaron en nitrogeno liquido para posteriormente liofilizarlas
(Liofilizador LABCONCO) durante cinco dias.

Obtencidn de extracto

En un tubo falcon se mezcl6 un gramo de muestra liofilizada con 25 mL de metanol al 80 %, se
agito en vortex de la marca SymphonyTM por un minuto, posteriormente se ajusto el pH a 3,
se agitd en vortex nuevamente por 3 minutos, después se sonico durante 15 minutos, y se agito
en incubadora durante 30 minutos, finalmente de centrifugd durante 15 minutos y el
sobrenadante se aforé a 10 mL con metanol al 80%.

Fenoles totales

La determinacion de fenoles se realizé por el método de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi,
1965), las lecturas se realizaron en un lector de microplacas equipado con bombas de inyeccion
automatica y el software de analisis de datos Gen5TMdata®; en cada pozo de la microplaca se
colocaron 25uL de extracto, 125 L de agua destilada, 20 pL de disolucion de Folin-Ciocalteu
(reactivo marca Sigma-Aldrich) y 30 pL de Na2CO3 al 20 %. Se dejo reposar 30 minutos en la
obscuridad y se ley6 a una absorbancia de 760 nm.

Flavonoides

Los flavonoides fueron determinados por el método de la quercetina descrito por Kubola &
Siriamonrpun en el 2011, con modificaciones. Se realiz6 una curva patron de quercetina con 10
mg de quercetina (marca Sigma-Aldrich), aforada a 10 mL de metanol al 80 %.

En tubos falcon, se colocaron 0.5 mL de la muestra o curva, 4.3 mL de agua destilada, 0.1 mL
de una disolucion de cloruro de aluminio hexahidratado al 10% y 0.1mL de acetato de potasio
1M; estas diluciones se llevaron al vortex a 3000 rpm durante tres minutos. Se dejaron reposar
durante

30 minutos para finalmente colocar 200 pL de la dilucién en los pozos de la microplaca y leer
a una absorbancia de 415 nm.
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Ensayo ABTS

El ensayo ABTS se realiz6 con el método descrito por Re, Pellegrini, Proteggente, Pannala,
Yang & Rice-Evans en 1999, se prepar6 una disoluciéon de 40.6 mg de reactivo ABTS marca
Sigma- Aldrich, aforado a 10 mL de agua destilada y otra de 17.57 mg de persulfato de potasio
marca Baker, aforado a 25 mL de agua destilada. Se mezclaron 10 mL de cada una de estas
disoluciones y esta mezcla se dejo reposar durante 16 horas para obtener la disolucion del radical
ABTS.

Se realiz6 una curva de Trolox, se pesaron 12.5 mg de Trolox marca Sigma-Aldrich y se afor6
a 50 mL con metanol al 80 %. Para la medicion de la absorbancia en la microplaca se colocaron
20 L del extracto y se completé con 180 pL de la disolucion radical ABTS, se dejé reposar
durante 10 minutos y se realizaron las mediciones de la absorbancia a 734 nm.

Ensayo FRAP

Para este ensayo se utilizd la misma curva patron de Trolox que en el ensayo ABTS. Se realiz
con la técnica propuesta por Benzie & Strain en 1996, se preparo la disolucion de FRAP con 10
mL de buffer de acetato (300 mM), 1 mL de solucién TPTZ (10 mM) y 1 mL FeCI36H20 (20
mM). Se colocaron 20 pL de extracto, 180 pL de disolucion de FRAP y 60 L de agua destilada
en la microplaca, se dejé reposar 10 minutos y se midio la absorbancia a 595 nm.

Disefio experimental

Para el andlisis de los datos de utilizé un disefio completamente al azar, la unidad experimental
constod de 100 g de material fresco por tratamiento (método de cultivo), los ensayos se hicieron
por triplicado. Los datos obtenidos se analizaron con el programa estadistico SAS 9.0.

Resultados y discusion

Fenoles totales y flavonoides

El contenido de fenoles totales en los turiones de esparrago analizados en este estudio esta en el
rango de los 3.6326 y 6.0748 mg EAG/g (Figura 3-A). Las diferencias minimas significativas
en fenoles totales se determinaron entre tratamientos, los tratamientos superiores
estadisticamente fueron ASO y AQ v los tratamientos estadisticamente inferiores fueron HS y
HF; similar reportado por Slatnar et al (2018), de 4.45 a 6.85 mg EAG/g y superior a lo reportado
por Véliz (2018) de 2.38 mg EAG/g en esparrago blanco. Fan eta al (2014) reporta un total de
4.43 mg EAG/g; sin embargo, no hay informacion al respecto que compare distintos métodos
de cultivo, pero dado a que el clima idoneo para producir esparragos es templado, se puede decir
que este puede afectar en el caso de los esparragos colectados en Huatusco ya que es un clima
tropical, ademas de la falta de nutrimentos en el suelo.

Al igual que los fenoles, los flavonoides se determinaron entre tratamientos, HF fue
estadisticamente inferior a todos los demas con contenido de 1.0291 mgEC/g, ASO y AQ fueron
estadisticamente iguales con 3.3457 y 2.9109 mgEC/qg respectivamente (Figura 3-D). Alventosa
(2009) reporta un contenido de 0.6 al.8 mg EC/g en harina de esparrago, es posible que el
tratamiento térmico al que se sometid el esparrago para hacer la harina, mermara el contenido
de flavonoides.

Actividad antioxidante por ABTS y FRAP
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Al igual que las determinaciones anteriores, ASO y AQ son estadisticamente iguales en cuanto
a ABTSy FRAP, En el caso de HS y HF son estadisticamente iguales en FRAP con u contenido
de 16.546 y 12.823 umol ET/g respectivamente, no igual para el caso de ABTS, donde HF es
estadisticamente inferior con 124.16 respecto a HS con 148.29 umol Trolox/g. Veliz (2018)
reporta en contenido de 34.49 umol Trolox/g para ABTS, un valor inferior a lo obtenido en este
ensayo, sin embargo, se puede deber a que es esparrago blanco. Fan et al (2014) reportan un
total de 105 umol Trolox/g, inferior a lo obtenido en este ensayo
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Figura 3. Fenoles totales (A), FRAP (B), ABTS (C) y Flavonoides(D), en esparrago bajo diferentes métodos de
cultivo: Atenco Semi-organico (ASO), Atenco Quimico (AQ), Huatusco bajo sombra (HS) y Huatusco en
asociacion con frijol (HF). Letras diferentes (a-c) significan una diferencia estadistica significativa entre los
esparragos de diferentes métodos de cultivo, por la prueba de la Diferencia Minima Significativa con un 0=0.005.

Conclusiones

La actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales, asi como de flavonoides, son
estadisticamente superiores en esparragos cultivados en San Salvador Atenco, ya sea quimica o
semi-organicamente, en comparacion con los cultivados en Huatusco, Veracruz. La asociacion
con frijol presenta los resultados menos favorables. La falta de un manejo integral en la
produccion de Huatusco se ve reflejada en la calidad de sus turiones, lo que representa un area
de oportunidad para aumentar los rendimientos y la calidad del producto en esta zona.
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Propuesta de material didactico audiovisual para promover el aprendizaje
significativo de rapidez de reaccion

Nadia Alejandra Romero-Huerta' y Graciela Huerta Miranda?®
Resumen

El aprendizaje de la quimica es dificil, pues requiere que el estudiante sea capaz de relacionar
el mundo macroscépico que percibe con un mundo nanoscopico basado en atomos y moléculas
que no puede percibir, y debe, ademas, poder aprender un sistema de simbolos necesarios para
su representacion. Nakamutsu (2012). El presente trabajo aborda la creacion de un material
didactico de caracter constructivista cognitivo, en formato de pagina web y recursos
audiovisuales que concilia los tres niveles de pensamiento quimico propuestos por Johnstone
(1991), con el objetivo de promover el aprendizaje significativo de rapidez de reaccion en los
estudiantes de nivel medio superior (NMS). Los objetivos incluyen a) describir y evaluar como
los alumnos modelan y atribuyen significado sobre el tema b) describir las caracteristicas del
material didactico que promueven el aprendizaje significativo y ¢) comparar los resultados
obtenidos al utilizar el material con dos poblaciones distintas de NMS. Se trabajo con un total
de 53 alumnos: 18 pertenecen al Colegio de Ciencias y Humanidades, y 35 alumnos de la
Escuela Nacional Preparatoria 5 "José Vasconcelos", quienes presentaron instrumentos de
evaluacion pre y post test en torno a 2 tipos de investigacion: Semi experimental: Se compararon
conocimientos sobre rapidez de reaccion y factores que la modifican. No experimental: Se
compar0 la autopercepcion del conocimiento, su aplicaciéon, argumentacion y modelos
realizados por los alumnos. El uso de este material didactico redujo la presencia de concepciones
alternativas, estimul6 la motivacion y participacion estudiantil, mejor6 la autopercepcion y
conocimiento en ambas poblaciones.

Palabras clave: Aprendizaje significativo, rapidez de reaccidn, niveles de pensamiento
quimico.

Abstract

Learning chemistry is difficult because it requires the students to be able to relate the
macroscopic world they perceive to a nanoscopic world based on atoms and molecules that they
cannot perceive, and must also be able to learn a system of symbols necessary for its
representation. Nakamutsu (2012). The present work deals with the creation of a didactic
material of a cognitive constructivist nature, in the format of a web page and audiovisual
resources that reconciles the three levels of chemical thinking proposed by Johnstone (1991),
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with the objective of promoting the significant learning of reaction speed in high school students

(HSS). The objectives include a) to describe how students model and attribute meaning on the
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topic b) to describe the characteristics of the didactic material that promote meaningful learning
and c) to compare the results obtained when using the material with two different populations
of HSS. We worked with a total of 53 students: 18 belong to the Colegio de Ciencias y
Humanidades, and 35 students from the Escuela Nacional Preparatoria 5 "José Vasconcelos",
who presented pre and post test evaluation instruments around 2 types of research: (a) Semi-
experimental: Knowledge of reaction speed and factors that modify it were compared. b) Non-
experimental: The self-perception of knowledge, its application, argumentation and models
made by the students were compared. The use of this didactic material reduced the presence of
alternative conceptions, stimulated student motivation and participation, improved self-
perception and knowledge in both populations.

Keywords: Meaningful learning, reaction speed, Johnstone's triangle
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Introduccion

La quimica es una rama de la ciencia de vital importancia. En su ensefianza, se incorporan
conceptos abstractos que, de acuerdo con Taber (2002), son centrales para el aprendizaje
posterior tanto de quimica como de otras ciencias. Los principios de la quimica se encuentran
en la biologia, fisica, geologia, astronomia, medicina, ingenieria y otras. Incluso si los alumnos
no pretenden estudiar alguna carrera del area cientifica, tener un entendimiento basico de la
quimica les permite comprender el mundo y los fendmenos que experimentan en su vida diaria;
ademas, como resalta Nakamatsu (2012), les permite enterarse del desarrollo tecnol6gico y
cientifico que afecta diariamente nuestras vidas.

A pesar de su importancia, diversos autores (Anders y Berg 2005, Jegede 2007, Salta y
Koulougliotis 2012, Galaj 2014) indican bajos niveles de motivacion en los alumnos en el
aprendizaje de la quimica, fendmeno que traspasa fronteras.

Un factor que se repite como causal es la dificultad inherente a su aprendizaje. Nakamutsu
(2012), con base en la en la propuesta del triangulo de Johnstone (1991), refiere que el
aprendizaje de la quimica es dificil, pues requiere que el estudiante sea capaz de relacionar el
mundo macroscépico que percibe con un mundo nanoscépico basado en atomos y moléculas
que no puede percibir, y debe, ademas, poder aprender un sistema de simbolos necesarios para
su representacion.Son numerosas las investigaciones que reportan dificultades en los
aprendizajes debido a las exigencias del manejo simultaneo de estos niveles (Treagust y
Chandrasegaran, 2009 Van Berkel, Pilot y Bulte, 2009), ademas, los estudiantes tienen una
comprension limitada de la triple relacién entre las representaciones macroscopicas,
nanoscopicas y simbdlicas en quimica (Andersson, 1986; Ben-Zvi, Eylon y Silberstein, 1986,
1987; Gabel, 1998, 1999; Gabel, Samuel y Hunn, 1987; Johnstone, 1993; Nakhleh y Krajcik,
1994).

El tema por desarrollar aborda la creacion de un material didactico en formato de pagina web y
recursos audiovisuales que concilia los tres niveles de pensamiento quimico propuestos por
Johnstone en 1991, con el objetivo de promover el aprendizaje significativo de rapidez de
reaccion en los estudiantes de nivel medio superior.

Se describe y evalla el material didactico audiovisual y los aprendizajes logrados sobre rapidez
de reaccidn por alumnos de dos poblaciones con caracteristicas muy distintas entre si; una cuyos
alumnos han seleccionado la materia de Quimica IV como optativa de estudio del Area 2
(Ciencias bioldgicas y de la salud) Grupo A, y otra cuyos alumnos pertenecen a un grupo de
Programa de Apoyo al Egreso, en el que se encuentran cursando Quimica I11 pues han reprobado
la materia con anterioridad, Grupo B. Los grupos pertenecen a la Escuela Nacional Preparatoria
(ENP) y al Colegio de Ciencias y Humanidades (CCH) y respectivamente.
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Planteamiento del Problema

El tridngulo de Johnstone es una representacion de los tres niveles en los que la quimica puede
ensefarse: sensorial (nivel macroscopico), &tomos y moléculas (nanoscopico) y combinaciones
de simbolos y signos (simbdlico). Este caracter multi representacional de la naturaleza de la
qguimica es una poderosa herramienta para interpretar los fendmenos naturales (Tsaparlis,
Kolioulis, y Pappa, 2010) como también una potencial barrera para los aprendizajes.

Gabel (1999) sugirié que el principal obstaculo para la comprension de la quimica no es solo la
existencia de las tres formas de representacion, sino también que la ensefianza de la quimica se
basa predominantemente en el tipo mas abstracto: el simbolico.

En la educacion media superior ya se requiere que los alumnos transiten entre los tres niveles
por lo que es necesario facilitar su comprension y traduccion; una forma de hacerlo es mediante
la incorporacién de materiales didacticos especificos para este fin.

Justificacion

Sobre la Ensefianza de Cinética Quimica a Nivel Medio Superior

La cinética quimica es el area de la quimica gue tiene relacion con la rapidez con la que ocurre
una reaccion quimica, que es el cambio en la concentracion de un reactivo o de un producto con
respecto al tiempo (Chang, 2003). La cinética quimica es un concepto introductorio importante
en los cursos de quimica, abarca muchos conceptos quimicos fundamentales; rapidez de
reaccion, energia de activacion, factores que afectan a la rapidez de reaccion, teoria de las
colisiones, catalizadores y, en niveles mas avanzados, entalpia y mecanismo de reaccion.

Sobre la Conciliacion del Triangulo de Johnstone

Johnstone en su articulo “La ensefianza de la quimica, ;(logica o psicoldgica?” indica lo
siguiente: “Es una locura psicologica presentar a los alumnos ideas en los tres niveles
simultdneamente. Aqui esta el origen de muchos conceptos erroneos. “El quimico entrenado
puede mantener estos tres niveles en equilibrio, pero no el alumno” (Johnstone, 2000, p.9). Al-
Balushi (2013) afirma que la principal dificultad de la ensefianza de la quimica es que los
estudiantes deben realizar traducciones entre los niveles nanoscopico y macroscopico y ser
capaces de construir una representacion para un determinado fendmeno utilizando el nivel
simbdlico.

Contrario a esta declaracion de Johnstone, y tomando en consideracion la afirmacion de Al-
Balushi, me permito plantear la hip6tesis de que el problema radica precisamente en la
ensefianza segmentada de la quimica, que se concentra en uno o dos niveles de pensamiento
simultaneamente, dejando al alumno la responsabilidad de realizar las traducciones entre ellos.

Desde mi punto de vista, las dificultades de aprendizaje y el surgimiento de concepciones

alternativas se encuentran en la inadecuada traduccion entre niveles y los intentos en solitario
de los alumnos para unir estas piezas que le han sido concedidas por separado.
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La dificultad asociada a la traduccion de esta experiencia sensorial al nivel simbdlico y
nanoscopico es evidente al pedirle al alumno que reconozca o escriba la ecuacion quimica que
corresponda, utilice signos o haga modelos para explicar el fendmeno presenciado, o que
justifique lo sucedido utilizando términos como “atomos”, “moléculas”, “iones”, etcétera. Me
parece insensato esperar que los alumnos puedan realizarlo con éxito si Unicamente han

enfrentado cada una de estas pruebas por separado o en distintos momentos del curso.

El objetivo de este material didactico es facilitar dichas asociaciones en alumnos de nivel medio
superior al utilizar las multiples representaciones simultaneamente.

Para el cumplimiento de los objetivos del presente trabajo, se decidio que el material didactico
fuera de tipo audiovisual dado que la experimentacion, por si sola, no permite al alumno acceder
al papel que tienen las colisiones entre entidades nanoscdpicas y abstractas en la explicacion de
los cambios reales y visibles de la rapidez de reaccion.

Es a través de las simulaciones que se presenta un modelo tedrico mas alejado de la realidad
perceptiva, necesario para comprender que los cambios en la rapidez de reaccidn no se producen
simplemente por las diferentes dimensiones fisicas de, por ejemplo, los trozos de zinc utilizados,
los cambios de temperatura o los cambios en la concentracion de los reactivos. Como refieren
Cachapuz y Maskill (1987), los cambios producidos en la frecuencia de colisién son la idea
fundamental que hay que comprender. Esta superposicion de niveles de representacion
Gnicamente se podria lograr mediante videos por tratarse de un material accesible para la
mayoria de la poblacion estudiantil.

Sobre la Eleccion de Material Didactico Audiovisual

El video didactico tiene una intencién motivadora ya que mas que transmitir informacion
exhaustiva y sistematizada sobre el tema, pretende abrir interrogantes, suscitar problemas,
despertar el interés de los alumnos, inquietar y generar una dindmica participativa.

Jacobs (2012) demostr6 que el uso de videos podia conducir a la participacion en el aula en un
contexto de educacion superior. Ademas, varios estudios han revelado que el uso de videos
educativos en el aula como enfoque clave puede mejorar la participacion de los estudiantes. Este
enfoque se recomienda en todas las disciplinas de educacion superior (Sherin, M. y Elizabeth
V., 2009; Sherin, M. y Han, 2004; Zhang, Zhou, Briggs, y Nunamaker, 2006).

Otras experiencias exitosas en el uso de los videos con fines educativos son los trabajos
realizados por (De la Fuente, Hernandez, y Pra, 2018), (Rodriguez y Fernandez, 2017) y
(Ramirez, 2010), quienes los utilizaron para desarrollar procesos de ensefianza aprendizaje de
asignaturas con componentes cuantitativos como las finanzas, la matematica y la estadistica.

El material audiovisual relne experimentos y simulaciones, involucra la formulacion de
predicciones, la observacion directa, la sintesis de las ideas o conceptos comprendidos de los
fendmenos naturales, en este caso, relacionados con la cinética quimica. En suma, el material
didactico generado no se limita a ser un video, o una coleccion de estos. Es una pagina web que
permite al docente y al alumno acceder a una diversidad de experiencias, a una hoja de trabajo
que hace de guia, a evaluaciones, a materiales extra como ejercicios y a una presentacion para
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la socializacién de los aprendizajes. EI material se encuentra enriquecido por dos personajes que
guian a los alumnos en su exploracion sobre la rapidez de reaccion y facilitan la
contextualizacion de sus aprendizajes.

Conceptualizacion Psicopedagogica

Ausubel acufia el concepto de “aprendizaje significativo” para distinguirlo del repetitivo o
memoristico (Ausubel, 1963) a partir de la idea de Piaget sobre el papel que desempefian los
conocimientos previos en la adquisicion de nueva informacidn y conocimientos.

Novak (1982), a partir de los trabajos de Ausubel sobre la asimilacion de los conocimientos, nos
dice que “el nuevo aprendizaje depende de la cantidad y de la calidad de las estructuras de
organizacion cognoscitivas existentes en la persona”. Asi, para Ausubel y Novak, lo
fundamental, por lo tanto, es conocer las ideas previas de los alumnos. En consecuencia, segln
la posicién constructivista, el conocimiento no es una copia fiel de la realidad, sino una
construccion del ser humano.

Dicho proceso de construccion, de acuerdo con lo recuperado con Tiinnermann (2011), depende
de dos aspectos fundamentales: a).De los conocimientos previos o representacion que se tenga
de la nueva informacion, o de la actividad o tarea a resolver. b).De la actividad externa o interna
que el aprendiz realice al respecto.

De acuerdo con la doctora Frida Diaz-Barriga y el maestro Gerardo Hernandez Rojas (2002),
dos de los principios educativos asociados con una concepcion constructivista del aprendizaje y
la ensefianza que tienen relevancia para este trabajo son los siguientes: a).El aprendizaje requiere
contextualizacion: los aprendices deben trabajar con tareas auténticas y significativas
culturalmente, y necesitan aprender a resolver problemas con sentido. b).El aprendizaje se
facilita con apoyos que conduzcan a la construccién de puentes cognitivos entre 1o nuevo y lo
familiar, y con materiales de aprendizaje potencialmente significativos.

En las estrategias de ensefianza y en materiales didacticos pueden convivir elementos de las
distintas vertientes constructivistas. El constructivismo cognitivo parte esencialmente de la
teoria piagetiana. Para Piaget, efectivamente, el proceso de construccion de los conocimientos
es un proceso individual que tiene lugar en la mente de las personas, que es donde se encuentran
almacenadas sus representaciones del mundo. El aprendizaje es, por tanto, un proceso interno
que consiste en relacionar la nueva informacion con las representaciones preexistentes, lo que
da lugar a la revision, modificacién, reorganizacion y diferenciacion de esas representaciones.
Ahora bien, como sostienen Serrano y Pons (2011), aunque el aprendizaje es un proceso
intramental, puede ser guiado mediante la interaccion con otras personas, en el sentido de que
"los otros" son potenciales generadores de contradicciones que el sujeto se vera obligado a
superar.

Instrumentos de Evaluacion

El KPSI (Knowledge and Prior Study Inventory) es un instrumento para la regulacion del
proceso e aprendizaje y representa un cuestionario de autoevaluacién del alumnado (Arellano
et al. 2008). El objetivo de este instrumento es obtener informacion sobre la percepcién que el
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sujeto tiene de su grado de conocimiento en relacién con los contenidos que estudiara; tomando

en cuenta a Ausubel,

dichas estructuras prexistentes son esenciales en el aprendizaje significativo.

El KPSI disefiado por Tamir y Lunetta (1978) solicita al estudiante que seleccione su respuesta
en funcion de 5 niveles o categorias: No lo sé/ no lo comprendo, lo conozco un poco, lo
comprendo parcialmente, lo comprendo bien o lo puedo explicar a un compariero.

Por otro lado, con el fin de evaluar el material didactico y su potencial para promover el
aprendizaje significativo se retoman en el Cuadro 1. Las cinco dimensiones definidas por
Jonassen (1995) y Grabe (2007), en este caso, describiendo las caracteristicas del material
didactico audiovisual que competen en cada dimension.

Cuadro 1. Caracteristicas del material didactico audiovisual en congruencia con las
dimensiones del aprendizaje significativo segin Jonassen (1995) y Grabe (2007).

Dimensiones

Elementos del material didactico

Activo

Auténtico

Constructivo

Cooperativo

Integrado

Los alumnos interactian con el entorno virtual en la pagina web en la que
controlan el proceso de aprendizaje, mediante la seleccién del material de su
interés y la posibilidad de evaluarse y determinar si es necesario trabajar con
mas material para lograr los objetivos de aprendizaje o si consideran que han
comprendido lo suficiente, es decir son capaces de autorregular su aprendizaje.
Los alumnos tienen roles dindmicos en las actividades de aprendizaje.

El aprendizaje se contextualiza con elementos del entorno cotidiano de los
alumnos y con aplicaciones relacionadas con la salud. Se motiva a los alumnos
a identificar

aplicaciones de la rapidez de reaccion en su vida cotidiana.

Es responsabilidad de los alumnos generar predicciones, responderse preguntas
y argumentar los fendbmenos observados en los experimentos, ademas de
modelar tanto

en la hoja de trabajo como en la sesion de socializacion.

Se realiza una sesion de socializacion de los aprendizajes. El trabajo de
construccion de conocimientos en comunidad hace que los alumnos
aprovechen las habilidades de los demés y proporcionan apoyo social y mejoran
los modelos de los otros estudiantes.

Una parte significativa de lo que los estudiantes aprenden es resultado de la
interaccidn con otros en el contexto del aprendizaje activo.

Se utiliza tecnologia para dotar al proceso de ensefianza/aprendizaje de
aplicaciones fluidas y vivas a través de la péagina web, los videos y las
simulaciones de las

moléculas.

Fuente: elaboracion propia.

Por lo que el objetivo de la presente investigacion fue disefiar un material didactico audiovisual
que promueva el aprendizaje significativo de rapidez de reaccion en los estudiantes de nivel
medio superior mediante la conciliacion de los tres niveles de pensamiento quimico propuestos

por Johnstone.
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Metodologia

Disefio de la Investigacion
Para cumplir con los objetivos especificos del presente trabajo se realizaron las siguientes
actividades.

a).Se disefo el material didactico audiovisual que se describe en extenso en el Apartado 2.2.

b).Se disefiaron los instrumentos de evaluacion diagnostica (pre-test), formativa (Hoja de
trabajo) y sumativa (post-test) en torno a 2 tipos de investigacion:

1.Semi experimental: Donde se compararon conocimientos de quimica, especificamente sobre
rapidez de reaccion y factores que la modifican. Se presenta informacién que compara los
resultados obtenidos por la muestra perteneciente ENP (Grupo A) y CCH (Grupo B).

2.No experimental: Donde se compard la autopercepcion del conocimiento mediante un
instrumento (KPSI), y se analiza la aplicacion del contenido en ejercicios relacionados con el
contexto cotidiano, la argumentacion y los modelos realizados por los alumnos durante la
intervencion didctica.

c).La intervencién didactica. En donde se pudo aplicar el material didactico propuesto y
comparar los resultados entre los estudiantes de las dos instituciones.

Desarrollo del Material Didactico

La primera etapa en el desarrollo del material didactico consistio en revisar diversos manuales
y recursos de divulgacion con practicas de laboratorio o propuestas experimentales disponibles
para nivel medio superior y superior para identificar aquellas cuyo eje central fuese la cinética
quimica y, especificamente, el analisis de los factores que pueden modificar la rapidez de
reaccion.

A partir de esta revision bibliografica se plantean 11 actividades experimentales que se
presentan en la Figura 1.
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Mesa 1

Mesa 2

Mesa 3

Mesa 4

Mesa 5

per6xido de hidrégeno H202

oxido de manganeso (IV) MnO2

papa, algodén, higado de pollo
yoduro de potasio KI

bisulfito sédico NaHSO3

yodato de potasio KIO3
almidén (CeH1005)n

acido clorhidrico HCI
zinc Zn
carbonato de calcio CaCO3
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Figura 1. Diagrama de actividades experimentales del recurso didactico.

Posteriormente se realizaron los experimentos en el laboratorio 204, a cargo del Doctor Carlos
Antonio Rius Alonso, en el departamento de Quimica Orgénica, posgrado del edificio B, en la
Facultad de Quimica de la UNAM los dias 19, 20, 26 y 27 de agosto 2021.

Se grabaron los experimentos en dos tomas, una superior y otra lateral, con iluminacion LED y
utilizando las camaras de dos equipos celulares.

A continuacion, se realizo la edicidn bésica de los 176 archivos de video obtenidos, lo que
consistié en eliminar cortes, eliminar el audio, colocar las secuencias de forma cronoldgica y
combinar las dos tomas disponibles. Posteriormente se realizd una edicion intermedia; se
agregaron letreros, cortinillas de entrada y de salida, ecuaciones quimicas de las reacciones y
efectos de sonido para los experimentos.

Todo proceso de edicion de video se realizo en el editor de video Filmora X, desarrollado por
Wondershare Technology Co.

Para las simulaciones que atienden el nivel nanoscopico se consideraron inicialmente dos
programas de modelado molecular. En primer lugar, HyperChem, un software de modelado
molecular quimico desarrollado por Hypercube Inc. En segundo lugar, Spartan una aplicacién
de modelado molecular y quimica computacional desarrollado por Wavefunction Inc. Después
de aprender lo béasico de los dos programas se eligié Spartan en su octava edicion, para continuar
el trabajo, debido a que su kit de modelado de moléculas organicas, inorganicas, péptidos,
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nucle6tidos y sustituyentes resultd suficiente para las reacciones que se llevaron a cabo en los
experimentos, ademas de tener distintas opciones de visualizacion de las moléculas y de
presentar una interfaz agradable al usuario, la cual se puede observar en la Figura 2.

Figura 2. Interfaz del programa de modelado molecular "Spartan”

Nota. Captura de pantalla del programa Spartan de modelado molecular. Se observa el tipo de
representacion molecular y el menu de los modelos, ademés de 2 moléculas de peroxido de
hidrégeno del lado izquierdo y dos de agua y una molécula de oxigeno diatémico de lado
derecho.

Las simulaciones de las reacciones quimicas se realizaron utilizando las moléculas generadas
con el programa Spartan en combinacion con la técnica stopmotion una técnica de animacién
que Luengo (2012) sefala, consiste en aparentar el movimiento de objetos estaticos por medio
de una serie de iméagenes fijas sucesivas. Esta técnica se realizo utilizando capturas de pantalla
de las moléculas cuadro por cuadro, como se puede observar en la Figura 3, para representar su
acercamiento, colision y posteriormente la formacion de los productos. La animacién final se
realizo con la aplicacion para Windows 10 Zoetrope desarrollada por Michael S. Scherotter.
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Figura 3. Moléculas cuadro por cuadro para la técnica stopmotion.
Nota. Captura de pantalla de las moléculas siendo movidas ligeramente cuadro por cuadro para
simular el movimiento con la técnica de Stopmotion.

La etapa final de edicién consistio en agregar las simulaciones, el acompafiamiento de voz en

cada uno de los videos, la musica de fondo e instrucciones para los alumnos en relacién con la
hoja de trabajo.
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De forma paralela, se trabajo en el desarrollo de la pagina web la cual se cred utilizando la
plataforma de creacidn de paginas web y tiendas en linea de nombre Jimdo la cual cuenta con
un propio sistema de gestion de contenido que funciona como un editor. Esta plataforma permite
crear y personalizar en linea paginas web utilizando la tecnologia WYSIWYG (What you see is
what you get en espaiiol “lo que ves es lo que obtienes”), la cual permite al desarrollador ver el
resultado final mientras se crea la interfaz o el propio documento.

La interfaz de Jimdo esta basada en un sistema de modulos que se pueden afadir, desplazar y
eliminar de forma flexible. De esta manera se pueden insertar textos, imagenes propias o de
plataformas externas como Flickr, videos de YouTube, widgets y otros elementos. Esta
caracteristica permitié agregar los videos desde una carpeta de drive en la que estan
almacenados, personalizar los textos disponibles y agregar ventanas para descargar hojas de
trabajo, documentos para docentes, enlaces a las evaluaciones, y seccion de dudas y comentarios
que se reciben por correo electronico.

Se disefiaron imagenes con los reactivos disponibles para cada mesa y se realizo la redaccién de
un texto de presentacion que invite a los alumnos a acceder a los experimentos de esa mesa 0
seccion. Por ultimo, se afiadieron dos personajes que representan a alumnos del nivel medio
superior: “Gaby” y “Mateo”. Su funcion es invitar a los estudiantes a cada video disponible
dentro de la mesa, realizar una pregunta clave o contextualizar la informacién del video. El
diserio e ilustracion de los personajes fue realizado por la licenciada en disefio industrial Daniela
Ferndndez Martinez.

Se puede acceder al recurso en el siguiente enlace:
https://experienciainteractiva.jimdofree.com/

Es importante recalcar que, retomando su carécter constructivista, el material didactico tiene
como objetivo que el alumno realice su propia construccion de los conceptos con base en: a) la
informacion que se presenta, b) lo que puede observar en los experimentos, c) la organizacién
de sus observaciones en la hoja de trabajo y d) la posterior socializacién de la informacién con
sus pares y el docente. Estos conceptos no se definen textualmente, solamente se mencionan en
el contexto del video. La informacion de cada video es complementaria y con distintos niveles
de profundidad.

Descripcion de la Poblacion

Se trabajd con una muestra total de 53 alumnos: 18 pertenecen al Colegio de Ciencias y
Humanidades, plantel Naucalpan; 12 mujeres y 6 hombres que pertenecen al grupo 13 del
Programa de Apoyo al Egreso (PAE) y cursan la materia de quimica Ill, y 35 alumnos
pertenecen a la Escuela Nacional Preparatoria 5 "José Vasconcelos™, 24 mujeres y 11 hombres
quienes la materia de quimica IV que pertenece al Area 2.

En el caso de la ENP, todos los alumnos estan en entre 17 y 18 afios, pero en el caso de CCH,
hay, ademas, alumnos de 19, 20, 21, 22 y una alumna de 53 afios, esto por pertenecer al
Programa de Apoyo al Egreso que permite a alumnos de generaciones anteriores concluir su
educacion media superior.
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En las gréaficas 1 a 4 se presentan las graficas con los resultados de la autoevaluacion del
conocimiento percibido que reportan los alumnos de forma previa y posterior al uso del material
didactico con respecto a dos temas en especifico. Si bien esta autopercepcion es subjetiva, es
relevante para la regulacion del proceso de aprendizaje. Ademas, considera las estructuras
preexistentes percibidas, esenciales en el aprendizaje significativo.

Gréfica 1. Autopercepcion del conocimiento de

factores que modifican la rapidez de reaccion
expresada por los alumnos del Grupo A.
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Gréfica 2. Autopercepcion del conocimiento de
factores que modifican la rapidez de reaccion
expresada por los alumnos del Grupo B.
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Gréfica 3. Autopercepcion del conocimiento de
teoria de colisiones expresada por los alumnos del
Grupo A
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Gréfica 4. Autopercepcion del conocimiento de teoria
de colisiones expresada por los alumnos del Grupo B
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Sobre el Contenido

El conocimiento individual no es un objeto concreto y directamente observable, sino un
conjunto de representaciones mentales construidas a partir de la dindmica interpretativa que el
sujeto del conocimiento establece con los objetos del mundo que percibe mundo (Moreira,

2012a; Lemos, 2011).

En suma, desde una posicidn constructivista, el sujeto posee una organizacion interna propia.
En funcidn de ella, el sujeto crea e internaliza la realidad, proyectando sobre esta los significados
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que va construyendo (Leiva, 2005). Por lo anterior, todo el analisis de los aprendizajes de los
alumnos se hace categorizando sus respuestas y no mediante una calificacion que refiera
respuestas correctas o incorrectas.

Se presentan 5 categorias: respuestas esperadas, respuestas en construccion, desconoce la
respuesta, concepciones alternativas o bien respuestas invalidas, en las que se contabilizan
respuestas que el alumno consulté alguna de fuente externa al momento de la evaluacién ya que
el lenguaje no corresponde con lo mostrado anteriormente por el sujeto, ademas de encontrarse
la respuesta textual en buscadores.

Sobre el entendimiento de lo que implica una reaccion quimica se realizaron dos preguntas: la
primera que se encuentra se enfoca en las sustancias (nivel macroscépico), mientras que la
segunda se enfoca en los &tomos (nivel nanoscopico).

Pregunta 1. ; Qué ocurre con las sustancias cuando sucede una reaccion quimica?

Respuesta esperada: Se considera como respuesta esperada que los alumnos refieran a) que las
sustancias se transforman en otras, b) se convierten en productos, c) ocurre una ruptura y
formacion de nuevos enlaces d) sus moléculas se reacomodan para formar sustancias nuevas.
Respuesta en construccion: los alumnos refieran a) que ocurre un cambio, b) se unen, ¢) cambia
su composicion, d) cambian sus propiedades, €) alude a la ley de la conservacion de la masa.

El alumno refiere a) no recordar, b) no saber, c) contesta con un guion, puntos suspensivos o
una x. Concepcion alternativa. Se considera una concepcion alternativa cuando los estudiantes
responden que a) ocurre una mezcla, b) desaparecen y aparecen otras, ¢) cambian de color, d)
los atomos se

rompen.

Pregunta 2. ;Qué ocurre con los atomos de los reactivos durante una reaccion? Se considera
como respuesta esperada que los alumnos refieran que los atomos a) colisionan y b) se
reacomodan, c) se reorganizan, d) forman una nueva estructura, e) comparten electrones, f)
forman nuevos enlaces.

Se considera como respuesta en construccion que los alumnos refieran que los &tomos a) chocan
o colisionan entre si, b) se conservan (o hace referencia a la ley de la conservacién de la masa),
C) interactdan, d) se unen, e) forman nuevas sustancias.

Desconoce la respuesta. Se considera una concepcion alternativa cuando los estudiantes refieren
que los atomos a) aumentan, b) disminuyen, c) se rompen, d) se descomponen, f) se transforman,
g) se modifican. Para facilitar el analisis de las respuestas se presenta de forma gréfica graficas
5Yy6.
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Grafica 5. Sustancias en una reaccion quimica
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En la Gréfica 5 se muestra que, en lo que respecta al nivel nanoscépico, en el Grupo A se
duplicaron las respuestas esperadas, mientras que en el grupo B se cuadruplicaron. Las
respuestas clasificadas como concepciones alternativas se redujeron a cero en el Grupo B y
pasaron de 7 a 4.

Graéfica 6. Atomos en una reaccion quimica
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En una tercera pregunta ¢Qué factores se deben cumplir para que los reactivos se conviertan en
productos? Se presentan las siguientes categorias en el Cuadro 2.

Cuadro 2. ;Qué factores se deben cumplir para que los reactivos se conviertan en productos?

Los alumnos mencionan que los &tomos, moléculas o reactivos deben colisionar con
Teoria de suficiente energia, en un angulo correcto.
colisiones

Reorganizacion ~ Los alumnos mencionan que debe haber una reorganizacién de los &tomos.
de

los &tomos
Desconoce la Los alumnos refieren a) no recordar, b) no saber, o bien, ¢) contestan con un guion,
respuesta puntos suspensivos o

una Xx.
Condiciones de Los alumnos refieren los factores que modifican la rapidez de una reaccién (Presion,
reaccion temperatura,

concentracion, presencia de un catalizador).
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Reactivos Los alumnos refieren la necesidad de tener reactivos, en cantidad suficiente y que
adecuados puedan reaccionar entre
ellos.
Un medio Los alumnos hacen referencia al medio en el que ocurre la reaccion.
adecuado
Un cambio Los alumnos mencionan que se requiere que ocurra un cambio.
Una reaccién Los alumnos refieren que se requiere que ocurra una reaccion quimica.
guimica
Se requiere Los alumnos refieren que se requiere energia o un impulso externo.
energia

Al preguntar a los alumnos cuéles son los factores que se deben cumplir para que los reactivos
se conviertan en productos (pero explicitando que con base en la teoria de colisiones), el 65.71%
de los alumnos del Grupo Ay 66.67% del Grupo B mencionaron energia suficiente, el 57.14%
del Grupo Ay 61.11% del Grupo B mencionaron que es necesaria la colision, 51.43% del Grupo
Ay 55.56% del Grupo B el &ngulo o la orientacion correcta, informacion que se encuentra en
la Gréfica 7.

Grafica 7. Factores teoria de colisiones

Con base en la teoria de colisiones, écudles son las tres condiciones que se deben

-
Superficie de contacto 01

0 5 10 15 20 25 30 35 40

(%]

2 Energia suficiente 23 ra
g ZU T
Tu‘: Orientacion adecuada/ angulo 220 1Y

2 2m0

% Temperatura —

@ 1odim

S

(%]

)

>

o

(%]

(O]

o

NuUmero de menciones
[ |

Conclusiones

El uso de este material didactico ha conseguido estimular la participacion del estudiante y, con
ella, una mayor motivacién en la busqueda y establecimiento de relaciones que garantizan
actitudes favorables tanto para un aprendizaje significativo como para un incremento en el
conocimiento acerca de la rapidez de reaccion y los factores que la modifican.

De esta manera, se propicié una de las condiciones necesarias para que se produzca un

aprendizaje significativo enunciadas por Albaladejo y Echevarria (2001): que el estudiante
muestre interés y motivacion.
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Ademas, se redujo la presencia de concepciones alternativas como la interpretacion de los
alumnos de que la rapidez de una reaccién puede confundirse con la extension de la reaccion o
que no tiene efecto en la rapidez de reaccion.

En las sesiones de discusion y socializacion del recurso se logré un ambiente de interaccion que
junto con los problemas de aplicacion posibilitaron el proceso denominado de confrontacion y
reestructuracion, en el cual los estudiantes estiman las ideas de sus compafieros, complementan
y/o corrigen sus construcciones.

La investigacion subsecuente a la aplicacion de este material didactico audiovisual ha
demostrado que, haciendo hincapié en la triple relacion de las representaciones macroscépicas,
nanoscopicas y simbolicas en quimica, es posible que los alumnos logren un aprendizaje
significativo de los factores que modifican la rapidez de reaccion. Esto se observa en los
resultados positivos a las preguntas y ejercicios planteados en los distintos niveles, en los que
utilizan sus propias palabras y argumentos y muestran su capacidad de aplicar los conocimientos
a tareas reales para generar modelos.

Existen diferencias entre los resultados del Grupo A y el Grupo B que reafirman que la
motivacion y las estructuras cognitivas previas de los estudiantes tienen una participacion
importante en la construccién de conocimiento nuevo; no obstante, en ambos grupos hubo un
crecimiento importante del pre-test al post-test.

Es importante resaltar que el material didactico audiovisual no es suficiente por si solo. El
profesor y la socializacion de los alumnos con sus pares cumplen un papel importante en el éxito
y la eficacia de la ensefianza de la rapidez de reaccion.

Ademas, en el caracter constructivista del material no se trata de que el profesor dé la respuesta
“correcta” sino de que el alumno, a través del uso del material, la modelizacion y valorando
otras construcciones y argumentaciones, pueda mejorar lo hecho anteriormente.
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Efecto del tratamiento térmico aplicado a frijol ayocote (Phaseolus coccineus
L.) sobre las propiedades tecno-funcionales de sus proteinas.

Lilia Lucia Estrada Fabian?, Ofelia Sandoval Castilla® Blanca Elizabeth Hernandez
Rodriguez®.

Mesa: Quimica
Resumen

Para mejorar el aprovechamiento de los recursos vegetales, es necesario estudiar las propiedades
tecno-funcionales que exhiben sus componentes tras cambios en sus procesos de elaboracién y
al desarrollo de alimentos que aportan alternativas a la problematica actual. A partir de harina
de frijol ayocote crudo y cocido, se obtuvieron mediante extraccion alcalina aislados de proteina
de frijol ayocote crudo y cocido; mostrando una mayor solubilidad (p < 0.05) a pH 12. Respecto
a sus propiedades tecno-funcionales; el proceso de coccion mejord la capacidad espumante la
cual fue mayor (p < 0.05) en aislados de harina de frijol cocido a pH de 6 y su estabilidad de la
espuma a pH 3, respecto a valores obtenidos para los aislados de proteina de frijol crudo. La
capacidad emulsionante de las proteinas de frijol ayocote fue mas afectada por su solubilidad,
siendo mayor (p < 0.05) a pH 6. La gelificacion se alcanz6 a 12% a un pH 7 obteniendo geles
estructurados. Este estudio aporta alternativas de aprovechamiento de las proteinas de frijol
ayocote (Phaseolus coccineus), tras evaluar el efecto de variables del proceso que pueden
mejorar la estructuracion y propiedades tecno-funcionales de sistemas alimenticios innovadores
a los que se incorporen.

Palabras clave: frijol ayocote, proteinas aisladas, propiedades tecno-funcionales, tratamiento
térmico

Abstract

To improve the use of plant resources, it is necessary to study the techno-functional properties
exhibited by their components after changes in their manufacturing processes and to develop
foods that provide alternatives to the current problems. From raw and cooked ayocote bean
flour, protein isolates of raw and cooked ayocote bean were obtained by alkaline extraction,
showing a higher solubility (p ¢ 0.05) at pH 12. Regarding their techno-functional properties;
the cooking process improved the foaming capacity which was higher (p 6 0.05) in cooked bean
flour isolates at pH 6 and their foam stability at pH 3, with respect to values obtained for raw
bean protein isolates. The emulsifying capacity of the ayocote bean proteins was more affected
by their solubility, being higher (p 6 0.05) at pH 6. Gelation was reached at 12% at pH 7
obtaining weak. This study provides alternatives for the utilization of ayocote bean (Phaseolus
coccineus) proteins, after evaluating the effect of process variables that can improve the
structuring and techno-functional properties of innovative food systems in which they are
incorporated.

Keywords: ayocote bean, protein isolates, techno-functional properties, heat treatment.
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