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INTRODUCCION

Una de las funciones sustantivas de la universidad es la investigacion, tarea a
través de la cual la Universidad Auténoma de Querétaro asume el compromiso
de atender algunas de las problematicas sociales mas apremiantes. Aunado a lo
anterior, la investigacion, al estar vinculada con la docencia y, en la mayoria de
los casos, con la vinculacion permite proporcionar a las y los estudiantes una
formacion integral.

Desde la Secretaria de Investigacion, Innovacion y Posgrado, a través de la
Direccion de Investigacion se propone la realizacion de acciones que
contribuyan a la formacion en investigacion de nuestro estudiantado, una de
estas es el Verano de la Ciencia que se organiza anualmente. Esta actividad,
consiste en una estancia de cinco semanas en donde las y los estudiantes
colaboran dentro de un proyecto de investigacion tutelado por una persona
investigadora de nuestra universidad, con el objetivo de acercarles a la ciencia,
formarlos en investigacion y despertar el interés por cursar un posgrado.

El Verano de la Ciencia se realiza en dos modalidades: el Verano de la Ciencia
UAQ, dirigido a estudiantes de licenciatura que cursan del quinto semestre en
adelante y el Verano de Introduccion a la Investigacion dirigido a estudiantes
que cursan del primero al cuarto semestre. En estos programas, pueden
participar estudiantes y docentes de cualquier facultad, lo cual amplia la
oportunidad de formacion tanto para estudiantes como para investigadoras e
investigadores.

Este afio celebramos la edicion numero 20° del Verano de Introduccion a la
Investigacion, en el que participaron 21 estudiantes asesorados por 14
investigadores. En la presente compilacion presentamos el producto final de
las y los participantes, el cual consiste en un informe de actividades de
la estancia con formato de articulo cientifico.
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Los trabajos presentados, ademas de que ejercitan a las y los estudiantes en la
escritura con fines de comunicacion académica, muestra el trabajo realizado y
los aprendizajes adquiridos. Cabe sefalar que todos los trabajos fueron
revisados y avalados por las personas investigadoras que fungieron como
anfitriones.

Agradecemos a las y los estudiantes, a las personas investigadoras por su
participacion e interes.

Deseamos que lo aprendido trascienda en la formacion personal y cientifica de
todas y todos.

Atentamente

“Educo en la Verdad y en el Honor”

Dr. Manuel Toledano Ayala
Secretario de Investigacion, Innovacion y Posgrado

Dra. Azucena de la Concepcion Ochoa Cervantes
Directora de Investigacion
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Efecto de la carga de quercetina en nanoparticulas de
silice mesoporosa sobre su capacidad antioxidante.

Valeria Olguin-Vdazquez!, Alexis M atadamas-Or tiz2

ILicenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo, Facultad de Quimica, Universidad Autonoma de Querétaro. volguin03@alumnos.uag.mx

2Departamento  de Investigacion y Posgrado en Alimentos,
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Resumen:

La quercetina es un compuesto polifendlico con
elevada capacidad antioxidante; sin embargo, su baja
biodisponibilidad e inestabilidad en el ambiente
fisologico limitan su  bioactividad. Las
nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM)
constituyen una dternativa para mejorar Su
estabilidad y favorecer su liberacion controlada. El
objetivo de este trabgjo fue evaluar el efecto de la
carga de quercetina en NSM funcionalizadas con
grupos amino (A-NSM), carboxilo (C-NSM) o tiol
(T-NSM) sobre su capacidad antioxidante através del
tiempo. Para ello, se realiz6 un ensayo de liberacién
en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, pH 7.4)
a 37 °C y se determind la capacidad antioxidante
mediante e método ABTS durante 2 h. Ademés, se
evalud la contribucion de la presencia de las
nanoparticulas en el medio mediante el andlisis de
muestras centrifugadas y no centrifugadas. Los
resultados mostraron que las T-NSM presentaron la
mayor capacidad antioxidante (77.41 + 7.88 % de
inhibicion) con respecto alaquercetinalibre (54.90 +
3.27), mientras que las A-NSM mantuvieron la
actividad del compuesto (68.93 £ 7.27) y lasNSM sin
funcionalizar la disminuyeron (27.71 + 0.59).
Asimismo, se observd que los tratamientos no
centrifugados mostraron  un  mayor  efecto
antioxidante, indicando que € mecanismo no solo
depende de la quercetina liberada, sino también de la
fraccion adsorbida en la superficie o de lainteraccion
directa del material con los radicales. Los hallazgos
obtenidos evidencian gque las NSM funcionalizadas
constituyen un vehiculo eficiente de querceting,

Facultad de Quimica,

Universidad Auténoma de Querétaro

favoreciendo su potencial aplicacion en e desarrollo
de alimentos funcionales y nutracéuticos.

Abstract:

Quercetin is a polyphenolic compound with high
antioxidant capacity; however, its low biocavailability
and instability under physiological conditionslimitits
bioactivity. Mesoporous silica nanoparticles (MSN)
represent a promising strategy to improve guercetin
stability and provide controlled release. This study
aimed to evaluate the effect of quercetin loading into
amino-functionalized (A-MSN), carboxyl-
functionalized (C-MSN), or thiol-functionalized (T-
MSN) mesoporous silica nanoparticles on their
antioxidant capacity over time. A release assay was
performed in phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4)
at 37 °C, and antioxidant capacity was determined
using the ABTS assay through a period of 2 h. In
addition, the effect of nanoparticle presence in the
medium was evaluated by analyzing centrifuged and
not centrifuged samples. The results showed that T-
MSN exhibited the highest antioxidant capacity
(77.41 + 7.88% inhibition) compared with free
quercetin (54.90 + 3.27%), whereas A-MSN
maintained the antioxidant activity of the compound
(68.93 £ 7.27%) and non-functionalized MSNs
showed lower antioxidant capacity (27.71 £ 0.59%).
Furthermore, non-centrifuged samples displayed
greater antioxidant activity, indicating that the
mechanism depends not only on the released
quercetin but aso on the fraction adsorbed onto the
nanoparticle surface and/or the direct interaction of
the material with ABTS radicas. These findings
demonstrate that functionalized MSN are an efficient
carrier for quercetin, supporting their potential
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application in the development of functional foods
and nutraceuticals.

Palabras clave: Quercetina; nanoparticulas de
silice  mesoporosa;  capacidad  antioxidante;
funcionalizacion superficial.

slica
surface

Keywords.  Quercetin;
nanoparticles;,  antioxidant
functionalization .
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1. Introduccioén

El estrés oxidativo es un proceso fisiopatologico
caracterizado por un desequilibrio entre la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y los
mecanismos antioxidantes del organismo. La
acumulacion excesiva de ROS provoca dafio en
biomoléculas contribuyendo a desarrollo vy
progresion de diversas enfermedades, entre ellas
cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes y
trastornos neurodegenerativos (Powers & Jackson,
2008).

Entre |os antioxidantes naturales, |os flavonoides han
despertado gran interés debido a su capacidad para
neutralizar radicales libres mediante la donacion de
electrones 0 atomos de hidrégeno. Laquercetinaesun
flavonoide de la subclase de los flavonoles y
congtituye uno de los compuestos fendlicos més
abundantes en la dieta humana (Wang t al., 2022).
Esta es una molécula bioactiva ampliamente
estudiada debido a sus multiples efectos
farmacol égicos, entre los que destacan su actividad
antioxidante, antiviral, inmunomodulador vy
anticancerigena (Aghababaei & Hadidi, 2023). De
manera natural, este flavonol se encuentra distribuido
en una amplia variedad de alimentos de origen
vegetal, como cebollas, esparragos, té verde, pimiento
verdey diversasfrutasy verduras (Wang et al., 2022).

Estructuralmente la quercetina se define como (2-
(3,4-hidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-cromen-4-ona)
y consisteen 3 anillosaromaéticosy 5 grupos hidroxilo
(Figura 1), donde estos ultimos le confieren su
actividad antioxidante debido a que es un potente
eliminador ROS protegiendo asi a las células del
estrés oxidativo, ademés que aumentala expresion de

sustancias antioxidantes como la superoxido
dismutasa, catalasa y los niveles de glutation
(Aghababaei & Hadidi, 2023; Powers & Jackson,
2008).
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Figura 1. Estructura quimica de la quercetina y mecanismos
asoaciados a su capacidad antioxidante.

A pesar de los numerosos beneficios para la salud
asociados con la quercetina, este compuesto presenta
limitaciones relacionadas con su estabilidad, ya que
es sensible alas variaciones de pH, laexposicion ala
luz y la temperatura. Ademas, es un compuesto
hidrofébico, por lo que tiende a formar
aglomeraciones en los fluidos géstricos, 1o que limita
su solubilidad y biodisponibilidad (Liu et al., 2025).
Debido aesto se han desarrollado algunas alternativas
de encapsul acién paraaumentar esa biodisponibilidad
de la quercetina, una de ellas es la encapsulacion
mediante nanoparticul as de silice mesoporosa (NSM).

Las NSM son un tipo de nanoparticulainorganicacon
una excelente biocompatibilidad, buena flexibilidad
en cuanto a la manipulacion de su estructura y
propiedades teniendo un tamario de poro de alrededor
de 2 a 50 nm, asi mismo posee una ata superficie
especifica y una facil funcionalizacion (Chen et al.,
2024; Xu et al., 2023). Estafuncionalizacion se lleva
acabo debido alagran cantidad de grupossilanol (Si—
OH) que poseen en su superficielos cuaesfavorecen
la modificacion covalente por ligandos organicos,
polimeros, biomoléculas, péptidos, anticuerpos o
algin ligando de direccionamiento (Almatroudi,
2025; Patel et al., 2026). La funcionalizacion de las
NSM ademés de permitir una mayor bioseguridad o
larga circulacion estas pueden ser utilizadas para
disefiar sistemas de transporte de férmacos
inteligentes (Xu et al., 2023).

2. Objetivo




Evauar e efecto de la carga de Quercetina en
Nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM)
funcionalizadas con grupos amino (A-NSM),
carboxilo (C-NSM) vy tiol (T-NSM) sobre su
capacidad antioxidante a través del tiempo.

3. Materialesy métodos
3.1. Materiales

El bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB),
NaOH, ortoslicato de tetraetiio (TEQOS),
aminopropiltrimetoxisilano (APTES),
mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTMS), anhidrido
succinico (SA), €l cloroformo, el etanol (>99%), la
quercetina y € acido  2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) se obtuvieron de
Merck (Naucal pan, Estado de México, México).

3.2. Sintesisdelas nanoparticulasy funcionalizacion

Para sintetizar las NSM de tipo MCM-41 se siguié la
metodologia de Kresge et al. (1992). Se obtuvo una
solucion de CTAB (1 g) (Xu etal., 2023), como
agente generador de poros, en agua destilada (480
mL) mediante la ayuda de un bafio ultrasonico.
Posteriormente, la solucién se transfirié a un matraz
boladetresbocasy seleafiadié 3.5 mL de NaOH 1N.
A labocacentral del matraz se acopl6 un condensador
conectado a un recirculador con refrigeracion (4 °C)
y a las bocas laterales un termémetro y una bureta.
Una vez la temperatura de la solucion alcanzo6 los
80°C, se afadieron gotaagota5 mL de TEOS, como
fuente de silice, y se mantuvo €l calentamiento por 2
horas. En seguida, se recuperé e solido mediante
filtraciéon y selavd dos veces con agua destilada 'y dos
veces con etanol. Finamente, & surfactante se
elimind por ca cinacion a 500 °C durante 5 h.

Parala funcionalizacion con grupos amino (A-NSM),
carboxilo (C-NSM) vy tiol (T-NSM) se siguié la
metodologia de Zaharudin et al. (2020). Paralas A-
NSM setomé 0.1 mL de APTESy se disolvié en 20
mL de etanol para funcionalizar 100 mg de NSM
dejando en incubacion a temperatura ambiente bajo
agitacion durante 24 h, transcurrido el tiempo se
recuperaron las A-NSM y se lavaron dos veces con
etanol. El procedimiento para las T-NSM fue el
mismo que para las A-NSM cambiando APTES por

MPTMS. Mientras que paralas C-NSM se colocd 100
mg de A-NSM en 50 mL de anhidrido succinico a 2%
en cloroformo y se dgj6 bgjo agitacion durante 24h a
temperatura ambiente posteriormente se recuperaron
las C-NSM y se lavaron con cloroformo, agua
dedtilada y etanol.

3.3. Carga delas NSM con quercetina

Para la carga de las nanoparticulas con quercetina se
suspendieron 100 mg del material en 50 mL de una
solucion saturada de quercetina en etanol (2 mg/mL).
L a suspension se mantuvo en agitacion atemperatura
ambiente hasta la volatilizacion total del disolvente.
La quercetina resdual no cargada en las
nanoparticulas se elimind mediante un lavado con
etanol. Para ello las particul as se suspendieron en 50
mL de etanol, se agitaron en vortex por 1 miny se
centrifugardon a 6000 rpm por 15 min. Las particulas
lavadas se secaron atemperatura ambiente.

3.4. Esandarizacion de la concentracion de
quercetina para € ensayo ABTS.

Para la determinacién de la capacidad antioxidante
(CA) serediz6 un ensayo de inhibicion de radicales
ABTS. Se probaron diferentes concentraciones de
guercetina (0.5, 1, 2 y 4 pg/mL) para determinar
aquella que ofreciera una inhibicion parcial de los
radicales.

35. Calculo de la masa de nanoparticulas
equivalente a la concentracion de quercetina
seleccionada

Una vez seleccionada la concentracion de trabgjo, se
cacularon tratamientos con  concentraciones
equivalentes de quercetina cargada en los diferentes
materiales. Paraello se utilizaron | os datos reportados
por Matadamas-Ortiz et al. (2026) (Tabla 1) que
corresponden ala capacidad de cargade los diferentes
tratamientos.

Tabla 1. Capacidad de carga con quercetina (g Quercetina/ g
particulas)

Loadimg Capacity (%)
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3.6 Efecto de la funcionalizacion de nanoparticulas
de silice mesoporosa sobre la cinética de capacidad
antioxidante en medio acuoso de la quercetina
mediante e método ABTS

L a capacidad antioxidante delaquercetinalibre (Q) y
de la cargada en los diferentes vehiculos (NSM, A-
NSM, C-NSM y T-NSM) se eval u6 durante un ensayo
de liberacion en PBS (pH 7.4) a 37 °C por 120 min.

Durante este periodo, cada 30 min se tomaron dos
dliicuotas de cada tratamiento. Una de ellas se
centrifugd a 10,000 x g durante 5 min para determinar
la capacidad antioxidante atribuible Unicamente a la
quercetinaliberadaen el medio. Lasegundaseanalizé
sin centrifugar con €l fin de evaluar s la presenciade
las nanoparticulas influia en la capacidad
antioxidante. Cada muestra se analizé mediante el
ensayo ABTS siguiendo la mismametodologia que la
estandarizacion de la quercetina.

En cada tiempo de muestreo se determin6 el
porcentgje de inhibicion del radical ABTS mediante
laecuacion 1.

A -4
% inhibicién = C"’“:’l Muestra %100 (1)
Control

Donde Acontrol COrresponde alaabsorbanciadel radical
ABTS en ausencia de muestra y Awuesra a la
absorbancia del radical ABTS en presencia de la
muestra.

Asimismo, se evaluaron las nanoparticulas sin carga
de quercetina siguiendo € mismo procedimiento
experimental, con € objetivo de determinar s las
nanoparticulas funcionalizadas y sin funcionalizar
presentaban actividad antioxidante intrinseca.

4, Resultadosy discusion

4.1 Curva de calibracion del efecto antioxidante dela
guercetina libre

El porcentaje de inhibicion de los radicales ABTS
producido por diferentes concentraciones de
guercetinalibre se presentaen la Figura 2.
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Figura 2. Efecto de la concentracién de quercetina libre sobre el
porcentaje de inhibicién del radical ABTS.

La concentracion de 4 pg/mL mostré una inhibicién
> 100 %. Al acanzarse una inhibicion total del
radical, no es posble establecer s dicha
concentracion corresponde alaminimanecesariapara
lograr este efecto, por 10 que no se tomd en cuenta
paralacurva de calibracion. Como puede observarse,
la concentraciéon de 1 pg/mL produjo una inhibicion
parcia de aproximadamente 40 %, por lo que se €ligio
para ensayos posteriores. Esta concentracion permite
determinar incrementos o decrementos en la CA
debido a la carga del compuesto en los vehiculos
MEeSOpPOrosos.

4.2. Evaluacion de la capacidad antioxidante
intrinseca de las NSV

Entre los tratamientos evaluados, solo las T-NSM
mostraron  capacidad  antioxidante  intrinseca,
alcanzando porcentajes de inhibicion del radical
ABTSdeentreel 20y el 25 %. Este comportamiento
podria atribuirse a que los grupos tiol (-SH) son
capaces de donar &omos de hidrogeno o electrones
para neutraizar especies radicaarias a través de
mecanismos de transferencia de &omos de hidrégeno
(HAT) o transferencia de electrones (ET) (Jeon et al.,
2026). Es probable que estas reacciones de
neutralizacion de radicales generadas por 10s grupos
tiol, influyeran en la capacidad de captacion de
radicdes ABTS mostrando asi una mayor CA en
comparacion con |los demés tratamientos.
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Figura 3. Inhibicion de radicales ABTS por quercetina libre (Q) o cargada en NSM, A-NSM, C-NSM o T-NSM tras 15 min (A), 30 min (B), 60 min
(C), 90 min (D) y 120 min (E) de exposicién a medio acuoso pH 7.4. Las columnas muestran medias+D.E (n=2). Columnas no conectadas por la
misma letra son significativamente diferentes (p<0.05).

4.3. Cinética de capacidad antioxidante de la
guer cetina en medio acuoso

En laFigura 3 se muestrala evolucion del porcentaje
de inhibicion del radica ABTS de los diferentes
tratamientos durante € ensayo de liberacién en PBS.
La quercetina mantuvo su capacidad antioxidante
durante las 2 h de exposicion. La disminucién de la
CA de las NSM sin funcionalizar tras la carga de
guercetina podria estar relacionada con lainteraccion
entre los grupos hidroxilo de la quercetina con los
grupos silanol (Si-OH) presentes en la superficie del
material. Esta interaccién ha sido evidenciada por
Berlier etal.  (2013) mediante espectroscopia
infrarroja, quienes observaron cambios en |as bandas
asociadas con los grupos Si-OH tras laincorporacion
de la quercetina, atribuidos alaformacion de puentes
de hidrégeno entre los grupos hidroxilo
especificamente los gruposfenilo de laquercetinaque
se unen a los grupos silanol de la superficie. Esta
interaccion puede contribuir a una disminucion de la
disponibilidad de los grupos hidroxilo de la
quercetina para que interactien con los radicales
libres observandose asi una menor CA. Por su parte,
tras 30 min de exposicion (Figura 3B), las A-NSM
cargadas con quercetina mostraron una CA
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equiparable a la de la Q, mostrando una tendencia a
aumentar a través del tiempo, lo cua sugiere la
liberacion del compuesto en el medio. Estaliberacion
ocurre mediante la desorcién de la quercetina de la
superficiedelas A-NSM y su posterior difusion hacia
el medio, proceso en el que las interacciones con los
grupos amino de la superficie, principalmente
electrostéticas y mediante puentes de hidrégeno,
determinan su retencion (Carucci etal., 2022).
Asimismo, el pH puede modificar el estado de
protonacion de la quercetinay de los grupos amino de
la superficie, alterando su afinidad entre si y con €l
medio, y, por tanto, la velocidad de liberacion
(Saputra etal.,, 2022). En condiciones donde
disminuye la interaccion quercetina—superficie, se
favorece su desorciény disponibilidad en el medio, lo
gue podriaexplicar €l incremento dela CA observado
con e tiempo. En cuanto a las C-NSM, tras 15 min
(Figura 3A), €l tratamiento mostré mayor capacidad
antioxidante cuando las particulas permanecieron en
el medio. Ademés, durante todo e periodo de
evaluacion, las muestras no centrifugadas presentaron
una capacidad antioxidante comparable a la de la
quercetinalibre. Considerando quelas C-NSM vacias
no exhibieron CA, los resultados indican que la CA
del sistema depende tanto de la quercetina liberada
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como de agquella cargada en el material. Para las T-
NSM, estas mostraron tener una CA similar aladela
guercetina hasta un tiempo de 90 min, sin embargo,
como se observa en laFigura 3E, este tratamiento con
la presencia de las nanoparticulas presenta una
capacidad antioxidante mayor a la de la quercetina
libre (p<0.05), lo cual indica una clara contribucion
del material a la CA de la quercetina que se libera
gradual mente.

Conclusion
Las nanoparticulas de silice mesoporosa
funcionalizadas  conservaron la  capacidad

antioxidante de la quercetina durante e ensayo de
liberacion en PBS. Asimismo, la funcionalizacion
superficia influyé en el desempefio antioxidante de
los vehiculos, observandose que las C-NSM v,
particularmente, las T-NSM potenciaron la capacidad
antioxidante, lo que sugiere que este efecto no
depende Unicamente de la liberacion de la quercetina,
sino también de la interaccidn de las nanoparticulas
con los radicales. En conjunto, estos hallazgos
respaldan el potencial de las NSM funcionalizadas
como sistemas de liberacién para preservar la
actividad antioxidante de la quercetinay favorecen su
aplicacion en el desarrollo de alimentos funcionalesy
nutracéuticos.
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Resumen

En este estudio se realizo un tratamiento al café
usado por medio de ultrasonido para generar el
efecto de cavitacion que permitio la separacion de
los metabolitos secundarios del  residuo,
adicionalmente se desarrollaron criogeles basados
en proteina de chicharo e impresiones 3D de
chocolate y puré de papa. Se determind que la
capacidad antioxidante del extracto del café usado
es aceptable paradesarrollo cosmetoldgicoy quelos
criogeles de proteina de chicharo: goma Xantana y
GDL son livianos.
Palabras claves Café usado;
Antioxidante; Criogeles

Capacidad

Summary

In this study, spent coffee grounds went under
treatment using ultrasound-assisted extraction
taking advantage of cavitation effect to extract
secondary metabolites, additionally pea protein
based cryogeles were developed and 3D printing
using potato and chocolate ink was overview. It was
determined that extract from spent coffee exhibited
antioxidant capacity and is acceptable for
cosmetological uses as 1:3 GDL:Xantana Gum
returns a decent enough yield.

Keywords. Spent Coffee, Antioxidant Capacity,
Cryogels
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El café es una bebida ampliamente consumida en el
mundo, con una produccion de 168.2 millones de
bolsas en e 2023 (ICO, 2023). Su preparacion
tradicional es mediante la percolacion de agua
caiente a través de los granos molidos, dichos
granos quedan como residuos en e papel filtro
donde fueron depositados. Estos residuos son
conocidos como pocillos de caf é usados (SCG), que
representan un porcentaj e importante de desechos a
nivel mundia. Sin embargo, estos pocillos
contienen una fuente importante de compuestos
bioactivos Utiles con aplicaciones en los sectores:
agrénomo, por su valor como materia organica;
bioenergético, al poder transformar el café en
biodiésel de segunda  generacion  por
transesterificacion; alimenticio, como saborizantes;
y cosmetol 4gico, por sus propiedades antioxidantes
(Zhao et a., 2024).

Los residuos de café requieren ser tratados por
diferentes procesos para poder aprovechar cada uno
de estos compuestos, en este estudio se realizé un
acercamiento a la extracciéon de compuestos
fendlicos asistida por sonotrodo .

Objetivo

Extraer compuestos bioactivos derivados de
pocillos de café usado y desarrollar un criogel
basado en proteina de chicharo.

M etodologia

Proceso Experimental.

|. Capacitacion

Se reaizO una capacitacion basica instrumental,
tedricay practicaen el aislamiento de proteina; para
ello se utilizé amaranto. El procedimientoinicio con
el tamizado de harinade amaranto en malla 100, una
vez tamizado € amaranto, se adiciond a un matraz
Erlenmeyer de 1L y se agrego € suficiente hexano
y un agitador magnético. Se tapd el matraz con
aluminio y se agité por 24 horas. Después se
recuper6 € hexano por rotaevaporacion y e
amaranto desgrasado se volvié a tamizar, esta vez
con malla 60; del resultante obtenido, se colocaron
100 g de harina desgrasada tamizada 'y 1L de agua
desionizada en un vaso de precipitado de 2L. Con
ayuda de un potenciometro, se gjusté €l pH a 10.00



+ 0.05 utilizando NaOH 1M y 0.1M, una vez
verificado que el pH se mantuviera constante dentro
de este rango, se llevd a centrifugar con los
siguientes pardmetros. 9000g a 4 °C durante 20
minutos, este proceso se realizo las veces necesarias
hasta agotar |a mezclade harinay agua desionizada.
Tras centrifugar, se recuperé e sobrenadante y €l
solido se amacen6 para futuros estudios —pues
contiene ata cantidad de carbohidratos-. El
sobrenadante se llevé a un vaso de precipitado y se
realizo gjuste de pH a 4.00 = 0.05 utilizando HCI
1M y 0.1M; hecho € guste, se llevd a centrifugar
bajo los siguientes parametros. 9000g a 25 °C
durante 20 minutos, este proceso se reaizd hasta
agotar e liquido. Del resultado, € sobrenadante se
amacend para futuros estudios y e sblido fue
recuperado. Una vez concluida la capacitacion, se
continud con la obtencion de derivados de SCGs 'y
desarrollo decriogel basado en proteinade chicharo.

II. Desgrasado del Café Usado
Se prepararon dos equipos soxhlet, dos cdpsulas de
papel filtro genérico y €l residuo; la extraccion se
realiz6 por 24 horas con hexano; € cua fue
recuperado por rotagvaporacion.

[11. Extraccion de Compuestos Polifendlicos

Se adicion6 1 g de café usado desgrasado a un vaso
de precipitados y se preparé una solucion de agua
desionizada:etanol absoluto 1:1, de tal solucién se
adicionaron 50 mL a vaso de precipitado. Esta
mezclafuellevadaaun sonotrodo con los siguientes
pardmetros: 30% amplitud durante 5 minutos a bafio
de hielo, unavez pasado por € sonotrodo, se agito a
temperatura ambiente por 30 minutos y se
centrifugd a4000g por 10 minutos. El sobrenadante
fue recuperado y transferido a un matraz, la fase
solida se recuperd y secO en un deshidratador de
alimentos por aireforzado (marcaexcalibur) a40°C
por 12 horas. Este procedimiento se reaizo por
triplicado; una vez recuperados los sobrenadantes,
se juntaron y se filtraron con filtros de nitrato de
celulosa 0.45 pm para su posterior almacenamiento
a4°C.

V. Determinacion de Fenoles Totales

Se rediz6 la determinacion de fenoles totales
utilizando reactivo de Folin Ciocalteu. Primero se
diluyé € reactivo comercial de Folin Ciocalteu 2N
a 1IN, después se prepardé Carbonato de Sodio al

7.5% en agua grado HPLC y por ultimo se preparo
in situ una solucién estdndar de &cido galico 0.1
mg/mL.

Se rotularon 9 viales &mbar; a cadavial se adiciono
primero la solucién estandar de acido gdlico,
después e agua y por ultimo € reactivo de Folin,
siguiendo las cantidades indicadas en Tabla 1. Las
mezclas se agitaron por 5 minutos en un sonicador
para posteriormente adicionar la solucion de
carbonato de sodio a 7.5%.

Preparados |os viales, se almacenaron en oscuridad
total durante 2 horas. Se redliz6 la curva de
calibracion y andlisis de muestraen la placa ELISA
con 250 upL en cada pocillo utilizando la
configuraciéon queindicalaFigura 1.

Tabla 1. Guia para curva de calibracion para Reactivo de Folin

No. Solucion | Agua | Reactivo | Solucion de
Tubo de Acido (bL) de Folin | Carbonato de
Galico (uL) (uL) Sodio (uL)

Blanco 0 250 125 625

1 10 240 125 625

2 20 230 125 625

3 30 220 125 625

4 40 210 125 625

5 50 200 125 625

6 60 190 125 625

7 70 180 125 625

8 80 170 125 625

Figura 1. Configuracion de Pocillos Placa ELISA
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G| 6|66

H| 7|77

Nota: Bo, blanco; 1-8, curva de calibracién (ver Tabla 1); M, muestra;
y C, control.

Se hizo lectura de la placa en un espectrofotometro
aunalongitud de onda de 760 nm.

V. Capacidad Antioxidante

Como se menciond anteriormente, uno de los
intereses por los residuos de café, es su aplicacion
cosmetolégica  considerando  su  capacidad
antioxidante. En este estudio se hizo € andlisis
mediante |a técnica por DPPH.

Bajo oscuridad, se pesaron 2.5 mg de Trolox y
disolvieron en 10 mL de metanol absoluto, esta es
unasolucién stock 1 mM. Se prepararon soluciones
de Trolox Estandar siguiendo la Tabla 2.

Tabla 2. Soluciones Estandar de Trolox

Concentracion de Solucién Solucion Metanol (uL)
Estandar de Trolox (uM) Stock (L)
50 50 950
100 100 900
200 200 800
300 300 700
400 400 600
500 500 500
600 600 400
700 700 300
800 800 200

Se preparo in situ la solucion de DPPH, 1.5 mg de
DPPH se disolvieron en 20.5 mL de metanol y 4.5
mL de agua. La solucion se sonico durante 5
minutos para después ser amacenada en
refrigeracion.

Unavez daboradas las soluciones, se colocan en la
placa ELISA con laconfiguracion delaFigura 2.

Figura 2. Configuracion Placa Elisa para DPPH
112 (3 |4)5]|6 /(789101112

A | Bo | Bo | Bo

B|C|[C]|C

C|05(05]05]|6 [6 |6

Fl 3] 3 [ 3 [Mi|M[M

G| 4 4 4 [ M2 | M2 | M2

H |5 5 5 Ms | M3 | M3

Nota: Bo, blanco; C, control; 0.5-8, curva de calibracién (ver Tabla
2); M, muestra (nimero de muestra indicada por el subindice).

La placa se leyd en un espectrofotometro a una
longitud de onda de 520 nm.

V1. Aislamiento de Proteina de Café

El sdlido restante después de la extraccién con
sonotrodo se dispersd en agua gjustando € pH a
10.00 + 0.05 y se centrifug6 a 9000g a 4 °C durante
20 minutos, se recuperd lafase soliday se dmacen6
para futuros estudios, e sobrenadante fue
recuperado y se realizd otro gjuste de pH a 4.00 +
0.05 para centrifugar a 8759g a 25 °C durante 20
minutos, se almaceno el sobrenadantey € sdlido fue
recuperado, por ultimo el solido fue liofilizado para
obtener proteina de café.

VII. Impresién 3D

Se redlizaron ensayos de impresion usando una
impresora por extrusion y tintas aimentarias
preparadas con puré de papay agua 0.75:1 a 30 °C
y chocolate a 42 °C. Siguiendo e siguiente
procedimiento: primero, cargar preparar la biotinta;
segundo, cargar la biotinta en una jeringa,
asegurandose que no existan espacios de are y
colocar el émbolo; tercero, insertar la jeringa en la
impresora 3D, calibrar el émboloy el extrusor; y por
ultimo, seleccionar figura a imprimir, ajustar
parametros (ata, media o baja calidad de impresion
y velocidad).



VIII. Preparacion de Hidrogeles

Se mezclaron Goma Xantanay proteinade chicharo
en un recipiente plastico en una proporcion 1:3, se
mezclaron hasta homogeneizar, se gjusto € pH a
10.00 £ 0.05 utilizando NaOH, se dg6 reposar
durante 24 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionaron 500 pL de Glucono
Delta-Lactona (GDL), 100 pL en 3 puntos de
inyeccion, se homogeneizé la mezcla hasta que no
guedaran partes tradlicidas y se viera
uniformemente distribuida, se mantuvieron en
refrigeracion por 18 h.

I X. Transformacion de Hidrogeles en Criogeles
Los hidrogeles fueron congelados para
posteriormente ser liofilizados y depositados en un
desecador.

RESULTADOS

Se obtuvieron 32.39 g de café desgrasado, tras
adicionar aproximadamente 1 g de este café a
sonotrodo, se recuperaron ~6.50 mL de compuestos
fendlicos por cada 50 mL de solucidn, esto
representa un 13% v/v cuando es comparado con la
solucidninicial y se obtuvieron las siguientes curvas
de calibracion.

Tabla 3. Café Sonotrodo

Vaso Precipitados (g) Muestra (g)
44,3035 1.0088
45.7074 1.0011
46.4465 1.0043

Figura 3. DPPH: curva de calibracion 30
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Se determinaron los mg de écido galico por gramo

de muestra.
Tabla 4. Acido Galico/Muestra
Muestra Acido Galico (mg/g de muestra)
A 20.73
B 30.21
C 28.79
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Figura 4. DPPH: curva de calibracion 60

En cuanto a la impresion 3D, se redizaron las
siguientes figuras. Letra D, cucaracha, cara de
persongje animado, cubito.

En cuanto a los criogeles se obtuvieron los
siguientes pesos:

Tabla 5. Peso de Criogeles

Nombre Peso (mg)
Dany 301.5
Manu 268.5




Xime 296.2

Rick 293.0

Chem 281.8
DISCUSIONES

Laextraccion y andlisis de derivados delosresiduos
de café demostraron que contiene compuestos
fendlicosy capacidad antioxidante, que esdeinterés
para este estudio.

La prueba de DPPH se midié en dos momentos,
inmediatamente después de cargar la placa y 60
minutos después. Sin embargo, durante la fase
experimental a razon de errores en la medicion, no
se pudo obtener una R? que asegure la regresion
lineal, por lo tanto, no se pudo determinar la
capacidad antioxidante por técnica DPPH. Esto no
indica que no exista capacidad antioxidante, existe,
pero en este estudio no es posible dar veracidad de
su medicion. Las cantidades de &cido gdlico entran
dentro del rango cuando se compara con los
resultados de Beaudor et al. (2023).

En cuanto alaimpresion 3D, labiotintaideal resultd
ser e chocolate a 42 °C pues el puré de papa solia
Ser muy poco consistente.

CONCLUSIONES

Los residuos de café contienen compuestos
bioactivos Utiles que pueden ser aprovechados para
diversos sectores, a pesar de las limitaciones en €
proceso experimental, se pudo demostrar que existe
capacidad antioxidante. Ademas, se observo que la
proporcion de 1:3 ProteinaGoma Xantana es
Optima para producir hidrogeles pues tras la
inyeccion de GDL y € proceso de liofilizado se
obtuvo un peso constante en los criogeles.
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Resumen

Rhipicephalus sanguineus es una garrapata de gran
importancia medica y veterinaria debido a que es un
vector de diversos patogenos; Durante su
alimentacion, moléculas salivales del parasito como
los inhibidores de proteasas tiene un rol clave en la
evasion del sistema inmune del hospedador, sin
embargo la informacién que hay acerca de estas
moléculas (serpinas) es limitada. En este trabajo se
abordo la identificaciéon in sillico, el analisis
bioinformatico, el disefio de oligonucledtidos
especificos y la extraccion del material genético del
gen que codifica el inhibidor A de la elastasa
leucocitaria en R. sanguineus, con la finalidad de
ampliar y aportar mas conocimiento sobre esta
molécula,

Palabras clave: Rhipicephalus sanguineus; garrapata
café del perro; perros; prevencion; Rickettsia conorii;
fiebre maculosa de las Montafias Rocosas; fiebre
botonosa mediterranea; parasitos caninos.

SRR - o
mia

Keywords: Rhipicephalus sanguineus; brown dog tick;
dogs; prevention; Rickettsia conorii; Rocky Mountain
spotted fever; Mediterranean spotted fever; canine
parasites.

a) Introduccion

Rhipicepalus sanguineus, tambien conocida como
la garrapata café del perro, es un ectoparasito de tres
huéspedes que se encuentra distribuido de manera
global y afecta principalmente a los caninos y si hay
una  exposicion, a los seres  humanos
ocasionalmente (Dantas-Torres, 2008; Dantas-
Torres, 2010). Es de importancia médica y
veterinaria por presentar un dafio directo en la piel
de los hospederos pero mas importante el papel que
desempefia como un vector biologico de
microorganismos patoégenos de relevancia en salud
publica, como lo pueden ser Babesia canis,
Ehrlichia canis y diversas especies del género
Rickettsia (Rickettsia rickettsi y Rickettsia conorii)
, los cuales tienen impacto en la salud de las
personas al causar enfermedades graves como la
fiebre maculosa y la fiebre botonosa mediterranea
(Dantas-Torres, 2008; Rodriguez-Vivas et al.,
2023). En México han sido reportados casos de este
parasito en al menos 24 estados del pais, lo cual
representa un problema en regiones urbanas y

rurales (Caro Cruz, 2021; Rodriguez-Vivas et al.,
2023).

Al momento de alimentarse, la saliva de Ila
garrapata desempefia un papel muy importante
debido a que contiene un a mezcla compleja de
moléculas entre las cuales suelen estar
inmunomoduladores, anticoagulantes e inhibidores
de proteasas, moléculas que le confieren el poder de
neutralizar las respuestas de defensa del hospedador
(Hernandez Juérez, 2022). Una de las moléculas
destacadas son las serpinas e inhibidores de
proteasas de la respuesta inmune local, las cuales al
caracterizar su protedmica ha permitido explorar
los interactomas complejos que tienen entre los
antigenos del vector y los patdégenos que son
transmitidos [5]. En particular los inhibidores de
proteasas como el inhibidor A de la elastasa
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leucocitaria son fundamentales para ayudar a
mitigar la degradacion tisular y de la respuesta
inflamatoria que es mediada por neutrdfilos en el
sitio de fijacion (Hernandez Juarez, 2022).

b) Objetivos
General

Generar informacion sobre el inhibidor A de la
elastasa leucocitaria de Rhipicephalus sanguineus,
mediante su identificacion, analisis bioinformatico
y clonacion, con la intencion de ampliar el
conocimiento acerca de esta proteina y contribuir al
estudio de un organismo de importancia en la salud
publica y de medicina veterinaria.

Especificos

Identificar la secuencia del gen que codifica el
inhibidor A de la elastasa leucocitaria en
Rhipicephalus sanguineus.

Realizar el analisis bioinformatico de la secuencia
para poder identificar las caracteristicas
moleculares y hacer una comparacion con la
literatura encontrada de otras especies.

Ampliar el gen mediante PCR y verificar su
integridad

Clonar el gen en un vector de expresion

Generar informacién para que contribuya al
conocimiento de esta proteina debido a que la
informacion que hay es limitada en esta especie

¢) Metodologia

Primero se llevo a cabo una introduccion acerca de
los cuidados, desecho y buenas practicas de
laboratorio, desecho de RPBI, RP y manejo de
algunos equipos.

Identificacion de la secuencia de interés

Para llevar a cabo la identificacion de la secuencia
de interés, se buscé el codigo de acceso
XP _037499620.1 en la base de datos GenBank del

NCBI, el cual corresponde a la proteina Inhibidor A
de la -elastasa leucocitaria de Rhipicephalus
sanguineus. A partir de este registro, se identifico la
anotacion del mRNA (XM 037643692.2) y se
revisoé la seccion CDS para determinar la secuencia
de nucledtidos, las regiones codificantes, el nimero
de aminodcidos y los limites del gen con las
regiones 5’ UTR y 3’ UTR. Asimismo, se consultd
la informacion genomica del locus (Gene ID:
119373638) para analizar los genes y regiones
flanqueantes.

Obtencion y analisis de la secuencia

Se recuperd la secuencia de nucledtidos en formato
FASTA desde GenBank. Posteriormente, la
secuencia se proceso en la herramienta Translate de
ExPASy para identificar la pauta de lectura, asi
como la ubicacion exacta de los codones de inicio
(ATG) y de paro (TAA).

Diseiio de oligonucleotidos

se utilizaron como referencia los codones de inicio
y de paro previamente identificados. De este modo,
se disefio el cebador Forward a partir del codon de
inicio (5'-ATG ACT GCA GAC GTATCCAG-3")y
el cebador Reverse con base en el codon de paro (5'-
TGT GCG GGA CGT CTA A-3"). Ambos
oligonucleodtidos se analizaron en la plataforma
OligoAnalyzer Tool para determinar sus
propiedades fisicoquimicas Mediante un analisis de
BLASTn se evaludo la especificidad de las
secuencias, observandose coincidencias parciales
con otros organismos pero sin registros especificos
para R. sanguineus. Finalmente, para permitir la
clonaciéon en el vector pCold I, se afadieron los
sitios de restriccion para la enzima BamHI en el
cebador Forward (5'-
CGCGGGATCCATGACTGCAGACGTATCCAG
-3') y para EcoRI en el cebador Reverse (5'-
CGCGGAATTCTGTGCGGGACGTCTAA-3").

Estrategia experimental

e Extraccion de proteinas

Se descongel6 en hielo a4 °C un vial de intestino
de ogarapata (Rhipicephalus  sanguineus)



conservado a-20 °C. Unavez descongelado, selavo
en cinco ocasiones con 1 mL de una solucion de
inhibidor de proteasas en PBS, centrifugando a 13
000 rpm y 4 °C durante 5 minutos. Tras cada
lavado, se decanté € sobrenadante y el tejido se
mantuvo en 300 PL de la solucion de inhibidor de
proteasas en PBS.

Posteriormente, la muestra se sometio a lisis fisica
mediante un sonicador. Paraello, selimpid lasonda
con etanol a 70 % (v/v) y se dgjo secar a aire. La
muestra se colocd en un recipiente con cama de
hielo para mantener e tubo firme y evitar que la
sonda tocara las paredes del mismo. El equipo se
configurd para aplicar 3 pulsaciones de 5 segundos
aunaamplitud del 45 %.

Se realizd la extraccion del ADN gendémico con
ayuda del kit Quick-Start Protocol DNeasy® Blood
& Tissue Kit con el nimero de catalogo 69504,
siguiendo los pasos descritos en el manual de
acuerdo a el apartado “1% Tissue”, a partir de
muestras de intestino de Rhipicephalus sanguineus,
1 vial que se encontraba congelado a -20°.

e Purificacion de proteinas

Se utiliz6 € kit ReadyPrep™ 2-D Cleanup (Bio-
Rad) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
tomaron 100 pL del extracto proteico y se
adicionaron 400 pL del agente precipitante 1,
homogeneizando en vortex durante 30 segundos e
incubando en hielo por 15 minutos. A continuacion,
se afiadieron 400 L del agente precipitante 2y se
mezcld en vortex durante 30 segundos. La mezcla
se centrifugo a 12 000 rpm durante 5 minutos a 4
°C. inmediatamente después de la centrifugacion, la
muestra se colocO en hielo y se descartd €
sobrenadante. Al botén celular (pellet) obtenido se
le agregaron 40 L del agente de lavado 1y se
centrifugé a 12 000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Se
desechd e sobrenadante y se afiadio 1 mL del
reactivo de lavado 2 (previamente enfriado a-20 °C
durante 1 hora) junto con 5 pL del agente aditivo de
lavado 2. La mezcla se incubo a -20 °C durante 30
minutos, agitando en voértex durante 30 segundos
cada 10 minutos.
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Finadmente, se centrifugd, se descartdé el

sobrenadante y se dgj6 secar € pellet a aire. La

muestra se resuspendié en 200 yL de buffer de

rehidratacion 2-D y se amaceno a -20 °C hasta su

uso posterior.

e Purificacion de Acidos Nucleicos para
obtener muestras puras de ADN

Se hizo uso de DNeasy® Blood & Tissue Kit (cat.
nos. 69504 and 69506) al cual se le hicieron
modificaciones y se utilizaron otros equipos, el
procedimiento que se siguid fue:

Seguir los pasos de acuerdo al apartado de “Tejido

celular” de los pasos 1 a 4, se colocd en uno de los
tubos que venian en el Kit 180 uL de Buffer ATL, a
continuacion agregar 20uL de Proteinasa K,
mezclando con Vortex hasta homogeniza (se tiene
la solucidon, incubar a 56°C en Termobafio marca
ANOVA model W6 sustituyendo a la incubadora
durante 30 minutos finalmente votexear durante
15segundos; agregar 200uL de Buffer AL
mezclando bien con Vortex e incubando en este
paso durante 10 minutos a 56°C, en el mismo tubo
agregar etanol de grado biologia molecular y
mezclar con vortex para homogeneizar . Pipetear la
mezcla obtenida en una columna (que se adhiere a
un nuevo tubo), centrifugar a 8000 rpm a 4°C
durante 1 ,minuto, se pone el liquido sobrante se
desecha junto con el tubo, queddndose unicamente
con la columna, colocar la columna en un tubo
nuevo, agregar 500uL de Buffer AW1 centrifugar
a 8000 rpm a 4°C por un minuto, el procedimiento
se repite hasta ver la mezcla transparente, hasta este
paso, la muestra cumplia con ese requisito. Se
desecha el liquido y el tubo de recoleccion . la
columna se coloca en un tubo nuevo y se agregan
500uL de Buffer AW2, a continuacion se centrifuga
a 14,000 rpm por 3 minutos se desecha el liquido y
el tubo. Se traslada la columna a un tubo
nuevamente nuevo, se eluye el ADN agregando
200 pL de Buffer AE en la columna, se incuba
durante 1 minuto a temperatura ambiente y
enseguida se centrifuga por 1 minuto a 8000 rpm a
4°C , este ultimo paso se repite 1 vez mas



Se extrajo ADN gendmico a partir de muestras de
intestino de Rhipicephalus sanguineus utilizando el
kit DNeasy® Blood & Tissue Kit (Cat. Nos. 69504
y 69506), siguiendo las especificaciones del
apartado "Tejido" (7issue, pasos 1 a 4) con ligeras
modificaciones.

En un tubo del kit se colocaron 180 puL de Buffer
ATL y 20 puL de Proteinasa K, homogeneizando en
vortex. La solucion se incub6 a 56 °C durante 30
minutos en un termobafio (ANOVA, modelo W6) y
posteriormente se agitd en vortex durante 15
segundos. Se anadieron 200 pL de Buffer AL, se
mezcld en vortex y se incub6 a 56 °C durante 10
minutos. A continuacion, se agregd etanol grado
biologia molecular y se homogeneiz6é nuevamente
en vortex.

La mezcla se trasvas6 a una columna de
centrifugado y se centrifugd a 8 000 rpm y 4 °C
durante 1 minuto. Se descart6 el liquido filtrado
junto con el tubo de coleccion. La columna se
transfirid a un tubo nuevo, se afiadieron 500 pL de
Buffer AW1 y se centrifugé a 8 000 rpm y 4 °C por
1 minuto (paso que se repitid hasta observar la
mezcla transparente). Tras descartar el tubo con el
filtrado, la columna se colocd en un tubo nuevo, se
agregaron 500 uL de Buffer AW2 y se centrifugd a
14 000 rpm durante 3 minutos.

Por ultimo, la columna se trasladd a un tubo
eppendorf nuevo para realizar la elucion del ADN.
Se afiadieron 200 pL de Buffer AE sobre la
columna, se incub6 durante 1 minuto a temperatura
ambiente y se centrifugd a 8 000 rpm y 4 °C durante
1 minuto. Este ultimo paso de elucion se repitié dos
veces mas.

o FElectroforesis

Parala€lectroforesis, se utilizé el SISTEMA MINI
ELECTROPHORESIS SYSTEM (modelo
MSMINIONE, INPUT AC 100-120 W, Seria No.
MINIONE-225). Previamente, la camara de
electroforesis y los peines se limpiaron con acohol
al 70%. El gel se prepard con agarosa a 1% en 50
mL de tampdn TAE 1X.

PIRAAED - . COOSA
rLikd ]

Para el primer gel, se cargaron dos pocillos: en €
pocillo 7.1 se afiadieron 5 L de la escalera de peso
molecular de 1000 pb mezcladoscon 1 pL de buffer
de carga sobre Parafilm®; en € pocillo 7.2 se
cargaron 10 pL de la muestra de ADN mezclados
con 2 yL de buffer de carga (homogeneizados 5
veces con micropipeta). La electroforesis se
programé a 100 V durante un tiempo total de 31
minutos, observéndose la resolucion de las bandas
enlaFig. 1.

Para e segundo gel, se repitid exactamente el
mismo procedimiento de preparacién y carga,
sustituyendo Unicamente e marcador por una
escalera de peso molecular de 100 pb (pocillo 7.3)
frente alamuestrade ADN (pocillo 7.4), corriendo
el gel a100 V durante 29 minutos, como se ilustra
enlaFig. 2.

d) Resultados

Tabla 1. Paradmetros fisicoquimicos y secuencias de los
oligonucledtidos disefiados para el gen del Inhibidor A de la elastasa
leucocitaria.

Primer Secuencia Sitios de
restriccion

Forward ATG BamHI 20pb 50.0  61.3° Hair
ACT CGCGGG % C pin
GCA ATCCATG
GAC ACTGCAG
GTA ACGTATC
TCCAG CAG

Revers TGT EcoRI l6pb = 56.2 59.8 Hair
GCG CGCGGA % °C pin
GGA ATTCTGT
CGT GCGGGA
CTAA CGTCTAA

La concentracion del ADN, fue de 5.9 ng/ul,
con valores de relacion 260/280= 2.47 y de

260/230=0.28.
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Fig1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% empleando
marcador de peso molecular de 1000 pb. Pocillo 7.1: Escalera
de 1000 pb; Pocillo 7.2; Muestra de ADN purificado.
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Fig2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% empleando
marcador de peso molecular de 100 pb. Pocillo 7.3: Escalera
de 100 pb; Pocillo 7.4: Muestra de ADN purificado.

e) Discusion y conclusiones

En relacion con la fase experimental, la extraccion
del ADN a partir de el intestino de R. sanguineus
la cual tuvo una concentracion de 5.9 ng/uL indica
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lo complejo que puede ser trabajar con muestra de
tejido como la de la garrapata, diversos autores han
reportado que las muestras provenientes de
garrapatas presentan dificultades durante la lisis y
purificacion debido a que tienen pigmentos
derivados de la digestion de la sangre, pigmentos
que pueden interferir en la pureza y disminuir la
eficiencia de la extraccion (Caro Cruz, 2021,
Rodriguez-Vivas et al., 2023).

Por otro lado, la falta de resolucion de bandas claras
y emparentadas en los geles de agarosa se puede
explicar porque al extraer el ADN gendmico, la
masa molecular del genoma integro sobrepasa el
rango de separacion de las escaleras de peso
molecular como lo son de 100 pb a 1000 pb si el
material no se ha fragmentado en su totalidad o se
ha amplificado previamente por PCR (Green y
Sambrook, 2012; Lee et al., 2012).

Como conclusion, se identificd exitosamente la
secuencia del gen que codifica para el inhibidor A
de la elastasa leucocitaria en Rhipicephalus
sanguineus en la base de datos GenBank. Se
disefiaron y caracterizaron in sillico los
oligonucleotidos para poder realizar una clonacion
posterior en el vector pColdl. Se realizo una
estandarizacion del ADN genomico a partir de
tejido de intestino de garrapata y se identificaron
necesidades para optimizar las condiciones de la
lisis y la purificacion para poder llevar a cabo una
amplificacion por PCR y clonacion.
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RESUMEN

Este estudio se inscribe en € marco de la economia
circular y tiene como propésito dar valor agregado
a los posos de café (SCG), con € fin de mitigar su
impacto ambiental. El objetivo principal fue
desarrollar criogeles a partir de proteina de
chicharo y extraer compuestos fendlicos presentes
en posos de café, evaluando su potencial aplicacion
en el sector cosmético. La metodologia consistio en
un desgrasado inicia de los residuos de café
mediante extraccion Soxhlet, seguido de una
extraccion asistida por ultrasonido para la
recuperacion de compuestos fendlicos. La
capacidad antioxidante se determind mediante los
métodos Folin-Ciocalteu y DPPH, y se llevaron a
cabo pruebas de impresién 3D con tintas de base
aimentaria. Los criogeles se obtuvieron por
gelificacion &cida de aislado proteico de chicharo
con goma xantana y posterior liofilizacion. Los
resultados revelaron concentraciones de fenoles
totales entre 6.10 y 8.76 mg equivalentes de &cido
gdico por gramo de muestra. Si bien € ensayo
DPPH y las pruebas de impresion 3D presentaron
limitaciones técnicas derivadas de la degradacion
de reactivos y del control térmico, se logré obtener
criogeles estables, libres de sinéresis. Se concluye
gue los posos de café constituyen una fuente viable
de antioxidantes, y que las proteinas de chicharo
permiten generar matrices estables adecuadas para
el transporte y amacenamiento de sustancias
bioactivas.

Palabras clave: Criogeles, proteina de chicharo,
posos de café, compuestos fendlicos, economia
circular
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ABSTRACT

This study focuses on circular economy by giving
an additional value to spent coffee grounds to
reduce environmental impact. The objective was to
develop pea protein-based cryogels and extract
phenolic compounds from spent coffee grounds
(SCG) for potential cosmetic applications. The
methodology involved degreasing SCG via Soxhlet
extraction, followed by ultrasound-assisted
extraction of phenolic compounds. Antioxidant
capacity was assessed using Folin-Ciocalteu and
DPPH assays, alongside 3D printing trias with
food-grade inks. Finally, cryogels were synthesized
through acid gelation of pea protein isolate and
xanthan gum, followed by lyophilization. Results
revealed total phenolic concentrations between
6.10 and 8.76 mg galic acid per gram used.
Despite technical challenges in the DPPH assay
and 3D printing due to reagent degradation and
temperature control issues respectively, stable
cryogels without syneresis were produced. It is
concluded that coffee residues are a viable source
of antioxidants and that pea proteins form stable
matrices suitable for bioactive compound storage
and transport.

Keywords. Cryogels, pea protein, spent coffee
grounds, phenolic compounds, circular economy

INTRODUCCION

La gestion de subproductos agroindustriales degjé
de ser un reto logistico y se volvié una oportunidad
clave dentro de la economia circular, buscando
reducir el impacto ambiental y agregar valor a
biomasas frecuentemente desechadas. En este
contexto, € bagazo o los posos de café (Spent
Coffee Grounds, SCG) surgen como uno de los
residuos solidos més relevantes, debido a su
generacion anual estimada en 6 millones de
toneladas a nivel global (Zhao et a., 2024). Este
subproducto representa cerca del 45% del grano
origina tras el proceso de infusién y su manejo
incorrecto a desecharlo puede tener efectos
fitotoxicos en € compostaje (Beaudor et al., 2023).
No obstante, los SCG son ricos en compuestos de
alto valor como carbohidratos, lipidos, proteinas y
principalmente, compuestos fendlicos como los
&cidos clorogénicos (Zhao et al., 2024) los cuales
pueden ser extraidos con gran rendimiento y
eficiencia con métodos como la extraccion asistida



por ultrasonido (UAE, por sus siglas en inglés),
donde se reduce el consumo energético en
comparacion con métodos  convencionaes
(Beaudor et a., 2023).

Para proteger, amacenar y transportar extractos, se
ha optado por usar la tecnologia de encapsulacion
en biogeles desarrollados a partir de proteinas
vegetales como € chicharo, aprovechando su
capacidad de conservacion de sustancias sensibles
o labiles gracias a su dta estabilidad (Casanova y
Santos, 2015). Esto promueve su almacenamiento
y procesado para un posterior uso cosmético.

OBJETIVO

Desarrollar criogeles basados en proteina de

chicharo y extraer proteinas y compuestos

fendlicos de subproductos de café con potencial

uso cosmético.

Particulares

- Conocer e funcionamiento de impresoras

3D de alimentos con tinta de puré de papay
chocolate.

METODOLOGIA
|. Capacitacion en técnicas experimentales de
laboratorio y conocimiento tedrico

Previo alarealizacion de la metodologia, sellevo a
cabo una semana de capacitacion intensiva en
técnicas que permitieron el desarrollo del proyecto
al estandarizar procedimientos y garantizar €l
correcto mangjo del materia volumétrico y los
equipos de medicion. Para ello se realizaron
extracciones de hexano con un rotoevaporador
(Figural) y curvas de calibracion con micropipetas
en voliumenes de 1 mL y 100 pyL con tal de
practicar el pipeteo correcto para e posterior
andlisis de capacidad antioxidante.

Figura 1. Rotaevaporador BUCHI

. Desgrasado por Soxhlet de café usado
generados en la preparacion de café expreso

Se elaboraron dos cartuchos con hojas de papel
filtro para desgrasar con hexano muestras de café
tamizadas en un equipo Soxhlet por 8 horas (Figura
2).

Figura 2. Extraccion de lipidos de posos de café en equipo Soxhlet
1.  Extraccion de compuestos fendlicos
mediante cavitacion por sonotrodo.

Posterior a desgrasado, se agreg6é 1 gramo de
muestra a 50 ml de una mezcla 1:1, etanol:agua y
se sonico (Figura 3) con los siguientes pardmetros.
30 % de amplitud 5 min en bafio de hielo, agitar 30
min a temperatura ambiente. Posteriormente la
muestra se centrifug6 a 4000 g por 10 minutosy €l
sobrenadante se transfiri6 a un matraz. El
procedimiento se repitid 3 veces.

Los sobrenadantes se juntaron y la fase solida fue
secada a 40 °C por 12 h en un deshidratador de
aimentos de are forzado (Food Dehydrator,
Excalibur). La fase liquida se filtré con filtros de
nitrato de celulosa 0.45 umy se guardé a 4 -C en
viales ambar.

Figura 3. Muestra de café en sonotrodo

V. Ensayos de capacidad antioxidante



Se redlizaron dos ensayos de determinacion de
capacidad antioxidante: Determinacion de fenoles
totales con reactivo de Folin-Ciocalteu y por
DPPH.

Se siguid la metodologia establecida por Prior et
al., en 2005 para el ensayo con reactivo de Folin-
Ciocalteu. Asimismo, se rediz6 la determinacion
de DPPH seglin la metodologia establecida por
Prior et al., en 2005.

V. Impresién 3D con tintas comestibles (puré de
papa, chocolate)

Se utiliz6é unaimpresora por extrusion (Foodbot S2
Multi Ingredient Food 3D Printer) para imprimir
en 3D distintos modelos precargados en la
aplicacion de impresiéon. Para € puré de papa se
usd colorante azul y rojo, con una preparacion
comun de empague y se llevo a una temperatura de
32 °C, usando de modelo un cubo tridimensional
(Figura 4), con € objetivo de observar la
estabilidad estructural del puré de papa.
Posteriormente se usd chocolate a 42 °C con una
punta més fina y se usaron distintos modelos con
profundidad y otros planos (Figura5).

V1. Elaboracién de hidrogelesy criogeles.

Se pesaron 0.15 g de goma xantana 'y se agregaron
5 mL de agua desionizada para homogeneizar sin
generar grumos. Se gjusto € pH a 10 con NaOH y
se degj6 24 horas en € congelador.

Se disolvieron 0.15 g de aidlado proteico de
chicharo en 4.5 mL de aguay se agito6 por 2 horas.
Se colocaron 500 pL de la dispersion + 35 L de
GDL, seafor6 a10 mL y se produjo su gdificacion
acida hasta pH de 4. Se congelé a -5 °C por 18
horas y se liofilizO por 48 horas para generar €l
criogel.

RESULTADOS

|. Capacitacion en técnicas experimentales de
laboratorio y conocimiento tedrico

Se aobtuvieron dos curvas de calibracion, la primera
con un volumen de 1 mL (Figura 4) y la segunda
de 100 yL (Figurab).
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Figura 4. Repeticion de 20 volimenes de 1 mL
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Figura 5. Repeticion de 20 volumenes de 100 pL

II. Desgrasado por Soxhlet de restos de café
usado.

Se recuperaron 32.3918 g de posos de café
desgrasados por equipo Soxhlet.

[Il. Extraccion de compuestos fendlicos
mediante cavitacion por sonotrodo y filtrado

Se obtuvieron = 6.5 mL de compuestos fendlicos
por cada 50 mL de muestra. Esto se realizé por
triplicado y representa un rendimiento de 13% v/v
respecto alasolucioninicial.

IV. Ensayos de capacidad antioxidante
Se obtuvo la siguiente curva de calibracion con €
ensayo de Folin-Ciocalteu (Figura 6):

Grafica 1. Curva de calibracién de método Folin-Ciocalteu
expresado en pg/mL de ac. galico

Y empleandola, se encontraron las concentraciones
de tres muestras.

mg ac.

galico/g de
muestra

Al B.70433283

6.10755961

8.25748351

Muestra

m
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Tabla 1. Concentracion total de compuestos fendlicos en posos de
café

Figura 6. Lector de placa de ensayo Folin-Ciocalteu

La determinacion de capacidad antioxidante por la
técnica DPPH (Figura 7) fue realizada dos veces,
no obstante, el coeficiente de correlacion no fue lo
suficientemente preciso para poderlo considerar
COMO un parémetro reportable.

Figura 7. Lector de placa de ensayo DPPH

V. Impresién 3D con tintas comestibles (pur é de
papa, chocolate

\

Figura 8. Vistas por encima de las impresiones de un cubo con puré
de papa con colorante rojo y azul

Figura 9. Impresion de blattodea con crhocolate

VI. Elaboracién de bio-geles (hidrogeles y
criogeles)
Se obtuvieron los criogeles que se muestran en la
Figura 10.

Figura 10. Criogeles de proteina de chicharo y goma xantana

DISCUSION

Los ensayos mediante e reactivo de Folin-
Ciocalteu revelaron concentraciones de fenoles
totales entre 6.10 y 8.76 mg de é&cido galico por
gramo de muestra. Estos valores se encuentran en
el rango reportado en e estudio de Beaudor et al.
(2023) y se confirma que los residuos de café son
una fuente rica de &cidos fendlicos con actividad
antioxidante y potencial aplicacion en productos
cosméticos anti-envejecimiento (Beaudor et al.,
2023; Zhao et al., 2024). Por otro lado, en la
prueba con DPPH se presentaron errores con €l
pipeteo, ademés de que e reactivo se encontraba
ya degradado posiblemente por exposiciones a la
luz u oxigeno, dado que es un radical librey por o
tanto, una sustancia sensible. En ese sentido, se
precisa de optimizar las curvas de calibracion.

La impresion 3D presentd ciertas complicaciones
con ambas tintas debido a la temperatura (muy
baja, menor a 35 °C) e incluso a las puntas, las
cuales, a extrudir, se obstruian e impedian un
correcto depdsito de tinta. Adicionamente, la
impresion de chocolate a 42 °C presentd mayores
retos técnicos, ya que la fidelidad de la forma en
tintas basadas en lipidos depende criticamente de la



cristalizacion de las grasas y su comportamiento
térmico (Raut et ., 2026).

La obtencién exitosa de criogeles a partir de
aislado proteico de chicharo y goma xantana es un
resultado clave para el transporte de compuestos
bioactivos debido a su alta estabilidad y perfil de
aminoacidos esenciales, demostrando su utilidad en
la conservacion de sustancias bioactivas |abiles
(Casanovay Santos, 2015).

CONCLUSIONES

Se obtuvieron de 6-8 mg de é&cido galico/g de
muestra en |os posos de caf€, un rango optimo para
extraccion de UAE.

Se desarrollaron criogeles con matrices de proteina
de chicharo sin sinéresis.

Se comprendio el correcto funcionamiento de la
impresora 3D (puntas, tintas, temperaturas).
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Resumen.

La formulacién de una pelicula organica
entra con la finalidad de ser una respuesta
ante la contaminacién por la produccién de
plasticos sinteticos a base de petroleo, al
ser una opcién mas amigable con el medio
ambiente.

Esta pelicula esta hecha a partir de
polisacaridos naturales, formando una capa
de delgada con capacidad flexible, sin
perder estructura siendo asi resistente a
estimulos fisicos y quimicos como lo es el
cambio de pH.

La utilizacion de esta pelicula como
material para empaques de alimentos entra
por su resitencia, similitud con peliculas de
origen sintetico y por la capacidad de ser
sensible al pH que se sefala por cambio de
color.

La lavanda es wuna planta utilizada
mundialmente por su sus propiedades
aromaticas, medicinales y repelentes de
insectos. A la estructura de la pelicula por
su contenido en antocianinas el cual es un
compuesto altamnete sensible al pH, le da
a la pelicula la capacidad inteligente de
cambiar de color al estar suceptible al
cambio de pH por la degradacién de los
alimentos en contacto con dicha pelicula.

Palabras Clave.
Pelicula, Empaques, Color, pH
Abstract

The development of this organic film aims to
address the pollution caused by the
production of petroleum-based synthetic
plastics, offering a more environmentally
friendly alternative.

Made from natural polysaccharides, the film
forms a thin, flexible layer that retains its
structural integrity while resisting physical
and chemical stressors, such as pH
fluctuations.

Its suitability as a food packaging material
stems from its durability, its similarity to
synthetic films, and its pH-sensitivity, which
is visually indicated by a color change.

Lavender is a plant used worldwide for its
aromatic, medicinal, and insect-repellent
properties. Its anthocyanin  conten
compounds highly sensitive to pH endows
the film with "smart" functionality: it changes
color in response to pH shifts caused by
food degradation when in contact with the
packaging.

Keywords
Edible film, packing, color, pH
Introduccion.

Los polimeros sintéticos, comunmente
llamados plasticos, son utilizados con el



proposito de sustentar la demanda vy
necesidades de la poblacion, a partir de
esto se obtienen subproductos de estos
procesos de sintesis, que quedan en el
agua, suelo, aire y el cuero humano,
contaminandolos. [1]

El uso de plastico en el mundo moderno se
ha convertido en un problema a gran escala
debido a la mala administracién y el uso
desmedido. Estos productos se han
convertido en objetos de uso diario que se
han adoptado como una necesidad de la
poblacion.

Durante la pandemia del 2019 se vi6 un
aumento considerable de esta
contaminacién por la necesidad del uso de
medidas sanitarias y equipo de seguridad
médico. [2]

Actualmente se idearon nuevas alternativas
para combatir el uso desmedido de
plasticos, através de la formacién de
matrices polimericas organicas, producidas
a partir de materias primas vegetales como
la celulosa, almiddn y aceites vegetales. [3]

El desarrollo de una pelicula en laboratorio
que puede volverse parte de un empaque
alimenticio y se tomara como nueva
alternativa ante empaques de origen
sintético, podria ayudar a contribuir a la
disminucion del aumento de plasticos en el
mundo, surgiendo como una opcion
amigable con el medio ambiente siendo
biodegradable, teniendo como capacidad el
cambio de color, indicando al consumidor la
condicion del alimento almacenado.

Objetivos.

Objetivo general. Preparar una pelicula
organica utilizando extracto de lavanda
como materia prima.

Objetivos Especificos.

1. Evaluar la capacidad de la pelicula para
presentar cambios de color ante diferentes
valores de pH.

2. Determinar la viabilidad de la pelicula de
lavanda como material indicador de
cambios de pH.

3. Realizar una caracterizacion fisica de la
pelicula obtenida.

Metodologia
1. Obtencion del extracto etanoico.
1.1 Materiales.

Como materia prima del extracto se uso
partes de la planta de lavanda, lo que
corresponde a hojas, tallo y semillas y se
extrajo en una solucién de alcohol etilico
absoluto.

1.2 Procedimiento.

Se hizdé una mezcla de alcohol etililico
absoluto y la planta de lavanda con en una
proporcion de 70:30 (p/v) y se dejé en
agitacion a temperatura ambiente en un
frasco cerrado.

Al terminar el tiempo de agitacion se filtré la
planta y se devolvidé el extracto liquido al
frasco ermetico.

2. Preparacion de pelicula bioactiva.
2.1 Materiales.

Se utiliz6 almidon de papa y goma guar
como matriz para la estructura de la
pelicula, ademas se le afnadio glicerol y el
extracto etanoico.

2.2 Procedimiento.

Se preparo la mezcla de la pelicula base
por partes, la primera parte consto de la
mitad del volumen total de agua destilda,
este se usd para solubilizar el alidéon de
papa a temperatura ambiente, la segunda
parte consto de la otra mitad del volumen
de agua para solubilizar la goma guar.



Una vez que ambas mezclas ya no
contaban con grumos se mezclaron
homogeneamente en una sola.

Se calento la mezcla para coser el almidoén
en constante agitacion.

Después paso a una etapa de atemplado.
Una vez que la mezcla bajo su temperatura
se el anadié el 10% del volumen de la
mezcla total del extracto etanoico aun en
agitacion.

Se peso 1.883g de glicerol de grado
alimenticio para plastificar la mezcla.

Al terminar el proceso de mezclado y de
incorporacion de reactivos se dividio la
mezcla en partes iguales en placas que
despues se llevardn al horno.

3. Prueba del extracto al cambio de pH
3.1 Materiales.

Para esta técnica se prepararon dos
sulciones de 100 mL, una de HCI 1N a partir
de HCI concentrado y se diluyé con agua
destilada, para la segunda solucién se
preparo NaOH 1N igualmente diluida la
base con agua destilada, para la medicion
se utilizé un potenciometro modelo. De la
marca. Previamente calibrado con sus tres
estandares correspondientes.

3.2 Protocolo.

Para la prueba entre cada medicion se
enjuago con agua destilada y se seco con
una toalla de papel absorbente el
potenciometro para evitar mediciones
erroneas.

3.3 Procedimiento.

Se tomaron 2mL del extracto etanoico a los
cuales se les midi6 el pH con un
potenciometro previamente calibrado, el pH
inicial obtenido fue de 6.15.

Se anadié la solucion de HCI 1N hasta bajar
el pH a 6 y donde se tomo la primer

fotografia, después se fué bajando el pH de
una unidad en una unidad hasta 1 tomando
las fotografias correspondientes, a partir del
pH en 1, con la solucién de NaOH 1N se fué
subiendo el pH de una unidad en una
unidad hasta el pH 13 de igual forma
tomando sus fotografias correspondientes.

Resultados.

Al afnadir las diferentes soluciones se
observd que no habia un cambio de color
tan evidente entre algunas unidades, sin
embargo al comprar fotografias, cada una
mostré una tonalidad diferente.

Se observé que al iniciar el color de la
solucion era verde oscuro, al iniciar la
prueba se obtuvo un cambio de color
inmediato de 6.15 a 6, también se observo
gque una vez que inicia el contacto con
soluciones acido base jamas la solucién
vuelve a tornarse de color verde, este color
se pierde por completo, al intentar regresar
al pH inical la respuesta colorimetrica
obtenida fué un tono amarillo naranja con
ello se presenta una tabla de fotografias de
cada pH obtenido.

Tabla 1. Respuesta del extracto etanoico
por adicion de soluciones de HCl y NaOH
1N.

pH 13 Fnal pH&15 ido




Se obtuvo una pelicula de color verde claro
translucida, flexible, de bajo peso vy
resistente a estimulos fisicos.

La pelicula poseia un aroma suave herbal,
su superficie era lisa y reflejaba la luz.

Figura 1. Pelicula de mezcla base vy
extracto de lavanda 10%.

La caraterizacion de la pelicula cosistio en
el calculo de la resitencia a la tensién.

Para realizar esta caraterizacioén se llevo al
laboratorio del Instituto Politecnico Nacional
campus (Querétaro, Qro.) Se hizé a través
de un instrumento de , se hizd este
procedimiento por triplicado y se obtuvieron
los resultados de la tabla 2.

Tabla 2. Valores de la resistecia a la tesion
de peliculas al 10%.

Pelicula Resistencia a la
tesion (MPa)

E1 6.3103

E2 3.6592

E3 4.0794

Discusién y conclusiones.

- Cambio de color de pH.

Las antocianinas son un grupo importante
utilizado como colorantes dentro del
espectro visible, su rango colorimétrico
abarca desde rojos hasta azules.

El color de este compuesto va depender del
numero de los grupos hidroxilos y su
orientacién, al incrementarlos estos grupos
en la molécula produce que absorba
mayormente tonalidades rojas y por lo tanto
la veamos de tonos azules. Por otro lado si
remplazamos el grupo hidroxilo por grupos
metoxi genera un efecto contario en la
molécula, absorbiendo el rango de luz azul
y refleja mas la luz roja.

El pH es un factor capaz de cambiar tanto
la estructura como la estabilidad de la
molécula, al estar en ph acido por la
formacion de iones y al estar en pH basico
por formacién de quinoidales [4]

Respecto al rango colorimetrico y la teoria
cosultada los valor de pH corresponde al
cambio de ramificaciones de grupos
hidroxilo y metoxi respecto al pH del medio,
al entrar a pH basico se esperaria que
regresara a una tonalidad verde o azul sin
embargo se torno de nuevo a naranja, esto
puede deerse a la oxidacion por aire de
igualforma mencionada en la teoria.



La oxidacion por contacto por el aire en
medio basico a diferencia del medio acido,
es que en el medio acido el compuesto se
protege, la acidez tiene este efecto
protector permitiedole el cambio de color a
rojo, pero en medio basico al perder este
efecto protector se oxida y vuelve al rango
rojo claro o najaranja.

Las antocianinas son la molécula que se le
atribuye el cambio de color, esta responde
a la acidez del medio sustituyendola y
modificando ramificaciones dependiendo
del medio y la oxidacion del aire

- Pelicula de lavanda.

La pelicula obtenida mostrd caracteristicas
de resitencia a estimulos fisicos y quimicos
como el cambio de pH, cambid de color por
el tipo de medio, presneto buena estructura.

La matriz genrada por el complejo de
almidon y goma guar, ademas de la de
administracion de un plastificante le
permitié a la pelicula tener una estructura
elastica y flexible. Al incluir el estracto
cambio el color a un tono verde claro que le
dio la capacidad del cambio de color al
contacto con la acidez del medio provocado
por las antocianinas provenientes del
estracto base de lavanda.

Aplicando esta pelicula a empaques de
allimentos ayudaria al consumidor detectar
con mayor facilidad la dedegradacion y el
estado de putrefaccion del alimento
almacenado.

La resistencia el empaque no tendria
problema de almacenar y proteger el
alimento, ademas de que el colorante que
provoca el cambio de color en la pelicula,
ya es utilizado en la industrial de los
alimentos.

La viabilidad de la pelicula como una
alternativa para un empaque de uso
alimenticio resultd positiva al poseer

propiedades exigentes y llamativas para el
cosumidor.

- Resistencia a la tension.

Se realiz6é esta prueba por triplicado y se
obtuvieron valores desfasados. Al sacar el
promedio de las resitencias de las peliculas
se obtuvo un valor de 4.683 MPa.

Al compararla con los resultados de otro
articulo de una pelicula a base de una
matriz de almidon combinada con
antiocianinas su resistencia a la tension fue
de 5.8 Mpa. [5]

La resistencia mecanica como lo es el estimulo
de tension también indica dentro de la matriz un
efecto plasificante, la variacién de valores
puede deberse a la dispersién, homegeniedad
o la formacion de microburbujas en la
superficie.

La diferencia de valores sugiera una falta
de dispercion de moléculas, un efecto de
resitencia a la tension indica un efecto
plastificante proveniente dela goma guar y
glicerol.
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Resumen

En el presente trabajo de investigacion se desarrolld
en primer lugar un electrodo de i16n selectivo de litio
utilizando electrodos serigrafiados y modificando su
superficie con nanotubos de carbono de pared
multiple con el objetivo de aumentar la sensibilidad
del electrodo en la deteccion de litio en agua. Una vez
que se desarroll6 el electrodo de i6n selectivo de litio
se procedio a realizar la evaluacion de la repetibilidad
del método electroanalitico empleado que fue
potenciometria. La repetibilidad se evalia con el fin
de determinar qué tan cercanos son entre si los
resultados en condiciones de mismo analista, equipo,
y método en un intervalo corto de tiempo. Para
evaluar la repetibilidad se realizaron seis réplicas de
una muestra con una concentraciéon de 1x10 M. Los
resultados indicaron que el método electroanalitico
propuesto es preciso evaluado a partir de la
repetibilidad mostrando un coeficiente de variacion
entres 2 % y 5 %.

litio,

Palabras clave: electrodo selectivo de

precision, repetibilidad.

Abstract

In the present research work, a lithium ion-selective
electrode was first developed using screen-printed
electrodes, whose surface was modified with multi-
walled carbon nanotubes in order to increase the
sensitivity of the electrode for lithium detection in
water. Once the lithium ion-selective electrode was
developed, the repeatability of the electroanalytical

method employed, namely potentiometry, was
evaluated. Repeatability was assessed to determine
how closely the results agree with each other under
the same analyst, equipment, and method conditions
over a short period of time. To evaluate repeatability,
six replicates of a sample with a concentration of
1X10™* M were analyzed. The results indicated that
the proposed electroanalytical method is precise
based on the repeatability assessment, showing a
coefficient of variation ranging from 2% to 5%.

Keywords: lithium-selective electrode, precision,
repeatability.

Introduccion

El monitoreo preciso del ion litio (Li") es fundamental
en la actualidad, tanto en el ambito clinico -debido al
estrecho margen terapéutico del litio como
estabilizador del animo— como en el sector
industrial, impulsado por el auge de las baterias de
ion-litio y la transicion energética. Frente a los
meétodos analiticos tradicionales, los electrodos de ion
selectivo destacan como una alternativa portatil,
econdmica y miniaturizada para la cuantificacion de
este analito [1].

Los electrodos selectivos por iones (ISE) son
cruciales para detectar especies i0nicas y se utilizan
ampliamente en sensores electroquimicos debido a su
alta sensibilidad, selectividad, bajo coste, simplicidad
y amplia aplicabilidad en los campos biomédico,
ambiental, agricola e industrial Las EEI son
especialmente utiles cuando las especies i06nicas estan
electroquimicamente inactivas o cuando generar
sefales de corriente a partir de reacciones faradaicas
resulta complicado. Esto se debe a que los EEI
determinan las concentraciones de iones midiendo las
diferencias de potencial en interfaces selectivas de
iones en respuesta a la actividad i6nica [2].

Entre los distintos tipos de EEIL, los EEI de membrana
polimérica basados en iondforos reciben una atencion
significativa, especialmente en la medicion de iones
electrolitos, por ejemplo, K, Na, Ca**, y Cl~ en fluidos
corporales, como sangre, suero, sudor y orina,
en aplicaciones biomédicas [3]. Una ISE clasica de
membrana polimérica es del tipo de contacto liquido,
tipicamente compuesta por membranas poliméricas



selectivas por iones que contienen portadores i6nicos
neutros o cargados (ionodforos), una solucion de
relleno interna y un electrodo de referencia Ag/AgCl
(RE) [4].

Debido a las modificaciones que se hacen a estos
electrodos que implican procesos manuales que
pueden introducir variaciones microscopicas en el
espesor del sensor, es indispensable evaluar su
reproducibilidad. Este pardmetro metrolégico mide la
consistencia y homogeneidad en la respuesta analitica
entre diferentes electrodos fabricados de manera
independiente bajo el mismo protocolo, siendo un
factor critico para garantizar la confiabilidad y
viabilidad comercial del dispositivo.

Objetivo

Evaluar la repetibilidad del método electroanalitico
empleado que incluye el wuso de -electrodos
serigrafiados modificados con nanotubos de carbono
de pared multiple para la deteccion y cuantificacion
de Litio en agua.

Metodologia

Electrodos de ion selectivo: Se utilizaron electrodos
serigrafiados (SPEs, Screen-Printed Electrodes)
comerciales que integran en una sola pieza un
electrodo de trabajo de carbono, un pseudoelectrodo
de referencia de plata y un contraelectrodo de
carbono.

Fase Selectiva: Mezcla polimérica constituida por
Policloruro de Vinilo (PVC) de alto peso molecular
(matriz), el Ionoforo de Litio especifico, disueltos en
tetrahidrofurano (THF) como solvente volatil [5].
Soluciones analiticas: Se prepararon siete soluciones
de calibracion de Cloruro de Litio mediante dilucion
seriada a partir de una solucion madre concentrada. El
rango de concentraciones abarcO siete Ordenes de
magnitud, desde la solucion mas diluida hasta la mas
concentrada de 1X10" M a 1X107 M.

Mediciones Potenciométricas: El registro de los datos
analiticos se ejecutdé empleando un potenciostato
configurado en la modalidad de Potencial de Circuito
Abierto (OCP) a corriente neta cero (I = 0). El equipo
operd con una alta impedancia de entrada (> 10'? Q)
para medir la diferencia de potencial sin drenar carga
de la interfaz ni polarizar el sensor [6].

Cada una de las seis curvas de calibracion se midieron
de forma secuencial y descendente las siete soluciones
de LiCl de concentracion conocida. Para cada
solucion, se dejo caer una gota sobre el electrodo y se
registro el potencial en milivoltios (mV) durante 5
minutos, luego se limpio el electrodo, se cambio la
punta de la micropipeta y se pasé a la siguiente
solucion.

Resultados

En la Fig. 1 se muestra un ejemplo de curva de
calibracion medida.
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Fig. 1. Curva de calibracion para la determinacion de Litio en agua.

En la Tabla 1 se muestran los valores de las
concentraciones medidas de litio, tomando la
concentracion del punto intermedio de la curva de
calibracion de 1X10* M, es decir se prepararon seis
soluciones a esa concentracion y se llevd a cabo su
medicion.

Tabla 1. Concentracién medida de Litio en agua.

Réplica Concentracion (M)
1 0.000105
2 0.000109
3 0.000110
4 0.000102
5 0.000103
6 0.000101




Discusion y Conclusiones

En la Fig. 1 se puede observar que se el método
potenciométrico propuesto para llevar a cabo la
deteccion y cuantificacion de litio en agua es
adecuado debido a que se obtuvo un coeficiente de
determinacion representado por R? de 0.97.

La R? es un parametro estadistico que indica qué tan
bien los datos experimentales se ajustan al modelo de
regresion, y por lo tanto que tan buena es la relacion
entre la sefial potenciométrica y la concentracion de
litio.

En la Tabla 1 se mostraron los valores de
concentracion de la seis réplicas del valor de
concentracion central de la curva de calibracion que
fue de 1X10™*. Con estos datos se obtuvo un media de
1.05X10* M, una desviacion estandar de 3.56x107°
M y un coeficiente de variacion de 3.39 %.

Los resultados anteriores nos permitieron concluir
que el método electroanalitico propuesto para la
deteccion y cuantificacion de litio en agua tiene una
repetibilidad adecuada lo cual se traduce en la
capacidad del método para producir resultados
consistentes cuando las mediciones de realizan bajo
las mismas condiciones.
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Resumen

El presente trabajo documenta las actividades del
Verano de la Ciencia, cuyo objetivo general fue el
desarrollo de bio-aerogeles con extracto de café
usado (SCG) para una posible aplicacion
cosmetol 6gica. Debido ala complgjidad estructural
de los residuos de café, el proyecto se dividio
metodol 6gicamente en una fase de capacitacion y
una fase de investigacion principal . La capacitacion
abarcd e aisdamiento de proteina con harina de
amaranto, pruebas de impresion 3D y la
formulacién exitosa de aerogeles modelo utilizando
proteina de chicharo y goma xantana. Una vez
estandarizadas las técnicas, se procedid a la
investigacion central: el desengrasado de SCG
mediante Soxhlet por 24 horas y la extraccion de
compuestos polifendlicos asistida por sonotrodo.
L os extractos obtenidos se analizaron determinando
su capacidad antioxidante mediante el método de
Folin-Ciocalteu y € ensayo DPPH, y se realizé €
proceso para € aislamiento de la proteina de café.
L os resultados mostraron una alta concentracion de
fenoles (hasta 192.18 mg de é&cido gaico/g de
muestra), aunque € ensayo DPPH presentd
variaciones analiticas. Se concluye que la fase de
capacitacion metodoldgica fue fundamental para
aplicar correctamente las técnicas a café,
demostrando € alto potencia antioxidante del SCG
para su futura encapsulacion en bio-aerogeles
cosmeéticos.
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Palabras clave: Aerogeles, Antioxidantes,
Cosméticos Extraccion, Proteina, Residuos de Café
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Abstract

This work documents the activities of the Summer
of Science, whose general objective was the
development of bio-aerogels with spent coffee
grounds (SCG) extract for a possible cosmetic
application. Due to the structural complexity of
coffee residues, the project was methodologically
divided into a training phase and a main research
phase. The training covered protein isolation with
amaranth flour, 3D printing tests, and the successful
formul ation of model aerogels using peaprotein and
xanthan gum. Once the techniques were
standardized, the main research proceeded: SCG
was defatted using Soxhlet for 24 hours, and
polyphenolic compounds were extracted using a
sonotrode. The obtained extracts were analyzed
determining their antioxidant capacity through the
Folin-Ciocalteu method and the DPPH assay, and
the process for coffee protein isolation was
performed. The results showed a high concentration
of phenols (up to 192.18 mg of gallic acid/g of
sample), athough the DPPH assay presented
analytical variations. It is concluded that the
methodological training phase was fundamental to
correctly apply the techniques to coffee,
demonstrating the high antioxidant potential of SCG
for itsfuture encapsul ation in cosmetic bio-aerogels.

Keywords: Aerogels, Antioxidants, Cosmetics,
Extraction, Protein, Spent Coffee Grounds.

I ntroduccién

El café es una bebida ampliamente consumida en €
mundo, su preparacion tradicional es mediante la
percolacién de agua caliente a través de los granos
molidos, dichos granos quedan como residuos en €l
papel filtro donde fueron depositados. Estos
residuos son conocidos como pocillos de café
usados (SCG), se representan un desecho
importante a nivel mundial. Sin embargo, estos
pocillos contienen una fuente importante de
compuestos bioactivos Utiles con aplicacionesen los



sectores. agronomo, por su valor como materia
organica; bioenergético, al poder transformar el café
en biodiésel de segunda generacion por
transesterificacion; alimenticio, como saborizantes;
y cosmetol 6gico, por sus propiedades antioxidantes
(Zhao et a., 2024).

Los residuos de café requieren ser tratados por
diferentes procesos para poder aprovechar cadauno
de estos compuestos, en este estudio se hara un
acercamiento a la extraccion de compuestos
fendlicos asistida por sonotrodo.

Objetivo

Desarrollar bio-aerogel es con extracto de caf € usado
(SCG) para una posible aplicacion cosmetol 6gica.
Obj etivos especificos:

e Redizar una capacitacion metodoldgica
enfocada en € adamiento de proteinas
(usando amaranto) y la formulacion de
aerogeles modelo (usando proteina de
chicharo y goma xantana) para estandarizar
las técnicas.

e Desgrasar labiomasade |los residuos de café
usado mediante un sistema Soxhlet.

e Extraer los compuestos fendlicos del café
desgrasado mediante cavitacion asistida por
sonotrodo.

e Cuantificar la capacidad antioxidante de los
extractos de café a través de los ensayos de
Folin-Ciocalteu y DPPH.

e Aplicar las técnicas aprendidas pararealizar
el aidamiento de la proteina intrinseca del
café usado.

M etodologia

|. Capacitacion M etodoldgica

Para adquirir destreza en la técnica de precipitacion
isoeléctrica, se empled harina de amaranto.
Inicialmente, se tamizo (malla 100) y se sometio a
un proceso de desengrasado con hexano en un
matraz  Erlenmeyer, manteniendo  agitacion
constante durante 24 horas con e matraz sellado.
Tras evaporar e solvente y aplicar un segundo
tamizado (mala 60), se disolvieron 100 g de la
harina tratada en 1 L de agua desionizada. La
solubilizacion de las proteinas se logré gjustando el
medio a un pH de 10.00 £ 0.05 con NaOH (1M y
0.1M). Esta mezcla se centrifugé a 9000 g por 20
minutos a 4 °C para separar la fraccion insoluble
(ricaen carbohidratos). El sobrenadante recuperado
se acidificd hasta un pH de 4.00 + 0.05 usando HCI

(IM y 0.1M) parainducir la precipitacion proteica,
la cua se separé mediante una centrifugacion final
a 9000 g por 20 minutosa 25 °C. .

Se llevaron a cabo pruebas de extrusion para
comprender la reologia de tintas comestibles y
caibrar e equipo. Se prepar6 puré de papa
hidratado (relacion 0.75:1 con agua) extruido a 30
9C, y chocolate temperado a 42 °C. El protocolo de
operacion consistio en cargar la biotinta, purgar la
jeringa extrusora para evitar espacios de aire,
calibrar los ges del equipo (émbolo y extrusor) y
gjustar los parametros de impresion (velocidad y
resolucion) de acuerdo ala geometria seleccionada.
Se prepard un hidrogel base mezclando goma
Xantana y proteina de amaranto en proporcién 1:3.
Tras homogeneizar, € pH se gjusté a 10.00 + 0.05
con NaOH y la mezcla reposd por 24 horas a
temperatura ambiente.  Posteriormente, se
incorporaron 500 yL de Glucono Delta-Lactona
(GDL) mediante inyecciones sucesivas de 100 pL
en distintos puntos de la matriz, agitando de forma
envolvente hasta lograr una distribucion uniforme
sin zonas tradlUcidas. Finalmente, estos hidrogeles
se sometieron aliofilizacién y se almacenaron en un
desecador, logrando su transformacion en
criogeles/aerogel es.

II. Desgrasado del Café Usado

L abiomasade café seintrodujo en cipsul as de papel
filtro genérico y se procesd en dos equipos Soxhlet
simultédneos. Se sometié a reflujo continuo con
hexano durante 24 horas para extraer
exhaustivamente la fase lipidica. Al findizar, €
solvente se separd0 y recuperd0 empleando un
rotaevaporador.

[11. Extraccion de Compuestos Polifendlicos

En un vaso de precipitados, se pesd 1 g del SCG
previamente desengrasado, a cua sele adicionaron
50 mL de wuna solucion de extraccion
hidroal cohdlica (agua desionizaday etanol absoluto
en proporcion 1:1). La disrupcion celular se
favoreci6 mediante el uso de un sonotrodo operando
a 30% de amplitud por 5 minutos, manteniendo el
recipiente en un bafio de hielo para prevenir
sobrecalentamientos. Posteriormente, se mantuvo
en agitacion magnética a temperatura ambiente
durante 30 minutos y se centrifugd a 4000 g por 10
minutos. El sobrenadante sereservo, mientrasquela
fase sdlida residual se secd en un deshidratador



Excalibur a 40 °C por 12 horas. Todo este proceso
de extraccion se realiz6 por triplicado; los
sobrenadantes resultantes se combinaron, se
filtraron a través de una membrana de nitrato de
celulosa de 0.45 pym y se amacenaron a 4 °C.
Aprovechando lafase liquidaresidual recuperadade
las extracciones previas, se indujo la solubilizacion
gjustando el pH a10.00 + 0.05. Tras un proceso de
centrifugacion (9000g, 4 °C, 20 minutos), €
sobrenadante se acidifico hastasu punto isoeléctrico
(pH 4.00 + 0.05) para propiciar la precipitacion
proteica. Unacentrifugacion final (8759 g, 25°C, 20
minutos) permitié recolectar € sdlido, € cua fue
sometido a liofilizacion para obtener la proteina
aislada de café.

V. Determinacién de Fenoles Totales

La concentracion fendlica del extracto se evalud
preparando € reactivo de Folin comercial diluido de
2N a 1N, unasolucion de carbonato desodio a 7.5%
(utilizando agua grado HPLC) y una solucion
esténdar in situ de écido gélico (0.1 mg/mL). En 9
vidles ambar, se mezclaron secuencialmente el
estdndar de calibracién (0 muestra), agua y
reactivo de Folin, conforme a los volumenes
indicados en la Tabla 1. Tras 5 minutos de
sonicacion, se incorpord e carbonato de sodio y se
dej6 reaccionar en completa oscuridad durante 2
horas. El andlisis fina se efectud transfiriendo 250
uL de cada vial a una placa ELISA, de acuerdo a la
distribucion detallada en la Figura 1, y se leyé la
absorbanciaa 760 nm.

Tabla 1. Guia para curva de calibracion para Reactivo de Folin

No. Solucion | Agua | Reactivo | Solucion de
Tubo de Acido (uL) de Folin | Carbonato de
Galico (uL) (pL) Sodio (L)
Blanco 0 250 125 625
1 10 240 125 625
2 20 230 125 625
3 30 220 125 625
4 40 210 125 625

5 50 200 125 625
6 60 190 125 625
7 70 180 125 625
8 80 170 125 625

Figura 1. Configuracién de Pocillos Placa ELISA
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Nota: Bo, blanco; 1-8, curva de calibracion (ver Tabla 1); M, muestra;
y C, control.

Se hizo lectura de la placa en un espectrofotémetro
con los siguientes parametros. Autocalibrar, no;
Auto Lectura, no; Prioridad, columna; Longitud de
Onda, 760 nm.

V. Capacidad Antioxidante

Para medir la capacidad de neutralizacion de
radicales libres, se prepar6 a oscuras una solucion
stock de Trolox a 1 mM (2.5 mg en 10 mL de
metanol absoluto). A partir de este stock, se
formularon las soluciones estandar indicadas en la
Tabla 2. De manerasimultanea, lasolucion reactiva
de DPPH se prepar6 disolviendo 1.5 mg en una
mezcla de 20.5 mL de metanol y 4.5 mL de agua.
Tras sonicar por 5 minutos, la solucién se protegio
en refrigeracion. Finalmente, los estandares vy
muestras se colocaron en una placa ELISA
siguiendo € disefio de la Figura 2 y se leyod la
absorbanciaa 520 nm.

Tabla 2. Soluciones Estandar de Trolox



Concentracioén de Solucién Solucién Metanol (uL)
Estandar de Trolox (M) Stock (uL)
50 50 950
100 100 900
200 200 800
300 300 700
400 400 600
500 500 500
600 600 400
700 700 300
800 800 200

Figura 2. Configuracién Placa Elisa para DPPH
1123 |4(5([6]7|89]|10](11(12
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Nota: Bo, blanco; C, control; 0.5-8, curva de calibracién (ver Tabla
2); M, muestra (nimero de muestra indicada por el subindice).

V1. Aislamiento de Proteina de Café

A partir de la fase liquida residual obtenida en las
extracciones previas, se indujo la solubilizacion
gustando € medio a un pH de 10.00 + 0.05. Esta
mezcla se centrifugd a 9000 g durante 20 minutos a
4 °C; |a fase sblida se separ6 y amacend para
andlisis futuros, mientras que & sobrenadante fue
recuperado. A continuacién, este sobrenadante se
acidificd hasta alcanzar un pH de 4.00 + 0.05 para
propiciar la precipitacion proteica, sometiéndolo a
unasegunda centrifugacion a8759 g por 20 minutos
a 25 °C. El solido precipitado se separé del nuevo

sobrenadante y fue liofilizado para obtener
finamente la proteina de café aislada.

VIl. Impresién 3D

Sellevaron acabo ensayos de extrusion paraevaluar
la impresion tridimensiona de tintas comestibles.
Se empled puré de papa hidratado (en proporcion
0.75:1 con agua) extruido a 30 °C, asi como
chocolate temperado a 42 °C. El protocolo consistio
en lapreparacion y carga cuidadosa de la biotintaen
lajeringa extrusora, asegurando la ausencia total de
burbujas de aire. Posteriormente, se ensamblo en el
equipo, se calibraron los ges del émbolo y
extrusor, y se configuraron los parametros de
velocidad y calidad de impresion en funcion de la
figura seleccionada

VIIl. Preparacion de Hidrogeles

Para la creacion de las matrices poliméricas, se
preparé un hidrogel base mezclando goma xantana
y proteina de amaranto utilizando unaproporcion de
1:3. La mezcla se homogeneizé, se gjusté a un pH
de 10.00 = 0.05 mediante la adicién de NaOH y se
degj6 en reposo durante 24 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido € periodo de reposo del
hidrogel, se procedi6 aincorporar 500 pL de GDL.
Esta adicién se realiz6 de forma gradua en
intervalos de 100 yL a través de tres puntos de
inyeccion distintos, aplicando agitacion hasta
obtener una distribucion completamente uniformey
eliminar cualquier zonatraslUcida en lamezcla.

I X. Transformacion de Hidrogeles en Criogeles
Finalmente, los hidrogeles consolidados se
sometieron aun proceso de liofilizacion paraextraer
el agua. Los criogeles resultantes se trasladaron y
amacenaron en € interior de un desecador para
preservar su integridad estructural.

Resultados

Se obtuvieron del café desgrasado 32.3918 g y tras
adicionar 1 g de este café a sonotrodo, se
recuperaron ~6.50 mL de compuestos fenolicos por
cada 50 mL de solucion, esto representa un 13% v/v
cuando es comparado con la solucién inicial.

De la misma manera, se obtuvo la siguiente curva
de calibracién para Capacidad Antioxidante.
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De Fenoles Totales, se obtuvo la siguiente curva de
calibracion.

En cuanto a la impresion 3D, se redizaron las

siguientes fiiuras

Discusion y conclusiones

La complgidad intrinseca de la biomasa del café
justifico plenamente la etapa de capacitacion
metodol6gica. Las proteinas del grano suelen
polimerizarse con compuestos fendlicos mediante la

reaccion de Maillard, lo que dificulta
significativamente su aislamiento directo. Al

estandarizar primero los principios de solubilizacion
y liofilizacion en modelos méas predecibles
(amaranto y chicharo), se minimizaron los errores
operativos durante el procesamiento real del SCG.
En la fase de investigacion principal, s bien la
extraccion hidroalcohdlica asistida por sonotrodo
demostro ser eficaz para recuperar polifenoles, su
aplicacion  andlitica presentd  contratiempos.
Durantelacuantificacion inicial mediante el método
de Folin-Ciocdteu, se observé que la dta
proporcién de etanol (1:1) en € solvente provoco la
precipitacion del carbonato de sodio, 1o queimpidio
una lectura correcta en € espectrofotometro.
Solucionado este inconveniente técnico Yy
adecuando e entorno de reaccion, las
concentraciones de equivaentes de &cido gdlico
detectadas confirmaron finalmente que los residuos
desgrasados son una reserva bioactiva sumamente
concentrada.

Conclusion: ElI proyecto logré sentar las bases
tecnologicas para la formulacion de bio-aerogeles
cosméticos a partir de café usado. A pesar de los
retos analiticos, como laincompatibilidad inicial del
solvente etanol-agua con el carbonato en la prueba
de Folin y la inestabilidad del ensayo DPPH, se
valido e ato potencial antioxidante del SCG y se
estandarizaron los protocolos de extraccion y
liofilizacion. La superacion de estos obstaculos
confirma la viabilidad de transformar este residuo
agroindustrial en un ingrediente activo de alto valor
para € desarrollo de innovaciones en cosmética
circular.
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Resumen

En el presente proyecto de investigacion en primer
lugar se fabricd un electrodo selectivo de i6n litio
utilizando electrodos serigrafiados a los cuales se
realizd una modificaciéon con nanotubos de carbono
de pared multiple, lo anterior con el objetivo de
mejorar la sensibilidad del electrodo en la deteccion y
cuantificacion de litio en muestras acuosas. Una vez
desarrollado el electrodo de i6n selectivo de litio se se
realiza6 la evaluacion de la precision intermedia del
método electroanalitico potenciométrico empleado en
la presente investigacion.

La precision intermedia se evaltia para conocer la
capacidad del método electroanalitico para
proporcionar resultados similares cuando se realizan
mediciones dentro del mismo laboratorio,
introduciendo  variaciones normales en las
condiciones del andlisis. En el caso de este proyecto
el parametro que se modificd fue el analista y las
mediciones se realizaron en diferentes dias.

Para evaluar la precision intermedia se realizaron seis
réplicas de una muestra con una concentracion de
1X10* M. Los resultados indicaron que el método
electroanalitico propuesto es preciso evaluado a partir
de la precision intermedia mostrando un coeficiente
de variacion entre 2 % y 5 %. El estudio ANOVA
indico que el dia y analista no tiene un efecto
estadisticamente significativo sobre la concentracion
de Li*.

Palabras clave: electrodo selectivo de litio,

precision, precision intermedia.

Abstract

In the present research project, a lithium ion-selective
electrode was first fabricated using screen-printed
electrodes, which were modified with multi-walled
carbon nanotubes in order to improve the electrode
sensitivity for the detection and quantification of
lithium in aqueous samples. Once the lithium ion-
selective electrode was developed, the intermediate
precision of the potentiometric electroanalytical
method used in this research was evaluated.
Intermediate precision was evaluated to determine the
ability of the electroanalytical method to provide
similar results when measurements are performed
within the same laboratory while introducing normal
variations in the analytical conditions. In this project,
the parameters varied were the analyst and the
measurement day.

To evaluate intermediate precision, six replicates of a
sample with a concentration of 1X10™* M were
analyzed. The results indicated that the proposed
electroanalytical method showed adequate precision
based on the intermediate precision assessment, with
a coefficient of variation ranging from 2% to 5%. The
ANOVA results indicated that neither the
measurement day nor the analyst had a statistically
significant effect on the Li* concentration.

Keywords: lithium-selective electrode, precision,
intermediate precision.

Introduccion

El litio es un metal alcalino que tiene multiples y
beneficiosos usos: en el ambito médico para tratar
trastornos como la bipolaridad y la depresion, asi
como principalmente en componentes por el cual
funcionan las baterias [1].

Entonces, se vuelve importante buscar una manera de
cuantizar la cantidad de litio en sangre, y en una pila
en su vida util. Para ello se ha desarrollado una técnica
electroquimica que permite, a través de un electrodo
de 1on selectivo, relacionar la cantidad de litio en
solucion en funcién del potencial medido[2].



El electrodo de ion selectivo estd constituido por un
electrodo serigrafiado, el cual es un electrodo de
dimensiones pequefias basado en carbono que tiene
implementado un electrodo de trabajo, un contra
electrodo de grafito y un pseudoelectrodo de
referencia de plata [3]. En la Fig. 1 se muestra el
esquema de un electrodo serigrafiado como el

utilizado en el proyecto.
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Fig. 1. Electrodo serigrafiado de carbono.

En el electrodo, sobre el ET (electrodo de trabajo) se
depositd nanotubos de carbono de pared multiple, que
actua como el “esqueleto” que inmoviliza y retiene los
componentes quimicos dentro de la membrana, la cual
consta de 3 partes: el iondforo, el plastificante y el
aditivo lipofilico [4].

El ionoforo VI de litio, que es la membrana, es una
molécula que tiene la capacidad de unirse de manera
selectiva a iones litio (Li*), separandolos de otros
elementos, es aqui donde entra la parte selectiva
puesto que solo permite el paso de estos mismos hacia
un sensor, el cual nos da una sefial que podemos
interpretar. El plastificante NPOE se utiliza para
facilitar el trabajo con el material, al aumentar su
manejabilidad [5].

El aditivo lipofilico (NaTPB) se disocia en el interior
de la matriz de la membrana, disminuyendo la
resistencia eléctrica y favoreciendo a que las
mediciones del potencial salgan con menos ruido y
mas estables [6].

Al desarrollar el método electroanalitico, evaluar la
precision intermedia es esencial para comprobar que
el voltaje realmente coincide con la concentracion de
litio conocida, y no de variaciones del montaje propio
del electrodo, del potenciostato o de las condiciones
experimentales. Asi como conocer con certeza su

valor cuantitativo para aceptar o rechazar los valores
propios obtenidos [7].

La Potenciometria es una técnica electroquimica que
determina “la concentracion de una especie quimica
mediante la medicion de un potencial cuando se llega
a un equilibrio electroquimico establecido en la
interfase electrodo-solucion”. En el caso del litio, el
potencial estd relacionado a su actividad en la
solucion, y esto puede usarse para construir una curva
de calibracion [8].

Metodologia

Preparacion de soluciones patron: Se prepararon una
serie de soluciones de cloruro de litio de 0.05 M
(solucion madre) y se aplicoé una dilucion 1:10
seriadas hasta llegar a una concentracion de 1X1077 M
con un total de 7 soluciones.

Medicion del potencial: Se midieron cambios del
potencial por segundo durante 300 s, se esper6 a que
el potencial se estabilizara lo que significa que llegue
al equilibrio entre el litio en solucion y el litio
absorbido en la superficie. Se promediaron los valores
de potencial de los ultimos 60 s.

Se realizd seis veces la curva de calibracion y se
realizaron las mediciones de concentracion del punto
intermedio de la curva de calibracion.

Resultados
En la Fig. 2 se muestra la curva de calibracion para la
medicion de litio correspondiente al analista A.
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Fig. 2. Curva de calibracion para la determinacion de Litio en agua.



En la Fig. 3 se muestra la curva de calibracion para la
medicion de litio correspondiente al analista B.

FaL

En la Tabla 3 se muestra la media y el coeficiente de
variacion por analista y el global.

Tabla 3. Resultados por analista.

Analista n media % CV
A 18 1.0483x1074 3.23

B 18 1.0367x10* 2.17
Total 36 1.0425x10™* 2.76

T
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En la Tabla 4 se muestra la media y el coeficiente de
variacion por analista y por dia.
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Fig. 3. Curva de calibracién para la determinacion de Litio en agua.

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones
medidas de litio del analista A, tomando la

concentracion del punto intermedio de la curva de
calibracion de 1X104 M.

Tabla 1. Concentracién medida de Litio en agua de analista A.

Tabla 4. Resultados por dia y analista.

Analista Dia media % CV
A 1 1.0500x10—4 3.56
A 2 1.0533x10—4 3.78
A 3 1.0417x10—4 2.74
B 1 1.0367x10—4 2.26
B 2 1.0400x10—4 2.86
B 3 1.0333x10—4 1.58

Se realizo un ANOVA de dos factores con interaccion
considerando Factor A: Analista, Factor B: Dia,
Interaccion: Analista por Dia y un nivel de
significancia 0=0.05. Los resultados se muestran en
la Tabla 5.

Réplica Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 0.000105 | 0.000106 | 0.000101
2 0.000109 | 0.000108 | 0.000108
3 0.000110 | 0.000111 | 0.000106
4 0.000102 | 0.000100 | 0.000102
5 0.000103 | 0.000105 | 0.000106
6 0.000101 [ 0.000102 | 0.000102

En la Tabla 2 se muestran las concentraciones
medidas de litio del analista B, tomando la
concentracion del punto intermedio de la curva de
calibracion de 1X10* M.

Tabla 2. Concentracién medida de Litio en agua de analista B.

Réplica Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 0.000104 | 0.000105 | 0.000101
2 0.000107 | 0.000109 | 0.000102
3 0.000104 | 0.000105 | 0.000105
4 0.000105 | 0.000102 | 0.000105
5 0.000101 | 0.000102 | 0.000104
6 0.000101 | 0.000101 | 0.000103

Fuente de
., F p
variacion
Analista 1.337 0.257
Dia 0.282 0.756
Analista por 0.027 0.973
Dia

Discusion y Conclusiones

En la Fig. 2 y Fig. 3 se muestran las curvas de
calibracion realizadas por cada uno de los analistas
respectivamente donde se puede observar que el
coeficiente de determinaciéon tuvo una variacion
indicando qué tan bien los datos experimentales se
ajustaron al modelo de regresion.

La Tabla 1 y la Tabla 2 muestran las concentraciones
medidas de litio por cada analista durante tres dias
diferentes mostrando poca variacion entre las



determinaciones y entre los analistas lo cual podemos
inferir que se trata de un método preciso.

En la Tabla 3 se muestra un porcentaje de coeficiente
de variacion global de 2.76 % lo cual nos indica que
el método electroanalitico propuesta para la medicion
de la concentracion de litio es preciso.

En la Tabla 4 se puede observar que los valores de las
medias son muy cercanas entre siy los coeficientes de
variacion se encuentran por debajo del 5 %, lo anterior
nos indica que la precision intermedia del método es
adecuada.

De la Tabla 5 se puede concluir que:

No existe diferencia estadisticamente significativa
entrelos andistas A y B.

No existe diferencia estadisticamente significativa
entre los tres dias.

No existe interaccidon estadisticamente significativa
entre el andistay € dia. Por lo tanto se pudo llevar a
cabo la evaluacion de la precision intermedia del
método electroanalitco.
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Abstract

Women's participation in the corporate context has
been a minority due to socio-cultural factors in our
country and throughout history in general.
However, many studies have confirmed that mixed-
gender voting in decision-making carries intrinsic
potential for enhancing corporate performance, as it
is proven that both men and women possess distinct
characteristics that improve a company's potential.
Therefore, the objective of this research is to
evaluate how women's participation on a board of
directors positively affects a dividend payout
policy. Fourteen companies listed on the BMV
(Mexican Stock Exchange) under the "Consumer
Staples" category was evaluated, and the proposed
hypothesis was tested through the collection of
various data points. The results were divided into
two categories: companies with active and inactive
dividend policies, for which comparative analyses
were conducted to prove these effects. In
conclusion, large companies have not prioritized
mixed-gender decision-making, thereby missing
out on major benefits that could boost their short-
and long-term growth.

Keywords: women, dividend, board of directors,
information  assymetry, liquidity, leverage,
leadership, overconfidence.

Resumen

La participacion de las mujeres en el contexto
empresarial, ha sido una minoria debido a efectos

socio-culturales en nuestro pais y en la historia en
general. Sin embargo, diversos estudios han
confirmado que el voto mixto en la toma de
decisiones tiene un potencial intrinseco con la
mejoria del potencial en el corporativo, esto porque
se comprueba que tanto hombres como mujeres
poseen caracteristicas distintas que mejoran el
potencial del corporativo. Por ello, el objetivo de
esta investigacion sera evaluar como la
participacion de las mujeres en un consejo de
administracion tiene efectos positivos en una
politica de pago de dividendos. Fueron evaluadas
14 empresas que cotizan en la BMV de la categoria
de “Consumo frecuente’ en el cual, por medio de la
recopilacion de diversos datos, se evalud la
hipoétesis planteada. Los resultados se dividieron en
dos categorias: empresas con politica activa e
inactiva de dividendos, para las cuales se hicieron
comparativos que comprueban los efectos. En
conclusion, grandes empresas no han priorizado la
toma de decisiones con presencia mixta perdiendo
grandes efectos que podrian potenciar su
crecimiento a corto y largo plazo.

Palabras clave: Mujeres, dividendo, consejo de
administracion, asimetria de la informacion,
liquidez, apalancamiento, liderazgo, exceso de
confianza.

Introduccion

Para los mercados financieros, no funciona la
premisa de evaluar por la intencion del empresario,
sino por las sefales que éstos envian. La tendencia
de los ultimos afios, ha demostrado que la politica
del pago de dividendos muestra la salud de una
empresa y cuida del flujo de efectivo, ya que, una
politica inactiva podria afectar negativamente al
accionista. En este articulo, se presenta la relacion
de un consejo de administracion de género diverso
con la politica del pago de dividendos *sustentado
en la “Teoria de la Agencia” y la “Teoria de la
sefalizacion”. (Ye et al., 2019)

En contexto, el pago de dividendos es un monto
sobre las ganancias netas de una empresa que se
destina a la retribucion del accionista, mediante una
politica que estructura cuanto y como se pagara. El



pago de dividendos refuerza la confianza de la
gerencia debido a diversos factores, que repercuten
en el riesgo que conlleva la toma de decisiones. Por
ejemplo: el género del presidente, la comunicacion
entre hombres y mujeres o incluso el estilo de
liderazgo, entre otros. Esto permite conocer coémo
la diversidad de la mesa directiva influye de forma
directa en la transparencia que hay en la
informacion, posicionando a las mujeres en un
factor que mitiga los problemas y mejora las
decisiones sobre el capital.

Los dividendos funcionan como sefiales que se
envian al mercado en el que los gerentes cuentan
con la informacion mas precisa que el mercado en
si. En efecto, el pago de dividendos con una politica
activa, indica que los gerentes confian en la
rentabilidad y flujo de efectivo en la empresa, que
resulta en la revaloracion del precio de la accion
ante el mercado (Ye et al., 2019).

Existe una teoria encabezada por Michael Spence
en 1973, que establece que dentro del mercado de
trabajo existe una “sefializacién” como el acto en el
cual, los miembros de un ambiente laboral a fin de
destacar, tienden a simular tener amplio
conocimiento sobre un topico, por medio de la
imitacidn u otros mecanismos para que la distincion
de la informacién correcta no resulte clara (Spence,
1976). La teoria se centra en situaciones de
asimetria de informacion que se entiende como “El
atributo de individuos en un mercado que, por
disefio o accidente, altera las creencias de otros
individuos en el mercado o les transmiten
informacion” (Spence, 1974)

Para determinar si el liderazgo femenino esta
influyendo en la toma de decisiones: la
sefializacion, es utilizada en un ambiente de
negocios con el fin de esclarecer informacion mas
detallada ante el mercado y que no sea posible
analizarla de manera transparente. Esto argumenta,
que el consejo cuenta con la solidez y confianza de
financiar proyectos futuros, porque los lideres
tienen mayor conocimiento del estado de la
empresa que los demas. En cambio, si los outsiders
no cuentan con el conocimiento pertinente de la
organizacion, origina una asimetria de la

informacion, de manera que el mercado termina por
infravalorar el precio por accién. A consecuencia
de, se protege esta asimetria de la informacion,
mediante una politica activa de dividendos que
proyecta una buena liquidez y solidez financiera. Es
ahi donde se realza la credibilidad ante el mercado,
que desencadena una nueva valoracioén del precio
por accion, y revela el verdadero wvalor al
inversionista.

En este sentido, la “Teoria de la agencia” muestra el
problema del principal-agente en la cual, el agente
toma decisiones en nombre de la parte principal en
contextos de informacion asimétrica. Dentro del
sector corporativo se origina cuando los
administradores persiguen intereses propios ajenos
al del accionista, estableciendo que existe un
diferencial de informacién, por ello, se busca
asegurar la lealtad del administrador, a cambio de
una compensacion justa. Asimismo, se demuestra
que el pago de dividendos mitiga el conflicto de
agencia entre gerentes y accionistas, ya que la
reduccion en la disponibilidad de flujo de caja libre
limita a los gerentes administradores de invertir en
proyectos con VAN (Valor Actual Neto) negativo o
llamados también de inversion  marginal
suboptima, 6sea que la asignacion del recurso
ofrece una rentabilidad menor a la esperada (Jensen
y Meckling, 1976; Grossman y Hart, 1988; Jensen,
1986). Por lo tanto, las restricciones sobre los
fondos internos mitigan el riesgo de sobreinversion
en proyectos que sirven a los intereses de la
gerencia y mejoran el valor para los accionistas. No
obstante, la gerencia tiene conocimiento de su
independencia y al no tener el control o supervision
de los involucrados, se tiende a compensar con
sistematizacion burocratica y procesos de control
jerarquicos que pueden distorsionar la toma de
decisiones, o incluso, gozar de salarios excesivos y
consumo de beneficios por parte de los internos (Ye
et al., 2019; Abdullah., 2022)

Posterior a haber profundizado sobre la
sefalizacion y la asimetria de la informacion, es
oportuno afirmar que dentro del consejo se originan
problemas de agencia, comunes en la gobernanza
corporativa. La gobernanza corporativa es un tema



que representa el origen de problemas en la toma de
decisiones debido a el interés personal de cada uno
de los miembros que lo conforman. Por naturaleza,
las mujeres poseen la caracteristica de tener menor
aversion al riesgo, pero evitan grandes pérdidas,
ademas de que tienden a desempefiar de mejor
manera la resolucion de problemas en equipo, por
lo que sus habilidades de comunicacion y gestion
de equipos son excelentes. Las mujeres tienden a
ver el mundo mas cooperativo y no competitivo, por
lo que mejora la vision altruista en la toma de
decisiones y mitiga los deseos personales de los
administradores. En cambio, los hombres toman
mayores decisiones de riesgo, pero en contraste, la
sobre confianza que llegan a presentar puede influir
en tomar decisiones de inversion mdas agresivas,
sobreestimacion de sus capacidades o de la empresa
y, por ende, menor disposicion a “guardar” efectivo
por medio de una politica de dividendos. Los
hombres a diferencia de las mujeres tienden a
incumplir politicas, reglas o normas establecidas
con tal de cumplir con sus expectativas, mientras
que las mujeres son mas alineadas a visiones de
largo plazo y politicas confiables. (Peni, 2012)

Por otro lado, las diferencias de género en la
administracion implicito en la toma de decisiones,
conlleva diversos estilos de liderazgo, aversion al
riesgo, mejora de la comunicacion y pensamiento
ético (Peni, 2012; Abdullah, 2022). La presencia
femenina en la toma de decisiones dentro del
consejo de administraciéon; incrementa las
probabilidades de decision respecto al pago de
dividendos, alineandose con la “Teoria de la
Agencia”, dada la devolucion del efectivo
excedente a los accionistas. Dicha decision brinda
mayor credibilidad, contrarrestando el
overconfidence entendido como la confianza
excesiva de la toma decisiones, particularmente en
el género masculino (Peni., 2014). Al existir una
variabilidad de opiniones con mujeres dentro del
consejo, facilitard el retorno de inversion buscado.
Este efecto fue observado en las variables de Q
Tobin y ROA en las correlaciones, donde se muestra
dicha relacion directa (Peni, 2014), que tiene un
efecto positivo para la toma de decisiones con un
miembro femenino dentro del consejo de

administracion, porque incrementa la probabilidad
de la decision del pago dividendos, asi como de la
distribucion de efectivo. A pesar que las mujeres
sean mas reacias segun las estadisticas al riesgo,
tienen tendencias de mejor liderazgo, mayor
sensibilidad y buena toma de decisiones orientados
a la excelente comunicacion para trabajos en equipo
(Abdullah, 2016).

Metodologia

H: La investigacion plantea una hipotesis que dio
evidencia suficiente de que la presencia de mujeres
en el consejo de administracion, promueve el pago
de dividendos.

Dada la explicaciéon concreta de la hipotesis, la
totalidad de los datos fueron recopilados de los
informes anuales de empresas de consumo
frecuente en M¢éxico, publicados en el sitio web
oficial de la Comisiéon Nacional Bancaria y de
Valores (CNBV) de los afios 2020 al 2024, con
claves de la Bolsa Mexicana y de Valores (BMV).
Por otra parte, una vez creada la base datos se
analizd6 y comprobo la hipotesis en el programa
estadistico “Stata”.

Por medio del método de regresion logit,
incluyendo la variable dependiente politica de
dividendos y variables independientes tales como:
género del presidente en variables Dummy,
porcentaje de mujeres en el consejo, porcentaje de
independencia en el consejo, porcentajes de
apalancamiento, liquidez, crecimiento y
tangibilidad.

Para la muestra se analizaron 14 empresas de la
categoria de Consumo frecuente, en las que se
utilizaron 8 variables numéricas y porcentuales para
cada una de las empresas por cada afio en el lapso
de tiempo mencionado (2020-2024), las cuales,
fueron organizadas en Excel para realizar una base
de datos previa a la de Stata.

En este sentido, para cada una de estas variables se
realizo su calculo. Primero, tenemos a las variables
Dummy que representan si hubo politica activa de
dividendos, ademas de si se pagd a los accionistas
(1) o no (0). Posteriormente, el tamafio ques es el



nimero de miembros del consejo, el porcentaje de
mujeres en el consejo evaluado del conteo los
miembros femeninos en el consejo de
administracion, respecto al total de miembros del
consejo; asi como el porcentaje de independencia
del consejo, como el porcentaje para aquellos
miembros quienes no cuenten con otro papel dentro
de la administracion, respecto al total de miembros.
Por otro lado, porcentaje de apalancamiento dado
por la deuda total entre activos totales, liquidez
resultada del activo corriente entre pasivo corriente,
crecimiento dado de las ventas del afio evaluado
menos ventas del afio anterior entre ventas del afio
anterior, y, por ultimo, tangibilidad como activo fijo
entre total de activo.

Ecuacion 1:

pagadero ~
—_— = + tamano + apalanc_porc +
1-pagadero Bo + b1 Bap b

Bstangib_porc + Bycrec_porc + Ssliq_porc +
Beind_porc + B,mujeres_porc + fgafio +u

La variable Y es la probabilidad de pagar
dividendos respecto a la de no pagar dividendos.
Que es uno en caso afirmativo y cero en caso
negativo. Las variables independientes representan
el numero de miembros, apalancamiento,
tangibilidad, crecimiento, liquidez, independencia
de los administradores, cantidad de mujeres en el
consejo y, por ultimo, analizando los afios de
referencia en el analisis que fueron 2020 y 2024

Resultados

Tabla 1.0 Comparativo de variables estadisticas para empresas que
si pagan dividendos.

Variable MEDIA DESVIACION MEDIA DESVIACION

Tamaiio 2.589758 0.3086268 6.621994 0.2650521
Apalancamiento 56 74.78116 32.8 28.54548
Tangibilidad 110.1 102.7937 43.8 23.83648
Crecimiento 20.2 28.55716 5.5 16.19499
Liquidez 133.2 65.0808 3778.6 10528.49
Pagadero 1 0 1 0
Porc. Independientes 45.9 25.56234 47.2 16.31496
Porc. Mujeres 16.2 7.656515 22.9 11.55133

Tabla 2 Comparativo de variables estadisticas para empresas que
no pagan dividendos.

Variable MEDIA DESVIACION MEDIA DESVIACION.

Tamaiio 2.593623 0.1562312|  2.644821 0.1753858
Apalancamiento 25.25 21.42234 32 21.46315
Tangibilidad 47.25 74.6609 58 12.49
Crecimi 1.25 16.41899 6.5 10.47219
Liquidez 202 135.3785 145.75 90.04952
Pagadero 0 0 0 0
Porc. Independientes 52.25 22.02082 515 23.85372
Porc. Mujeres 10.75 8.732125 13.75 5.619905

Es notable el crecimiento asociado al consejo de
administracion con mayor porcentaje de mujeres
para empresas que si pagan contra las que no. Esto
se refleja en la media y desviacion estandar del
porcentaje de mujeres y un efecto en la reduccion
del apalancamiento.

Especificamente, el porcentaje de mujeres en 2020
para las empresas que si pagan dividendos fue de
16.2 contra 10.75 del mismo afio para las que no
pagaron dividendos, tuvieron efectos distintos
segun su politica de pago de dividendos para el afio
2024 con 22.9 para la politica de si pagan
dividendos y 13.75 para la politica que no paga
dividendos, donde se muestra claramente que si
hubo relacion donde hay mayor porcentaje de
mujeres en la toma de decisiones. Por otro lado, el
apalancamiento tuvo una disminucion de 56 a 32.8
para la politica activa de dividendos, mientras que
la politica inactiva, por el contrario, tuvo un
aumento de 25.25 a 32.

Tabla 3. Resultados de regresién LOGIT, programa Stata. (CNBV,
2026).

Variatis | Comficionts | Prababilisd | P - valus

Tamanho A1,5613 a570ns DBz
Apalancamiento | T 10074 0218
Tangibilidsd 10021 1.0021 841
Cracimiasmia nnags 10508 [ ]
Liguidez 00001 1.0001 [
Pore_independientes | -0.0037 oooal  oais
Porc. Mujerns 01306 1.1385 i34

Se tienen Ginicamente tres variables significativas al
5%:

- Crecimiento
- Liquidez
- Porcentaje de mujeres
Esta tabla muestra el efecto de que, por cada unidad

de crecimiento, las probabilidades de brindar pago
de dividendos aumentan en un 5.08%. Ademas de



la liquidez que, aunque parezca de muy bajo
porcentaje 0.0001%, las medidas de millones de
pesos descritas en los reportes anuales por empresa,
siguen representando grandes cantidades para estos
corporativos. Por ultimo, el porcentaje de mujeres
en el consejo que representa un 13.95%, muestra
que por cada unidad porcentual de presencia de
mujeres en el consejo, aumenta un 14% la
probabilidad de pago de dividendos. Las demas
variables no tienen significancia estadisticamente
relevante con el objetivo de esta investigacion
respecto a pagar o no pagar dividendos.

La evidencia en la estadistica descriptiva como en
la regresion multiple, es consistente con la
hipotesis: la representacion femenina en el consejo
es positiva y significativamente asociada con la
probabilidad de pago de dividendos, incluso
después de controlar por tamafo, apalancamiento,
tangibilidad, crecimiento, liquidez, independencia
del consejo y efectos de afio 2020 contra 2024.

Por ende, los dividendos efectivamente tienen un
efecto positivo en la confianza de los inversionistas,
esto debido a que se presenta una mayor confianza
en la informacion contable (como dividendos), es
por ello, que la presencia de mujeres en el consejo
eleva la probabilidad de brindar un pago de
dividendos y con ello, elevar el prestigio de la
empresa a los inversionistas interesados.

Conclusiones

Las mujeres a diferencia de los hombres, poseen
una mejor vision en politicas de largo plazo,
confiables y con menor aversion al riesgo. Su
cooperatividad influye directamente en el trabajo en
equipo, en sus grandes habilidades de gestion de
equipos, y preferencia en la reinversion del flujo de
efectivo del corporativo. Estas caracteristicas, son
muestra de que hay mayor probabilidad de que
exista una politica de dividendos, que ayude a
reinvertir las ganancias en proyectos mas
estructurados con vision a largo plazo. En
conclusion, la investigacion muestra la relacion
directa entre el efecto de pagar y no pagar
dividendos, ademas de ver una probabilidad mas

alta cuando la presencia de mujeres en el consejo de
administracion es mayor.
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Resumen

La osteoporosis asociada con la deficiencia de
estrégenos se caracteriza por € deterioro de la
microarquitectura 6sea y un mayor riesgo de
fractura. Los sistemas nanoestructurados proteina—
polisacérido representan una alternativa potencial
para mejorar e aprovechamiento del calcio. El
objetivo de este trabgjo fue evaluar e efecto de
formulaciones de lactosuero combinadas con
mucilago de Opuntia ficus-indica o xiloglucano de
Tamarindus indica sobre la microarquitectura del
fémur de ratas ovariectomizadas. La evaluacion se
realiz6 mediante microscopia €l ectrénicade barrido
y andlisis histomorfométrico, determinando grosor
cortica (Ct.Th), grosor trabecular (Tb.Th) y
separacion trabecular (Th.Sp). La ovariectomia
produjo adelgazamiento cortical y trabecular,
aumento de Th.Sp y pérdida de conectividad. Entre

los tratamientos, e sistema nanoestructurado
lactosuero-mucilago-calcio (LMCC) mostré la
mejor conservacion global de la microarquitectura.
En & sistema con xiloglucano, la mezcla fisica
lactosuero—xiloglucano (LXMix) presentd mayor
Ct.Th que la formulacion nanoestructurada
correspondiente (LXCC), lo que indica que la
nanoestructuracion no mejoré todos |os parametros
evaluados. Se concluye que LMCC atenud con
mayor eficacia € deterioro 0seo inducido por la
deficiencia de estrégenos.

Palabras clave: osteoporosis, ovariectomia,
microarquitectura Osea, morfohistometria,
microscopia electronica de barrido,
nanoestructuras, calcio.

Summary

Estrogen deficiency—associated osteoporosis is
characterized by  deterioration of  bone
microarchitecture and an increased risk of fracture.
Protein—polysaccharide nanostructured systems
represent a potential strategy to improve calcium
utilization. This study evaluated the effects of whey
protein formul ations combined with Opuntia ficus-
indica mucilage or Tamarindus indica xyloglucan
on femora microarchitecture in ovariectomized
ratls. Scanning electron  microscopy and
histomorphometric analysis were used to determine
cortical thickness (Ct.Th), trabecular thickness
(Tb.Th), and trabecular separation (Th.Sp).
Ovariectomy induced cortica and trabecular
thinning, increased Th.Sp, and loss of trabecular
connectivity. Among the treatments, the whey
protein—mucilage-calcium nanostructured system
(LMCC) showed the best overall preservation of
femoral microarchitecture. In the Xxyloglucan
system, the physical mixture (LXMix) showed
greater Ct.Th than the  corresponding
nanostructured formulation (LXCC), indicating
that nanostructuring did not improve al evaluated
parameters. LMCC was the most effective
formulation for attenuating estrogen deficiency—
induced bone deterioration.



Keywords. osteoporosis, ovariectomy; bone
microarchitecture; histomorphometry; scanning
electron microscopy; nanostructures; calcium.

I ntroduccion

El calcio es esencial paralaestructuray resistencia
del tejido 6seo. Aproximadamente 99 % del calcio
corporal selocaliza en el esgueleto, principamente
en forma de hidroxiapatita, donde participa en la
mineralizacion 'y contribuye a la integridad
mecanicadel hueso [1].

Durante la menopausia, la disminucion de
estrégenos atera e equilibrio entre la formacion y
laresorcion Gsea. Esto favorece la pérdida de masa
y € deterioro de la microarquitectura,
caracteristicas de la osteoporosis que incrementan
lafragilidad y el riesgo de fractura[2].

Aungue la suplementacion con calcio y vitamina D
se utiliza para prevenir la pérdida Osea, €
aprovechamiento del cacio proveniente de
suplementos convencionales puede ser limitado.
Ademas, algunos tratamientos farmacologicos se
han asociado con efectos adversos. Por €llo, existe
interés en desarrollar sistemas que favorezcan €
transporte y la utilizacion biol 6gica de este mineral
[3].

Los biopolimeros naturales son materides de
interés para obtener sSistemas micro y
nanoestructurados por su  biodegradabilidad,
biocompatibilidad y capacidad para proteger
compuestos incorporados en su matriz [4]. Entre
ellos se encuentran € mucilago de Opuntia ficus-
indicay € xiloglucano de Tamarindus indica, que
pueden combinarse con proteinas del lactosuero
paraformar sistemas transportadores de calcio.

La calidad del hueso no depende Unicamente de su
densidad mineral, sino también de su organizacion
estructural. El grosor cortical (Ct.Th), & grosor
trabecular (Th.Th) y la separacion trabecular
(Th.Sp) permiten identificar cambios asociados con
la pérdida o preservacion de la microarquitectura
Osea [5]. La microscopia electrénica de barrido,
complementada con el andlisis histomorfomeétrico,
proporciona informacién cualitativa y cuantitativa
sobre estas caracteristicas [6].

Objetivo

Evauar € efecto de formulaciones de lactosuero
combinadas con mucilago o xiloglucano,
administradas como mezclas fisicas o sistemas
nanoestructurados transportadores de calcio, sobre
la  microarquitectura femora de ratas
ovariectomizadas.

M etodologia
Disefio experimental y tratamientos

Se utilizaron ratas hembra Wistar adultas sometidas
aovariectomiabilateral como model o experimental
de osteoporosis asociada con la deficiencia de
estrégenos. El grupo SHAM fue sometido a una
cirugia simulada y permanecié sin deficiencia
estrogénica. El cuidado y manejo delosanimales se
realizé conforme alas especificacionesdelaNOM-
062-Z00-1999 [7].

Los animales se distribuyeron en diez grupos
experimentales. dieta control AIN-93M (Ctrl),
citrato de calcio (CCa), mezclafisicadelactosuero—
xiloglucano (LXMix), sistema nanoestructurado de
lactosuero—xiloglucano—calcio (LXCC),
xiloglucano de Tamarindus indica (XLG),
lactosuero (Whey), mezcla fisica de lactosuero—
mucilago (LMMix), sistema nanoestructurado de
lactosuero—mucilago—calcio (LM CC), mucilago de
Opuntia ficus-indica (MOF) y grupo SHAM. Las
estructuras proteina-polisacarido se obtuvieron
mediante coacervacion complejay ultrasonicacion.
L as dietas experimental es se administraron durante
12 semanas y su contenido de calcio se gjusté a5
g/kg de dieta. Las formulaciones incluyeron los
biopolimerosindividuales, sus mezclasfisicasy los
sistemas nanoestructurados correspondientes, con
la findidad de comparar e efecto de la
organizacion estructural de sus componentes.

Preparacion de las muestras 6seas

Al finalizar € periodo experimental, los fémures
fueron recuperados y acondicionados para el
andisis de su microarquitectura. Las muestras se
sometieron a pretratamiento requerido para



eliminar tgjidos blandos, conservar la estructura
Osea y obtener superficies adecuadas para su
observacion. Posteriormente, se prepararon las
regiones cortical y trabecular del hueso femoral
para su andlisis mediante microscopia electronica
de barrido, de acuerdo con la metodologia descrita
por Herndndez-Becerra et al. [8]

Microscopia electronica de barrido y
analisis histomorfométrico

El andlisis histomorfomeétrico incluy6 la medicion

del grosor cortica (Ct.Th), grosor trabecular
(Tb.Th) y separacion trabecular (Th.Sp). Las
imagenes empleadas paradeterminar Ct. Thy Th.Sp
se adquirieron a50x, con unabarra de escalade 500
um. Las micrografias utilizadas para cuantificar
Th.Th se obtuvieron a 85x%, con una barra de escala
de 200 pm. Estos pardmetros permitieron realizar
una valoracién cuantitativa de los cambios
inducidos por la ovariectomia y del grado de
conservacion de lamicroarquitectura producido por
cadatratamiento [8], [9].

Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como media +
desviacion esténdar, considerando ocho muestras
por grupo. Las diferencias entre |os tratamientos se
determinaron mediante andisis de varianza de una
via, seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas cuando p < 0.05. Las
letras distintas asignadas a las medias indicaron
diferencia gignificativa entre los  grupos
experimentales.

Resultados y Discusion

Microar quitectura femoral: andlisis por
SEM e histomorfometria

La microscopia €electronica de barrido (SEM)
mostro diferencias evidentes en la
microarquitectura femoral de los grupos
experimentales (Figura 1). En € grupo Citrl, la

ovariectomia produjo adelgazamiento cortical y
trabecular, mayor separacion entre las trabéculas y
pérdida de conectividad en comparacién con el
grupo SHAM. Estas observaciones cualitativas
coincidieron con e andlisis histomorfométrico
(Figura 2), que mostré disminucion del grosor
cortical (Ct.Th) y del grosor trabecular (Th.Th), asi
como incremento de la separacion trabecular
(Th.Sp), confirmando el deterioro Gseo asociado
con la deficiencia de estrogenos.

Figura 1. Micrografias representativas obtenidas mediante
microscopia electrénica de barrido del hueso femoral de los grupos
Ctrl, LMCC y SHAM. Se muestran el grosor cortical (Ct.Th), grosor
trabecular (Tb.Th) y separacién trabecular (Tb.Sp). Las imagenes de
Ct.Thy Th.Sp se obtuvieron a 50%, y las de Th.Th a 85x.
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Figura 2. Evaluacion histomorfométrica de la microarquitectura
femoral de ratas ovariectomizadas: a) grosor cortical (Ct.Th), b)
grosor trabecular (Tb.Th) y ¢) separacién trabecular (Tb.Sp). Los
datos se expresan como media * desviacion estandar. Letras
diferentes indican diferencias significativas entre los grupos, de
acuerdo con ANOVA de una via y prueba de Tukey, p < 0.05.

Entre los tratamientos evaluados, LMCC presentd
la meor conservacion globa de la
microarquitectura entre los grupos
ovariectomizados. En las micrografias de SEM se
observaron trabéculas mas gruesas y continuas,
menor separacion entre ellas y mejor preservacion
del hueso cortical (Figural). Estoshallazgosfueron
consistentes con los valores de Ct.Th, Tbh.Th y
Th.Sp  obtenidos mediante e  andlisis
histomorfométrico (Figura 2). No obstante, las
caracteristicas del grupo LM CC permanecieron por
debgjo delas observadas en €l grupo SHAM, lo que
indica que e tratamiento atenud, pero no revirtio
completamente, e deterioro inducido por la
ovariectomia.

La respuesta también dependié de tipo de
polisacarido y de la forma de organizacion de la
formulacion. En e sistema con xiloglucano,
LXMix presenté mayor Ct.Th que LXCC, como se
observa en la Figura 2a por lo que la
nanoestructuracion no produjo una ventga
uniforme en todos los parametros
histomorfométricos. Este resultado sugiere que la
formacion de nanoestructuras no garantiza por si

misma una mayor eficacia bioldgica, sino que esta
puede depender de las interacciones especificas
entre la proteina, € polisacéridoy € calcio [4].

La preservacion de Ct.Th es relevante porque una
reduccion de grosor cortical incrementa la
concentracion de esfuerzos 'y la susceptibilidad del
fémur a la fala estructura [11]. Asimismo, una
mayor Th.Th y una menor Th.Sp reflgjan una red
trabecular mejor conservada, capaz de contribuir a
laresistenciadel tejido Gseo.

Los tratamientos con ingredientes individuaes
mostraron una preservacion parcia de la
arquitectura cortical y trabecular, mientras que las
mezclas fisicas produjeron respuestas intermedias.
En contraste, LMCC presentd la conservacion
estructura més consistente entre los animales
ovariectomizados. Este efecto podria relacionarse
con la organizacion de los componentes dentro de
la matriz proteina—polisacarido, la cual puede
favorecer su  estabilidad, liberacion y
aprovechamiento bioldgico [4]. Sin embargo, los
mecanismos involucrados no fueron evaluados
directamente en este trabgo.

En conjunto, las imagenes de SEM vy las gréficas
histomorfométricas mostraron que la ovariectomia
deteriord la microarquitectura femoral, mientras
gue los tratamientos atenuaron este efecto en
distintamagnitud. LM CC fue laformulacién con la
mejor conservacion global del hueso cortical y
trabecular, mientras que la respuesta de LXMix
frente a LXCC demuestra que el efecto de la
nanoestructuracion dependi6 del polisacarido y del
parametro eval uado.

Conclusiones

La ovariectomia provoco un deterioro significativo
de la microarquitectura femoral, evidenciado por
menor grosor cortical (Ct.Th) y trabecular (Th.Th),
asi como mayor separacion trabecular (Th.Sp). El
sistema nanoestructurado lactosuero—-mucilago—
cacio (LMCC) presentd la meor conservacion
global del tgido cortica y trabecular entre los
grupos ovariectomizados. Sin embargo, LXMix
mostré mayor Ct.Th que LXCC, indicando que €l



efecto de la nanoestructuracién dependié del
polisacérido y del parametro eval uado.
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Resumen

El suero lacteo dulce es un subproducto de la
industria quesera cuya carga orgénica alta genera
un importante problema ambiental cuando no se
dispone correctamente. Este estudio tuvo como
objetivo revalorizar el permeado de suero lacteo
por medio de diferentes procesos para obtener un
ingrediente con potencial funcional. Se emple6
una hidroélisis enzimatica con papaina, seguida de
una ultrafiltracion de 10 kDa y una fermentacion
con L. plantarum asistida por ultrasonido durante
el tiempo 4. Se evaluo el crecimiento bacteriano,
pH, acidez titulable, asi como la actividad
antioxidante (ABTS y DPPH) y la capacidad
inhibidora de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA). Los resultados mostraron
que el tratamiento con ultrasonido favorecio la
acidificacion y la adaptacion de la cepa. Se
identificé una ventana para procesamiento entre
las 4 y 6 horas de fermentacion, donde se
alcanzaron los mayores niveles de actividad
antioxidante por ABTS (78.43%) e inhibicion de
la ECA (92.06%). La actividad por DPPH se
incremento progresivamente durante las 24 horas
(13.65%). Concluyendo que la combinacion de
hidrolisis enzimatica, ultrafiltrado y
fermentacion asistida por ultrasonido es una
estrategia eficiente para transformar un residuo

industrial en un ingrediente funcional bioactivo
con propiedades antioxidantes y
antihipertensivas aplicable en la industria
alimentaria.

Palabras clave: suero lacteo, papaina,
ultrasonido,  Lactiplantibacillus  plantarum,
péptidos bioactivos, capacidad antioxidante,
inhibicién de ECA.

Abstract

Sweet cheese whey is a dairy industry byproduct
whose high organic load poses a significant
environmental issue if improperly disposed of.
This study aimed to valorize whey permeate
through different processes to obtain a functional
bioactive ingredient. Enzymatic hydrolysis with
papain was performed, followed by 10 kDa
ultrafiltration and ultrasound-assisted
fermentation with L. plantarum at time point 4.
Bacterial growth, pH, titratable acidity,
antioxidant capacity (ABTS and DPPH), and
angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitory
capacity were evaluated. The results showed that
ultrasound treatment favored acidification and
strain adaptation. An optimal processing window
was identified between 4 and 6 hours of
fermentation, reaching peak levels of ABTS
antioxidant capacity (78.43%) and ACE
inhibition (92.06%). DPPH activity steadily
increased over 24 hours (13.65%). It 1is
concluded that combining enzymatic hydrolysis,
ultrafiltration, and ultrasound-assisted
fermentation is an efficient strategy to transform
an industrial waste into a bioactive functional
ingredient with antioxidant and antihypertensive
properties applicable in the food industry.

Keywords: cheese whey, papain, ultrasound, L.
plantarum, bioactive peptides, antioxidant
capacity, ACE inhibition.

Introduccion

El suero de leche dulce es la fraccion liquida
obtenida durante la elaboracion de quesos
mediante la coagulacion enzimatica de la leche
(Rysova et al., 2025). Este subproducto conserva
nutrientes como lactosa, proteinas, vitaminas y
minerales sin embargo, los grandes volumenes
generados y su elevada carga orgédnica pueden
representar un problema ambiental cuando no se
dispone adecuadamente (Asaduzzaman et al.,


mailto:jmedrano12@alumnos.uaq.mx
mailto:lucia.abadia@uaq.mx

2021). Por ello, su valorizacion mediante
procesos que permitan obtener productos de
mayor valor agregado constituye una alternativa
de interés para la industria lactea (Sdnchez &
Gomez, 2008; Asaduzzaman et al., 2021).

Las proteinas del suero, principalmente
B-lactoglobulina y a-lactoalbumina, poseen alto
valor nutricional y pueden actuar como
precursoras de péptidos bioactivos (Brandelli et
al., 2015). Estos péptidos pueden presentar
propiedades antioxidantes, antihipertensivas,
antimicrobianas e inmunomoduladoras
(Chakrabarti et al., 2017; Sanchez & Gomez,
2008) y liberarse mediante hidrolisis enzimatica
(Sanchez & Vazquez, 2022; Gupta et al., 2024).
La papaina, una proteasa de origen vegetal,
permite fragmentar las proteinas y generar
péptidos de menor tamafio con potencial
actividad biologica (Sanchez & Vazquez, 2022).
Posteriormente, la ultrafiltracion permite separar
y obtener fracciones enriquecidas en péptidos
pequetios (Korhonen & Pihlanto, 2004).

Estos hidrolizados pueden utilizarse como
sustrato para la fermentaciébn con bacterias
acido-lacticas. L. plantarum resulta de interés
por su capacidad para adaptarse a diferentes
matrices y transformar sus componentes,
pudiendo modificar los péptidos presentes y
favorecer la generacion de compuestos con
propiedades funcionales.

Ademéds, el ultrasonido puede emplearse para
intensificar la fermentacién. Bajo condiciones
controladas, la cavitacion generada por las ondas
ultrasénicas puede aumentar temporalmente la
permeabilidad de la membrana celular
(sonoporacion), favoreciendo el transporte de
nutrientes (Nguyen et al., 2016; Garcia-Mancilla
et al, 2023). Esto podria facilitar el
aprovechamiento de azlcares, aminoéacidos y
péptidos por L. plantarum, reducir su fase de
adaptacion y favorecer su actividad metabodlica.

La integracion de hidrodlisis con papaina,
ultrafiltracion y fermentacion asistida por
ultrasonido representa asi una estrategia para
valorizar el suero y potenciar sus propiedades
funcionales. Entre ellas destacan la actividad
antioxidante, asociada con la neutralizacion de
especies reactivas (Manzoor et al., 2022), y la
inhibicion de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), relacionada con el potencial

antihipertensivo de determinados péptidos
(Manzoor et al., 2022). Por ello, este trabajo tuvo
como objetivo evaluar ambas actividades en un
hidrolizado de suero obtenido con papaina y
posteriormente fermentado con L. plantarum
mediante un proceso asistido por ultrasonido.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar la actividad biologica del permeado de
suero de leche hidrolizado con papaina y
fermentado con L. plantarum por medio de la
determinacion de su actividad inhibidora de ECA
y de su capacidad antioxidante.

Objetivos particulares

Determinar la actividad inhibidora de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) del
permeado de suero de leche hidrolizado con
papaina y fermentado con L. plantarum.

Determinar la capacidad antioxidante del
permeado de suero de leche hidrolizado con
papaina y fermentado con L. plantarum.

Metodologia

Obtencion e hidrolisis enzimatica del suero

El suero de leche dulce se obtuvo como
subproducto de la elaboracion de queso de leche
bovina mediante coagulacion enzimatica y se
conservd en congelacion hasta su utilizacion.
Previamente a la hidrolisis se determind su
contenido de proteina por el método de Bradford.

La hidrolisis enzimatica del suero se realizd
utilizando papaina (EC), a una temperatura de 55
+ 2 °C durante 60 min. Posteriormente, la
enzima se inactivé mediante calentamiento a 95
°C durante 10 min y el hidrolizado obtenido se
conservo en refrigeracion.

Ultrafiltracion del hidrolizado de suero

El suero hidrolizado se someti6 a ultrafiltracion
mediante un sistema tangencial utilizando una
membrana de 10 kDa de apertura, con el
proposito de separar los péptidos de menor
tamafio molecular generados en la hidrolisis
enzimatica. El proceso se realizO por



recirculacion hasta obtener la fraccidn que
posteriormente se utiliz6 como sustrato para la
fermentacion.

Fermentacion con L. plantarum

El permeado se pasteurizé por calentamiento a
85°C por 2 minutos y se enfrid a temperatura
ambiente para posteriormente inocularse con un
cultivo previamente activado de L. plantarum
este tratamiento se realizé por triplicado y se
incubo a 37 °C. Se tomaron muestras a las 0, 2,
6, 12 y 24 h para evaluar los cambios ocurridos
durante el proceso. Durante la fermentacion se
determind el crecimiento de L. plantarum, pH y
acidez titulable. El pH se midi6 mediante
potenciometria y la acidez por titulacion directa
con NaOH 0.1 N.

Para determinar el efecto de los tratamientos
sobre las propiedades funcionales del suero, se
evalu6 la capacidad antioxidante mediante los

métodos ABTS (Acido
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) y
DPPH ((2,2-difenil-1-picrilhidrazilo),

cuantificando la reduccion de los radicales por
espectrofotometria.

Asimismo, se determino la actividad inhibidora
de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
utilizando hipuril-histidil-leucina (HHL) como
sustrato. Después de la reaccidon enzimatica, el
acido hipurico producido se extrajo y cuantifico
espectrofotométricamente a 228 nm, y los
resultados se expresaron como porcentaje de
inhibicion de la ECA.

De esta manera, se compard el efecto de la
fermentacion convencional y la fermentacion
asistida por ultrasonido sobre el crecimiento
bacteriano y las propiedades antioxidantes y
antihipertensivas potenciales del hidrolizado de
suero.

Resultados

Actividad enzimatica de la enzima
Papaina.

La papaina (Enzyme Development Corporation)
presentd una actividad proteolitica de 113.66
Ul/g, valor que permiti6 establecer la cantidad de
enzima requerida para la hidrolisis de las

proteinas presentes suero lacteo. La hidrodlisis se
llevé a cabo utilizando una relacion enzima de
1:50, con el proposito de favorecer la ruptura de
las proteinas del suero y la liberacion de péptidos
de menor tamano molecular. Posteriormente, el
hidrolizado fue sometido a ultrafiltracion con
una membrana de corte molecular de 10 kDa,
permitiendo separar las proteinas y péptidos de
mayor tamafilo y obtener un permeado
enriquecido en fracciones peptidicas menores a
10 kDa. Esta estrategia resulta de interés debido
a que la hidrolisis de proteinas como la
B-lactoglobulina y la a-lactoalbimina puede
liberar secuencias peptidicas con actividades
biologicas que permanecen encriptadas en las
proteinas precursoras, entre ellas actividad
antioxidante e inhibidora de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA).

Fermentacion del hidrolizado con L.
Plantarum

Durante la  fermentacion del permeado
hidrolizado con L. plantarum, asistida por
ultrasonido, se observd una disminucion
progresiva del pH acompanada de un incremento
de la acidez titulable durante las 24 h de
fermentacion (Figura 1). Al inicio del proceso (0
h), la muestra presentd6 un pH de 6.38 y una
acidez titulable de 2.25 g/L de acido lactico. La
acidificacion fue mas evidente entre las 12 y 24
h, alcanzando al final de la fermentacion un pH
de 4.36 y una acidez de 4.32 g/L de acido lactico.
La disminucion del pH y el incremento
simultaneo de la acidez evidencian la actividad
metabdlica de L. plantarum y su capacidad para
desarrollarse en el permeado obtenido a partir del
suero lacteo. Este comportamiento indica que el
sustrato proporciona nutrientes disponibles para
mantener la actividad fermentativa de la bacteria
durante el periodo evaluado. La aplicacion de
ultrasonido durante la fermentacion podria haber
contribuido al proceso mediante fendmenos de
sonoporacion asociados  con
modificaciones reversibles de la permeabilidad

transitoria,

de la membrana celular que pueden favorecer el
transporte  de  nutrientes y
(Garcia-Mancilla et al., 2023).

metabolitos
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Figura 1. Cambios en el pH y la acidez titulable
durante la fermentacion del permeado de suero
ldcteo hidrolizado.

Actividad antioxidante y actividad
inhibidora de la enzima convertidora
de angiotensina (ECA)

La capacidad antioxidante mediante los métodos
DPPH y ABTS se determin¢ utilizando curvas de
calibracion con Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbo
xylic acid) como estandar antioxidante (Figuras
2 'y 3, respectivamente). La capacidad
antioxidante presento comportamientos
diferentes dependiendo del método empleado
(Tabla 2), lo que puede relacionarse con las
diferencias en los mecanismos de reaccion y
sensibilidad de los radicales ABTS y DPPH
frente a los compuestos antioxidantes presentes
en el hidrolizado fermentado.
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Figura 2. Curva de calibracion para la determinacion de
capacidad antioxidante por el método ABTS utilizando Trolox

como estandar (R"2 = 0.9988).
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Figura 3. Curva de calibracion para la determinacion de
capacidad antioxidante por el método DPPH utilizando Trolox
como estandar (R"2 = 0.9843).

En el ensayo ABTS, la muestra presentd una
elevada actividad desde el inicio de la
fermentacion, con 67.33 % de inhibicion a las 0
h, alcanzando un maximo de 78.43 % a las 4 h.
La elevada actividad observada antes de la
fermentacion sugiere que una proporcion
importante de los compuestos antioxidantes ya
estaba presente después de la hidrolisis con
papaina y la ultrafiltracion. Por lo tanto, la
protedlisis enzimatica previa probablemente
desempend un papel relevante en la liberacion de
péptidos  con  capacidad  antioxidante.El
incremento observado durante las primeras 4 h
podria indicar una contribucion adicional de la
fermentacion sobre las fracciones peptidicas
inicialmente presentes. Sin embargo, dado que
posteriormente no se observé un incremento
sostenido, los resultados sugieren que prolongar
la fermentaciéon no necesariamente aumenta la
actividad antioxidante determinada mediante
ABTS.

El ensayo DPPH mostr6 un comportamiento
progresivo, aumentando desde 0.03 % de
inhibicion a las 0 h hasta 13.65 % a las 24 h. Esta
tendencia sugiere que durante la fermentacion se
produjeron modificaciones en la composicion del
permeado capaces de incrementar gradualmente
su capacidad para neutralizar el radical DPPH.
Una posible explicacion es la actividad
proteolitica asociada con L. plantarum, que
puede modificar las fracciones peptidicas
presentes y favorecer la generacion de péptidos
de menor tamafio o con secuencias y residuos
aminoacidicos con actividad antioxidante. No
obstante, la actividad antioxidante de un sistema
fermentado no depende exclusivamente de los



péptidos, por lo que otros metabolitos generados
durante la fermentacion también podrian
contribuir al  comportamiento  observado
(Manzoor et al., 2022; Raveschot et al., 2020).

Las diferencias entre ABTS y DPPH no deben
interpretarse como resultados contradictorios.
Ambos métodos presentan diferentes
mecanismos de reacciéon y afinidad por los
compuestos  antioxidantes. Por ello, los
resultados sugieren que la hidrélisis y la
fermentacion modificaron de manera diferencial
la composicion de los compuestos capaces de
reaccionar con cada radical.

Por otra parte, la inhibicion de la ECA se
mantuvo por encima del 73 % durante todo el
periodo evaluado (Tabla 2). La muestra presentd
una elevada actividad desde el tiempo inicial,
con aproximadamente 90 % de inhibicion a las 0
h, y alcanzé un maximo de 92.06 % a las 6 h de
fermentacion.  Aunque  posteriormente la
actividad disminuyo, a las 24 h se mantuvo por
encima del 73 %. La elevada inhibicion
observada desde las 0 h constituye un resultado
relevante, ya que indica que la actividad
inhibitoria de la ECA se generd principalmente
durante las etapas previas a la fermentacion. En
particular, la hidrdlisis con papaina pudo
favorecer la liberacion de péptidos bioactivos a
partir de las proteinas del suero lacteo, mientras
que la ultrafiltraciéon permitié seleccionar una
fraccion peptidica con masa molecular inferior a
10 kDa.

El incremento adicional observado hasta las 6 h
sugiere que la fermentacion pudo modificar
favorablemente esta fraccion peptidica durante
las primeras horas del proceso. En cambio, la
disminucion posterior podria relacionarse con
una proteolisis adicional de algunos péptidos
activos, generando fragmentos con menor
capacidad inhibitoria. Este comportamiento pone
de manifiesto que una hidrolisis mas extensa no
necesariamente se traduce en una mayor
bioactividad, ya que ésta depende tanto del
tamafio como de la secuencia especifica de los
péptidos generados (Sanchez & Vazquez, 2022).

Comcentrcion e, 2% de Inhibician

i Q0
“E:IIIHI ARTS | DPPH | ABTS | DPFH | ECA

| 4376 | 0,700 |67,33%] 0,03% | 90,15%
4366 | 0,702 |67,18%| 2,23% | 89.68%
5096 | 0.709 |78.43%| 1,25% |90.81%
6 | 4966 | 0,686 |74.88% | 4,46% | 92.06%
12 4370 | 0658 | Ti42% ) 8,30% | T3.51%
| 24 | 4846 | 0,620 |74,58% | 13,65% | T8.84%

Tabla 2. Actividad antioxidante (ABTS, DPPH) e
inhibicién de la ECA durante la fermentacién. ECA:
Enzima Convertidora de Angiotensina; ABTS/DPPH: Ensayos de
capacidad antioxidante expresados en equivalentes de Trolox y
porcentaje de inhibicion (%).

Discusion y conclusiones.

Los resultados demuestran el potencial del suero
lacteo como materia prima para obtener
ingredientes de mayor valor agregado mediante
la combinacién de hidrdlisis con papaina,
ultrafiltracion (10 kDa) y fermentacion con L.
plantarum asistida por ultrasonido. La elevada
actividad antioxidante e inhibicion de la ECA
observadas desde el inicio sugieren que la
hidrélisis y  la  ultrafiltracion  fueron
determinantes para liberar y seleccionar péptidos
bioactivos de bajo peso molecular derivados
principalmente de las proteinas del suero.

Las mayores respuestas se observaron entre las 4
y 6 h de fermentacion, alcanzando 78.43 % de
inhibicién por ABTS (509.6 uM Trolox) alas 4 h
y 92.06 % de inhibicion de la ECA a las 6 h. Este
intervalo  representa  una  ventana  de
procesamiento favorable, ya que permitiria
conservar una elevada bioactividad y, al mismo
tiempo, reducir el tiempo y potencialmente el
consumo energético del proceso.

Por otra parte, el incremento progresivo de la
actividad antioxidante determinada mediante
DPPH durante las 24 h sugiere que la
fermentacion  continu6  modificando  las
fracciones peptidicas y otros compuestos
presentes en el permeado. El ultrasonido pudo
contribuir a favorecer la actividad metabolica de

L. plantarum mediante cambios transitorios en la



permeabilidad celular; sin embargo, este
mecanismo requiere estudios adicionales para su
confirmacion.

La integracion de estas tecnologias constituye
una alternativa prometedora para la valorizacion
del suero lacteo y la obtencién de ingredientes
con potencial antioxidante y antihipertensivo,
con posible aplicacion en el desarrollo de
alimentos funcionales o suplementos.
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Resumen

El jitomate (Solanum lycopersicum) es un cultivo de gran
importancia econémica cuya produccion puede verse
afectada por fitopatdgenos como Fusarium oxysporum y
Colletotrichum gloeosporioides. En este trabajo se evalud
in vitro e potencial antagonista de Pseudomonas
fluorescens, Bacillus cereus Amazcala y Trichoderma
virens, de maneraindividua y en diferentes combinaciones
microbianas. Las confrontaciones se realizaron mediante la
técnica de sobre capa de agar suave y la actividad
antagonista se estimé a partir del porcentaje de inhibicién
del crecimiento micelia, complementado con andlisis
digital de iméagenes mediante Imagel.

Frente aF. oxysporum, lostratamientos queincluyeron

T. virens presentaron | os mayores porcentajes de inhibicion
tanto en etapas tempranas como a final del periodo de
evaluacion, destacando T, BT, PT y BPT. En contraste, B.
cereus Amazcala y P. fluorescens mostraron menor
actividad antagonista directa bgjo las condiciones del
ensayo. En C. gloeosporioides, e crecimiento irregular y
no homogéneo dificultd la cuantificacion confiable de la
inhibicion mediante el método empleado.

LosresultadosidentificanaT. virens como €
microorganismo con mayor actividad antagonistafrente aF.
OXysSporumy sugieren que su incorporacion en

combi naciones microbianas puede ser de interés para
estrategias de biocontrol. Sin embargo, se requieren andlisis
adicionales de compatibilidad, comparacién estadistica,
evaluacion en plantay validacion de los mecanismos de
interaccion antes de confirmar un

efecto sinérgico o su aplicacién como bioestimulante
microbiano.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, biocontrol,
Fusarium oxysporum, Trichodermavirens, consorcio
microbiano, PGPM.

Tomato (Solanum lycopersicum) is an economically
important crop whose production can be affected by
phytopathogens such as Fusarium oxysporum and
Colletotrichum gloeosporioides. In this study, the in vitro
antagonistic potential of Pseudomonas fluorescens, Bacillus
cereus Amazcala, and Trichoderma virens was evauated
individually and in different microbial combinations.
Confrontation assays were performed using the soft agar
overlay technique, and antagonistic activity was estimated
through the percentage of myceliad growth inhibition,
complemented by digital image analysis using Imagel.

Against F. oxysporum, treatments containing T. virens
showed the highest inhibition percentages both at early
stages and at the end of the evaluation period, particularly T,
BT, PT, and BPT. In contrast, B. cereus Amazcala and P.
fluorescens showed lower direct antagonistic activity under
the assay conditions. For C. gloeosporioides, irregular and
non-homogeneous growth hindered reliable quantification
of inhibition using the applied method.

These results identify T. virens as the microorganism with
the greatest antagonistic activity against F. oxysporum and
suggest that its incorporation into microbial combinations
may be useful for biocontrol strategies. However, additional
compatibility studies, statistical comparisons, plant assays,
and validation of interaction mechanismsarerequired before
confirming
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synergigtic effects or its application as a microbia OPIetivo generd.

biostimulant. Disefiar un bioestimulante a base de un consorcio

microbiano encapsulado conformado por Pseudomonas
fluorescens, Bacillus cereus Amazcalay Trichoderma virens
para su potencia aplicacion como promotor de crecimiento
vegetal.

Keywords: Solanum lycopersicum, biocontrol,
Fusarium oxysporum, Trichoderma virens, microbial
consortium, PGPM.

. Objetivos particul ares.
I ntroduccioén ) P

El jitomate (Solanum lycopersicum) es un cultivo de elevada Eval uar.el efecto inhibitorio del cor.lsorcio microbiarqurente
importancia econémica y aimentaria; sn embargo, su a Fusarium oxysporumy Colletotrichum gloeosporioides.
productividad puede verse comprometida por enfermedades Realizar pruebas de confrontacion in vitro mediante la
causadas por fitopatdgenos, entre €elos Fusarium técnicade sobre capade agar suave.

Oxysporum, asociado con marchitez vascular, y especies de Cuantificar 1a actividad antagénica mediante andlisis digital
CoIIetotr_lchum, responsables de antracnosis. El cont_rol de iméagenes utilizando Image.

convencional de estas enfermedades depende en gran medida

de productos quimicos, por lo que existe interés en

aternativas biolégicas que permitan reducir su uso y Metodologia

favorecer sistemas agricolas més sostenibles. [1]

. . . Material biologico
L os microorganismos promotores del crecimiento vegetal y

IQS agentes de _control biologico puede_n actuar mEd'ante LascepasdeP. fluorescens, T. virens, F. oxysporumy
diversos mecanismos, como competencia por nutrientes y

espacio, produccion de metabolitos antimicrobianos, C  9loeosporioides fueron proporcionadas  por
solubilizacién de nutrientes e induccién de respuestas de  Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos de la Facultad

defensa en la planta. Entre ellos, especies de Pseudomonas, de Quimica (UAQ). La cepa B. cereus Amazcala fue

Bacillus y Trichoderma han mostrado potencial parasu uso  donada por el CIAB de la Facultad de Ingenieria, Campus
como bioinoculantes. En particular, Trichodermaspp. puede A mazcala.

antagonizar hongos fitopat6genos mediante
micoparasitismo, antibiosis, competencia y produccion de  Se utilizaron caldo nutritivo (CN), agar nutritivo (AN),
enzimas degradadoras de pared celular. [2y 3] cal do papadextrosa(PDB), agar papadextrosa (PDA), agar

bacteriol 6gico, Tween 80 a 0.1%
La combinacién de microorganismos en consorcios puede

integrar funciones complementarias; sin embargo, sueficacia Acido indolacético como materiales para la activacion y
depende de lacompatibilidad entre los integrantes y no debe evaluacion de 10s microorganismos.

asumirse que una mezcla siempre sera superior a una cepa
individual. Por €llo, en este trabgjo se evalud la actividad
antagonista individual y combinada de P. fluorescens, B. | oo cepas bacterianas fueron activadas en CN a 37°C
cereus Amazcala y T. virens frente a F. oxysporum y C. gyrante tres dias, monitoreando su crecimiento mediante

gloeosporioides, como etapa preliminar para valorar sU mediciones de densidad Optica a 600 nm. [5] Por su parte,
posibleincorporacion enunbioestimulantemicrobiano. [4] - 7. yirens fue cultivado en PDA hasta esporulacion,

Activacion de microorganismos.

recuperando las esporas mediante solucién Tween 80 a
0.1%y cuantificandolas, utilizando una cadmarade Neubauer

[6]

Objetivos



Ensayos de confrontacion.

L as pruebas de antagonismo se realizaron

mediante latécnica de sobre capa de agar suave (soft
agar overlay). Los microorganismos

benéficos fueron incorporados aunamatriz semisdlida
de PDA suplementada con agar

bacteriol 6gico al 0.8%, lacual fue colocada sobre
placas base de agar solido PDA previamente
preparadas. L os fitopatdgenos fueron inocul ados por
picaduraen e centro de cadaplacay €

proceso se realizd por quintuplicado.

En esta fase experimental, se evaluaron 7
tratamientos especificos, correspondientes alas cepas
individualesy sus diversas combinaciones:

B (Bacillus cereus Amazcala), P (Pseudomonas
fluorescens), T (Trichodermavirens), BP, BT, PT y €
consorcio completo BPT. [7]

Andlisis morfométrico

Las placas de confrontacion fueron digitalizadas de
manera periddica durante un periodo de 2 a 10 dias y
posteriormente procesadas mediante € software
Image] 1.34. Para la vaidacion cuantitativa de la
inhibicién, las imégenes se convirtieron a un formato
de 8 bits, permitiendo

determinar variables morfol 6gicas criticas asociadas a
crecimiento micelial, tales como la circularidad,
dimension fractal y la longitud de hifas. Este andlisis
permitié evaluar con precision € grado de restriccion
del desarrollo fungico provocado por los diversos
tratamientos del consorcio [8].

Andlisis estadigtico.

Los vaores obtenidos se utilizaron para calcular la
media aritmética y la desviacion estandar de cada
tratamiento. La actividad antagoni sta se expresd como
porcentgje de inhibicion del crecimiento micelia
(%ICM), calculado a partir de la diferencia entre €l
crecimiento del control y € crecimiento observado en
presenciadel microorganismo antagonista, de acuerdo
con la ecuacion:

C—1

W [CM = X 10U

donde C representa el didmetro de crecimiento del
fitopatdgeno en € control y T e diametro de
crecimiento en e tratamiento correspondiente.

Resultados

Las confrontaciones microbianas  mostraron
diferencias en la capacidad antagonista de los
microorganismos evaluados frente a Fusarium
oxysporum. Los tratamientos que incluyeron
Trichoderma virens presentaron 1los mayores
porcentajes de inhibicion de crecimiento del
fitopatdgeno, evidenciando su efecto antagonistay su
contribucion dentro de los consorcios microbianos
evaluados.

En el Cuadro 1 se muestran los datos obtenidos del
porcentgje de inhibicion de P, T y B ante F.
oxysporum. A los dos dias de confrontacion se
observd una respuesta inhibitoria temprana en los
tratamientos que contenian T. virens, mientras que los
tratamientos conformados Unicamente por Bacillus
cereus Amazcala o0 Pseudomonas fluorescens
mostraron niveles de inhibicion mas bajos.

Cuadrol. % deinhibicién de Bacillus cereus Amazcal a,

Pseudomonas fluorescens, y Trichodermavirens a los 2 dias
deinoculacion.



Microorganismo % o s
Inhibicion
B 50.90
P 3.46
T 84.83
BP 51.33
BT 85.14
PT 82.12
BPT 82.96

Donde B: Bacillus cereus Amazcala,
P: Pseudomonas fluorescens), T:
Trichodermavirens

Después de diez dias de incubacion, |os consorcios
BPT, PT y BT presentaron |os mayores porcentajes
deinhibicion del crecimiento del fitopatdgeno. Este
comportamiento sugiere una posible contribucién
de Trichoderma virens a la actividad antagénica de
las combinaciones microbianas  evaluadas,
particularmente en aquellas formulaciones en las
gue estuvo presente este microorganismo.

Las observaciones macroscopicas de las
confrontaciones fueron consistentes con los
resultados obtenidos mediante la evaluacion del
porcentaje de inhibicion, evidenciando diferencias
en la expansion de crecimiento micelial del
fitopatdgeno entre | os tratamientos.

Los consorcios queincluyeron T. virens mostraron
una menor expansion radia del micelio en
comparaciéon con los tratamientos que no
Incorporaron este microorganismo. Estadiferencia
fue observable tanto alos 2 como alos 10 dias de
incubacion, lo que indica que la presencia de T.
virens estuvo asociada con una mayor restriccion
del desarrollo micelial del fitopatdgeno durante €l
periodo de evaluacion.

Este comportamiento coincide con |os porcentgjesde
inhibicion obtenidos y respalda e potencial de T.
virens como componente clave dentro de los
consorcios microbianos  propuestos para €

desarrollo de un bioestimulante con capacidad de
biocontrol en € cultivo de jitomate.

En la Figura 1 se muestran las confrontaciones de
Colletotrichum gloeosporioides y Fusarium oxysporum

Figura 1. Confrontaciones. 1a) Control Fusarium
oxysporum, 1b) T. virens vs Fusarium oxysporum, 1c)
P. fluorescens vs Fusarium oxysporum., 1d) B. cereus
vs Fusarium oxysporum. 2a) Control Colletotrichum
gloeosporioides., 2b) T. virens vs Colletotrichum
gloeosporioides., 2c) P. fluorescens vs Colletotrichum
gloeosporioides, 2d) B. cereus vs Colletotrichum
gloeosporioides.

En e caso de Colletotrichum gloeosporioides, €
crecimiento se presentd de manerairregular y no
homogénea sobre la superficie del medio de
cultivo, lo que dificulto la medicion precisa del
crecimiento micelia y, por consiguiente, la
cuantificacion del porcentaje de inhibicion.
Discusion y conclusion

L os tratamientos evaluados mostraron diferencias en
su capacidad pararestringir € crecimiento micelial de
Fusarium oxysporum. La mayor actividad inhibitoria
se registr0 en los tratamientos que contenian
Trichoderma virens, tanto en la aplicacion individual
como en las combinaciones BT, PT y BPT. Este
comportamiento es consistente con la reconocida
capacidad antagonista de Trichoderma spp. frente a
diversos hongos fitopatégenos. La actividad de estos
agentes de biocontrol puede estar asociada con
diferentes mecanismos, entre elloslacompetenciapor
espacio y nutrientes, la produccion de metabolitos
secundarios con actividad antifingica, 1a secrecion de
enzimas hidroliticas y el micoparasitismo (Benitez et
a., 2004; Harman et al., 2004; Contreras-Corngjo et
a., 2023). En particular, T. virens ha sido descrito



como una especie con capacidad para producir
metabolitos secundarios y compuestos antifungicos
gue pueden contribuir alainhibicion del crecimiento
de otros hongos (Mukherjee et al., 2012).

Lainhibicion observada desde | as primeras etapas de
incubacion sugiere que lainteraccion entre T. virens
y F. oxysporum fue establecida tempranamente bajo
las condiciones in vitro evaluadas. No obstante, este
resultado debe interpretarse con cautela, debido a
gue lareduccion del crecimiento micelial por si sola
no permite determinar el mecanismo responsable de
lainteraccion. En sistemas de confrontacion directa,
la inhibicion puede resultar de la combinacion de
competencia por recursos, antibiosis y, cuando
ocurre contacto entre las hifas, procesos asociados
con e micoparasitismo y la actividad de enzimas
degradadoras de la pared celular (Harman et al.,
2004; Mukherjee et a., 2012). Por tanto, los
resultados obtenidos son compatibles con la
actividad antagonista de T. virens, aunque la
participacion especifica de cada mecanismo
requeriria ser corroborada mediante ensayos
complementarios.

En contraste, Bacillus cereus Amazcaa vy
Pseudomonas fluorescens presentaron una menor
capacidad deinhibicion directade crecimiento de F.
oxysporum bago las condiciones experimentales
establecidas. Sin embargo, esta respuesta no
necesariamente implica una menor importancia
biolégica o biotecnolégica  de estos
microorganismos. Las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal pueden gjercer efectos benéficos
mediante mecanismos que NO necesariamente se
manifiestan como una marcada inhibicién del
crecimiento del patégeno en condiciones in vitro.
Entre estos mecani smos se encuentran la produccién
de fitohormonas, sideréforos, enzimas 'y metabolitos
antimicrobianos, asi como la solubilizacién de
fosfatosy lamodul acion de las respuestas de defensa
de la planta (Kumar et a., 2023; Sahu et d., 2022).
En particular, diferentes cepas de B. cereus han
mostrado caracteristicas asociadas con la promocion
del crecimiento vegetal, incluyendo produccién de
acido indol-3-acético, sideréforos y capacidad de
solubilizacion de fosforo (Kumar et a., 2023).

De manera similar, P. fluorescens constituye un
grupo ampliamente estudiado de rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal debido a su

capacidad para producir sideréforos, solubilizar
nutrientes, sintetizar metabolitos antimicrobianos y
activar mecanismos de defensa inducida en las
plantas (Sahu et al., 2022). Por consiguiente, lamenor
inhibicion directa observada en este estudio no debe
Interpretarse  exclusivamente como una menor
capacidad de biocontrol, particularmente debido a
gque € ensayo redlizado permitié evauar
principalmente e antagonismo directo entre los
microorganismos y €l fitopatdgeno, pero no otros
mecanismos de interaccion que podrian expresarse
durante la asociacion con la planta.

La incorporacion de B. cereus Amazcala y P.
fluorescens en los consorcios podria, por tanto,
representar una estrategia para integrar funciones
biol6gicas complementarias a las gercidas por T.
virens. Mientras que T. virens mostré una respuesta
inhibitoria directa mas evidente frente a F.
oxysporum, las bacterias podrian contribuir
potencialmente mediante mecanismos relacionados
con ladisponibilidad de nutrientes, lacolonizacion de
larizosfera, la produccion de compuestos promotores
del crecimiento y la activacion de respuestas
defensivas en la planta. Sin embargo, con base
exclusivamente en los resultados obtenidos en €
presente ensayo, no es posible establ ecer laexistencia
de un efecto sinérgico entre los integrantes de los
consorcios. Para demostrar sinergia seria necesario
comparar estadisticamente e efecto de cada
microorganismo individuak con € de las
combinaciones correspondientes y determinar s la
respuesta observada en el consorcio excede la
esperada a partir de los efectos individuales.

En e caso de Colletotrichum gloeosporioides, €
patron de crecimiento irregular observado durante el
ensayo representd una limitacion para la estimacion
precisa del porcentge de inhibicion mediante €l
andlisis de imagenes. La ausencia de un crecimiento
radial uniforme dificulta la delimitacion objetiva del
frente micelia y puede introducir variabilidad en las
medi ciones realizadas mediante herramientas basadas
en la distancia o € diametro de la colonia. En este
contexto, e andlisis del &rea total de la colonia
congtituye una aternativa potencia mente mas apropiada
para caracterizar € crecimiento de colonias con
morfologia irregular. Asimismo, podrian incorporarse
variables como € area micelial acumulada, la biomasa
seca 0 himeda y la tasa de crecimiento a lo largo del
tiempo, dependiendo de las caracteristicas del sistema
experimental.



En conjunto, los ensayos in vitro evidenciaron que T.
virens presentd lamayor actividad antagonistafrente aF.
oxysporum, tanto en su aplicacion individual como en los
tratamientos BT, PT y BPT. La respuesta observada
respalda € potencial de T. virens como agente de
biocontrol frente a este fitopatdgeno y coincide con la
capacidad antagonista previamente descrita para especies
de Trichoderma. Por su parte, lamenor inhibicién directa
registrada para B. cereus Amazcala y P. fluorescens no
excluye su posible contribucion dentro de un sistema de
consorcio, debido aque sus funciones potencial es pueden
manifestarse principamente a través de mecanismos de
promocion del crecimiento vegetal, adquisicion de
nutrientes o induccion de respuestas de defensa.

No obstante, los resultados deben considerarse como
evidencia preliminar del potencid de las combinaciones
microbianas evaluadas. La determinacion de una ventgja
funcional de los consorcios respecto a T. virens aplicado
individualmente requiere estudios adicionales que
incluyan andlisis estadisticos comparativos, evaluacion
de la compatibilidad y estabilidad de los
microorganismos en las formulaciones, caracterizacion
de sus mecanismos de interaccion y, particularmente,
ensayos in vivo bgjo condiciones controladas y de
produccion. Estos estudios permitirian determinar si la
combinacion de los microorganismos genera un efecto
aditivo o sinérgico y si dicho comportamiento se traduce
en una mayor supresion de la enfermedad y en un mejor
desempefio agronémico de las plantas.
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Resumen

La vaorizacion de residuos agroindustriales
€S Una estrategia clave dentro de la economia
circular. En este trabgo se desarrollo y
caracterizé de forma preliminar un hidrogel
de base dimentaria a partir de harina
desgrasada de garbanzo (fuente proteica) y
cdiz de jamaica (Hibiscus sabdariffa)
agotado, con € fin de explorar su aplicacion
como tinta para impresion 3D por extrusion.
Las harinas se desengrasaron por extraccion
Soxhlet con hexano y la proteina se recupero
mediante  precipitacion en € punto
isoel éctrico. Los extractos se evaluaron en su
contenido de fenol es total es (Folin-Ciocalteu)
y capacidad antioxidante (DPPH). El hidrogel
se formul6 con goma xantana en medio
acalino (pH 10) y aislado proteico comercial
de chicharo como sistema modelo,
induciendo la gelificacion por acidificacion
lenta con glucono-4-lactona (GDL) hasta pH
~ 4; tras congelacion y liofilizacion se
obtuvieron estructuras porosas (aerogeles).
Como prueba de concepto se verificd la
viabilidad de la impresion por extrusién con
tintas alimentarias modelo. Los extractos
mostraron actividad antioxidante apreciable y
se obtuvieron matrices estables, lo que
respalda el potencial de estos residuos como
insumos para materidles alimentarios
funcionales. Se identifican como &reas de
mejora la cuantificacion dentro del intervalo
de calibracion y la incorporacion directa de
las harinas en latintaimprimible.

Palabras clave: vaorizacion de residuos,
hidrogel, garbanzo, jamaica, impresion 3D,
antioxidantes.

VERANO oe1a CIENCIA
2026

Abstract

The valorization of agro-industrial residuesis
akey strategy within the circular economy. In
this work, a food-based hydrogel was
preliminarily developed and characterized
from defatted chickpea flour (protein source)
and spent roselle (Hibiscus sabdariffa) calyx,
aiming to explore its application as an ink for
extrusion 3D printing. Flourswere defatted by
Soxhlet extraction with hexane and protein
was recovered by  isoelectric-point
precipitation. Extracts were evauated for
total phenolic content (Folin-Ciocalteu) and
antioxidant capacity (DPPH). The hydrogel
was formulated with xanthan gum under
alkaline conditions (pH 10) and commercial
peaprotein isolate asamodel system; gelation
was induced by dow acidification with
glucono-é-lactone (GDL) to pH =~ 4, and
porous structures (aerogels) were obtained
after freezing and lyophilization. As a proof
of concept, the feasibility of extrusion
printing was verified using model food inks.
Extracts showed appreciable antioxidant
activity and stable matrices were obtained,
supporting the potential of these residues as
inputs for functiona food materials.
Quantification within the calibration range
and the direct incorporation of the flours into
the printable ink are identified as areas for
improvement.

Keywords. waste valorization, hydroge,
chickpea, roselle, 3D printing, antioxidants.

I ntroduccion

La economia circular busca reducir el
desperdicio de aimentos y biorecursos
mediante el aprovechamiento de
subproductos que suelen tratarse como
desecho, empleando procesos de bajo impacto
energético [1]. Muchos residuos
agroindustriales conservan moléculas de alto
valor —proteinas y compuestos fendlicos con
actividad antioxidante— cuya recuperacion
permite obtener ingredientes funcionales [1],
[2]. El gabanzo constituye una fuente
proteica vegetal accesible, mientras que €
cédliz de jamaica agotado, remanente tras la



extraccion de sus pigmentos, mantiene
compuestos de interés.

Los hidrogeles son redes tridimensionales
capaces de retener grandes cantidades de agua
y de estructurarse en geometrias definidas[7].
Estas propiedades |os hacen candidatos como
tintas para la impresién 3D de alimentos por
extrusion, donde se requiere un material con
lareologia adecuada parafluir através de una
boquillay mantener su formatras el deposito
[6], [7]. En este sentido, se han reportado
geles autosoportados formulados con
proteinas de chicharo y garbanzo
estructuradas con goma xantana [6].

En este contexto, el presente trabajo propone
aprovechar harina desgrasada de garbanzo,
como aporte proteico, junto con céliz de
jamaicaagotado, paraformular un hidrogel de
base alimentaria con potencia aplicacion
como tinta imprimible por extrusion,
evaluando de manera preliminar sus extractos
y laformacion de la matriz.

Objetivos

General. Desarrollar y caracterizar de forma
preliminar un hidrogel alimentario a partir de
harina desgrasada de garbanzo y céliz de
jamaica agotado para su potencia aplicacién
como tinta en impresion 3D por extrusion.

Especificos. @) Desengrasar las harinas y
extraer la fraccion proteica por punto
isoeléctrico; b) evaluar € contenido de
fenoles totales y la capacidad antioxidante de
los extractos; ¢) formular €l hidrogel y obtener
estructuras porosas (aerogeles); d) verificar la
viabilidad de laimpresion por extrusion.

M etodologia

Preparacion y desengrasado. Las harinas se
tamizaron con mallay se desengrasaron por
extraccion Soxhlet con hexano (relacion
aproximada 1:10 p/v; punto de ebullicién ~69
°C) durante 24 h. El disolvente serecupero en
rotavapor (60 °C, 360 mbar).

Extraccion de proteina. La harina
desgrasada se disperso en agua; la proteina se
solubilizdé a pH 9 (30 min de agitacién) y se
precipito en el punto isoeléctrico a pH 4 (30
min). La suspension se centrifugd a 9000 g, 4
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°C, 20 min, recuperdndose € precipitado
proteico y descartando & sobrenadante.

Extracto de jamaica. El cdliz agotado se
someti aextraccion acuosaa 100 °C durante
10 min (100 g/L).

Fenoles y capacidad antioxidante. El
contenido de fenoles totales se determiné por
Folin-Ciocalteu con curva de &cido gdlico
(lecturaa 760 nm) y la capacidad antioxidante
por € ensayo de DPPH con Trolox como
referencia (lectura a 520 nm, cinéticaa 30 y
60 min), en lector de placas[3].

Formulacion del hidrogel. Se dispersaron
0.15 g de goma xantana en 5 mL de agua
desionizada hasta homogenei zar; lamezcla se
gjusté a pH 10 con NaOH (descontando €
volumen afiadido del agua tota) y se dgo
reposar 24 h. Por separado, se dispersaron
0.15 g de aslado proteico comercia de
chicharo (Pisum sativum) en 4.5 mL de agua
con agitacion constante durante 2 h; este
aislado se empled como sistema modelo para
establecer laformulacion. Se tomaron 500 L
deladispersiony se adicionaron 35 L de D-
(+)-glucono-6-lactona (GDL, grado para
sintesis), aforando a un volumen final de 10
mL. La GDL induce la gdificacién por
acidificacion lenta [4], [8], verificandose un
pH final cercano a 4. Las muestras se
congelaron a —5 °C durante 18 h y se
liofilizaron durante 48 h, obteniéndose las
estructuras porosas (aerogel es).

Impresion 3D (prueba de concepto). Se
evaud la viabilidad de la extrusion
empleando tintas alimentarias modelo, con €
fin de establecer € sistema de impresion.

Resultados

El contenido de fenoles totales se estimo con
la curva de calibracién de acido galico (y =
0.0219x — 0.0107; R? = 0.9962). Las
absorbancias de todas las muestras superaron
el ultimo punto delacurva (32 pg/mL), por lo
guelosvaoresdelaTablal sonindicativosy
requieren dilucion adicional para su
cuantificacion definitiva.



Tabla 1. Fenoles totales estimados en los extractos.
*Valores fuera del intervalo de calibracion (indicativos).
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En la prueba de extrusion con tintas modelo
selograron trazosy geometrias definidas (Fig.

2), lo que demuestra la viabilidad del sistema
gde impresion por extrusion sobre e cua se

busca incorporar las harinas de residuos.

Muestra Abs. (760 nm) Fenoles (ug
EAG/mL)*
A1 1.031 47.6
A2 0.901 416
A3 1.024 472
B1 1.735 79.7
B2 1.324 60.9
B3 1.230 56.6
c1 1.158 53.4
C2 1.707 784
c3 1.224 56.4

La capacidad antioxidante por DPPH se
expresd como porcentaje de inhibicion del
radical respecto al control. Losniveles1, 2y
3 corresponden  a  concentraciones
decrecientes de cada extracto (no a
repeticiones), observandose la relacion dosis-
respuesta esperada (Tabla 2). La inhibicién
aumento ligeramente entre [os 30 y 60 min.

Tabla 2. Inhibicién del radical DPPH (%) de los extractos a
30y 60 min.

Fig. 2. Prueba de concepto de impresion por extrusién con
tintas alimentarias modelo.

Discusion y conclusiones

L 0S  extractos  presentaron  actividad

antioxidante apreciable, consistente con la

presencia de compuestos fendlicos reportada

para residuos agroindustriales [1], [2]. La
formacién de aerogeles estables se atribuye a

la gelificacion écida inducida por la GDL,

cuya hidrdlisis libera &cido glucénico y

esciende gradualmente el pH hasta valores

Muestra % Inh. 30 min % Inh. 60 min
A1 80.7 88.3
A2 52.8 60.2
A3 12.6 14.1
B1 72.8 88.2
B2 384 43.3
B3 10.1 10.9
C1 86.4 90.6
C2 56.6 61.1
C3 14.2 15.2

roximos a punto isoel éctrico de la proteina
pH 4.0-6.0 para chicharo), reduciendo la

Tras la liofilizacion se obtuvieron discos
porosos y homogéneos (Fig. 1), estables al
maneo, lo que confirma que la acidificacion
con GDL indujo la formacién de una matriz
tridimensional estable.

Fig. 1. Estructuras porosas (aerogeles) obtenidas tras el
secado del hidrogel.

repulsion electrostatica y favoreciendo su
agregacion [4], [5], [8]; la liofilizacién
preservd la estructura porosa. La goma
Xantana actud como agente estructurante, y la
impresion por extrusion resultd viable con
tintas modelo, estableciendo la base para
incorporar |as harinas desarrolladas.

Entre las limitaciones, la cuantificacion de
fenoles qued6 fuera del intervao de
calibracion, por lo que se requiere diluir las
muestras; € hidrogel se formul6 con aislado
proteico comercia de chicharo como sistema
modelo, por lo que la sustitucién por la
proteina de garbanzo extraida constituye el
siguiente paso; ademas, la tinta imprimible
aun no incorpora directamente las harinas de



garbanzo y jamaica. Como perspectivas se
plantea optimizar la formulacién, cuantificar
dentro de rango, evaluar la capacidad
absortiva y retentiva de los aerogeles e
imprimir  directamente € hidrogel
desarrollado.
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Resumen

El jitomate (Solanum lycoper sicum) constituye uno de
los cultivos agricolas de mayor importancia
econdmica en México; sin embargo, su produccién se
ve afectada por diversos fitopatbgenos que provocan
pérdidas significativas en e rendimiento. En este
trabgjo se evalubé e potencial de un consorcio
microbiano integrado por Pseudomonas fluorescens,
Bacillus cereus Amazcala y Trichoderma virens
como agente de biocontrol frente a Fusarium
oxysporum y Colletotrichum gloeosporioides. Para
ello, se realizaron pruebas de confrontacién in vitro
mediante |a técnica de sobrecapa de agar suave (soft
agar overlay), evaluando tratamientos individuales y
combinados por quintuplicado. La actividad
antagénica fue cuantificada mediante andlisis
morfométrico digital utilizando el software ImageJ.
Los resultados preliminares indicaron mayores
porcentaj es deinhibicion en aguell ostratamientos que
incluyeron a T. virens, destacando los consorcios
BPT, PT y BT. Los hallazgos sugieren que €l uso de
mi croorgani smos benéficos representaunaaternativa
sostenible para € control de enfermedades en €
cultivo de jitomate, con potencial aplicacion en €
desarrollo de  bioestimulantes  microbianos
encapsulados.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, biocontrol,
PGPM, Fusarium oxysporum, Colletotrichum
gloeosporioides, Trichoderma virens, bioestimulante
microbiano.

Abstract

Tomato (Solanum lycopersicum) is one of the most
economically important agricultural cropsin Mexico;
however, its production is affected by various
phytopathogens that cause significant yield losses. In
this study, the potential of a microbial consortium
composed of Pseudomonas fluorescens, Bacillus
cereus Amazcala, and Trichoderma virens was
evauated as a biocontrol agent against Fusarium
oxysporum and Colletotrichum gloeosporioides. For
this purpose, in vitro confrontation assays were
performed using the soft agar overlay technique,
evauating individual and combined treatments in
quintuplicate. Antagonistic activity was quantified
through digital morphometric analysis using ImageJ
software. Preliminary results showed higher
inhibition percentages in treatments that included T.
virens, particularly in the BPT, PT, and BT consortia.
These findings suggest that the use of beneficia
microorganisms represents a sustainable aternative
for disease management in tomato cultivation, with
potential application in the development of
encapsulated microbial biostimulants.

Keywords. Solanum lycopersicum, biocontrol,
PGPM, Fusarium oxysporum, Colletotrichum
gloeosporioides, Trichoderma virens, microbial
bi ostimul ant.

I ntroduccion

El jitomate (Solanum lycoper sicum) representauno de
los cultivos de mayor relevancia econdémica y
nutricional en México, pais que se posiciona como €
principal exportador mundial de esta hortaliza. Para el
ano 2030, se proyecta una produccion nacional de



aproximadamente 7.56 millones de toneladas.
Ademaés de su valor comercial, es una fuente esencial
de vitaminas y compuestos bioactivos como el B-
caroteno y €l licopeno, los cuales poseen propiedades
antioxidantes que contribuyen a la prevencion de
enfermedades degenerativas en humanos [1].

A pesar de su relevancia, la productividad de este
cultivo se enfrenta a desafios criticos, principamente
la baja disponibilidad de nutrientes y laincidencia de
mas de 200 plagasy enfermedades que pueden reducir
los rendimientos hasta en un 70% [6]. Entre los
fitopatdbgenos mas devastadores se encuentran los
hongos Fusarium oxysporum, causante de la
marchitez vascular, y Colletotrichum
gloeosporioides, responsable de la antracnosis.
Tradicionalmente, se ha recurrido al uso excesivo de
fertilizantes quimicosy pesticidas, o que haderivado
en la degradacion de la calidad del suelo, aumento de
la salinidad, contaminacion de mantos freaticos y
riesgos  dSignificativos para la saud  [3].
Adicionalmente, estos insumos incrementan los
costos de produccion, superando |os $36,000 por cada
1000 m? [8].

Ante este panorama, |0s mi croorgani Smos promotores
de crecimiento vegeta (PGPM) surgen como una
aternativa sostenible capaz de optimizar la fisiologia
del cultivo mediante lamovilizacion de nutrientesy la
induccion de respuestas de defensa basadas en la
hérmesis vegeta. Cepas como Pseudomonas
fluorescens, Bacillus cereus Amazcalay Trichoderma
virens han demostrado capacidad para sintetizar
fitohormonas, solubilizar fésforo y gercer actividad
antimicrobiana. Considerando e potencial de estos
microorganismos, e presente trabgo se enfoca en
evauar la eficacia antagénica de este consorcio
microbiano frente alos fitopatdgenos mencionados. A
través de la implementacion de pruebas de
confrontacion in vitro mediante la técnica de
sobrecapa de agar suave (soft agar overlay), se busca

determinar la capacidad de estas cepas y sus
materiales extracelulares para inhibir el crecimiento
fangico. Esta evauacion es un paso fundamental para
validar e potencia de biocontrol del consorcio,
sentando las bases parael disefio de un bioestimul ante
gue no solo promueva € crecimiento, Sino que
también actle como una barrera bioldgica efectivay
sostenible.

Objetivos
Objetivo general:

Disefiar un bioestimulante a base de un consorcio
microbiano encapsulado conformado por
Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus Amazcala
y Trichoderma virens para su potencia aplicacién
como promotor de crecimiento vegetal.

Obj etivos especificos:

1. Evaluar € efecto inhibitorio del consorcio
microbiano frente a Fusarium oxysporum y
Colletotrichum gloeosporioides.

2. Redlizar pruebas de confrontacién in vitro
mediante la técnica de sobrecapa de agar
suave.

3. Cuantificar la actividad antagonica mediante
andlisisdigital deimégenes utilizando ImageJ.

M etodologia
1. Material bioldgico

Las cepas de P. fluorescens, T. virens, F. oxysporum
y C. gloeosporioides fueron proporcionadas por €
Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos de la
Facultad de Quimica (UAQ). La cepa B. cereus
Amazcala fue donada por e CIAB de la Facultad de
Ingenieria, Campus Amazcala.

Se utilizaron caldo nutritivo (CN), agar nutritivo
(AN), caldo papa dextrosa (PDB), agar papa dextrosa
(PDA), agar bacteriologico, Tween 80 a 0.1 % vy



acido indolacético como materiales paralaactivacion
y evaluacion de los microorganismos

2. Activaciéon de microorganismos

L as cepas bacterianas fueron activadasen CN a37 °C
durante tres dias, monitoreando su crecimiento
mediante mediciones de densidad optica a 600 nm.
[4]. Por su parte, T. virens fue cultivado en PDA hasta
esporulacion, recuperando las esporas mediante
solucion Tween 80 a 0.1% y cuantificandolas,
utilizando una camara de Neubauer [7].

3. Ensayos de confrontacion

L as pruebas de antagonismo se realizaron mediante la
técnica de sobrecapa de agar suave (soft agar
overlay). Los microorganismos benéficos fueron
incorporados a una matriz semistlida de PDA
suplementada con agar bacteriol 6gico al 0.8%, la cual
fue colocada sobre placas base de agar solido PDA
previamente preparadas. Los fitopatdgenos fueron
inoculados por picadura en e centro de cada placay
el proceso se realizd por quintuplicado para mejorar
laconfiabilidad y reproducibilidad de las mediciones.

En esta fase experimental, se evaluaron 7
tratamientos especificos, correspondientes alas cepas
individuales y sus diversas combinaciones. B
(Bacillus cereus Amazcala), P (Pseudomonas
fluorescens), T (Trichoderma virens), BP, BT, PT y
el consorcio completo BPT [10].

4. Anéalisismorfométrico

Las placas de confrontacion fueron digitalizadas de
manera periodica durante un periodo de 2 a 10 diasy
posteriormente procesadas mediante e software
Image] 1.34. Para la validacion cuantitativa de la
inhibicidn, las imégenes se convirtieron a un formato
de 8 bits, permitiendo determinar variables
morfolégicas criticas asociadas a crecimiento
micelial, tales como lacircularidad, dimension fractal

y lalongitud de hifas. Este andlisis permiti¢ evaluar
con precision el grado de restriccion del desarrollo
fangico provocado por los diversos tratamientos del
CoNsorcio [5].

5. Analisis estadistico

Los valores obtenidos se utilizaron para calcular la
media aritmética y la desviacion estdndar de cada
tratamiento. La actividad antagonista se expreso
como porcentgje de inhibicion del crecimiento
micelial (%ICM), calculado a partir de la diferencia
entre e crecimiento del control y e crecimiento
observado en presencia del  microorganismo
antagonista, de acuerdo con la ecuacion:

% ICM = x 100

donde C representa el didmetro de crecimiento del
fitopatdbgeno en e control y T € diametro de
crecimiento en € tratamiento correspondiente.

Resultados

Las confrontaciones microbianas  mostraron
diferencias en la capacidad antagonista de los
microorganismos evaluados frente a Fusarium
oxysporum. Los tratamientos que incluyeron
Trichoderma virens presentaron los mayores
porcentajes de inhibicion del crecimiento del
fitopatdgeno, evidenciando su efecto antagonistay su
contribucién dentro de los consorcios microbianos
evaluados.

A los dos dias de confrontacion se observo una
respuestainhibitoriatemprana en los tratamientos que
contenian T. virens, mientras que los tratamientos
conformados Unicamente por Bacillus cereus
Amazcala o Pseudomonas fluorescens mostraron
niveles de inhibicion méas bajos.
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Fig. 1 Porcentaje de inhibicién del crecimiento de Fusarium
oxysporum a los 2 dias de confrontacién.

Después de diez dias de incubacion, los consorcios
BPT, PT y BT mantuvieron los mayores porcentagjes
deinhibicidn, lo que sugiere un efecto favorable de la
incorporacion de T. virens en las combinaciones
microbianas evaluadas.
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Fig. 2 Porcentaje de inhibicion del crecimiento de Fusarium
oxysporum a los 10 dias de confrontacion.

Las observaciones visuales de las confrontaciones
permitieron corroborar las diferencias en €
crecimiento micelial del fitopatdbgeno entre los
tratamientos evaluados. Los tratamientos que
incluyeron Trichoderma virens mostraron una menor
expansion del micelio en comparacion con aquellos
gue no contenian este microorganismo, tanto a los 2
como a los 10 dias de incubacion. Este

comportamiento coincide con los porcentgjes de
inhibicién obtenidos y respalda €l potencial de T.
virens como componente clave dentro de los
consorcios microbianos propuestos para el desarrollo
de un bioestimulante con capacidad de biocontrol en
el cultivo dejitomate.

a) b)

Fig. 4

Fig. 6

Fig. 3 y 4. Confrontaciones microbianas a los 2 dias de incubacion. (a)
BT, (b) BPT, (c) B, (d) P

Fig. 5 y 6. Confrontaciones microbianas a los 10 dias de incubacion.
(a) BT, (b) BPT, (c) B, (d) P

En e caso de Colletotrichum gloeosporioides, €l
crecimiento se presentd0 de manera irregular y no
homogénea sobre la superficie del medio de cultivo,
lo que dificulté la medicion precisa del crecimiento



micelial y, por consiguiente, la cuantificacion del
porcentaje de inhibicion.

Discusion y conclusion

L os resultados obtenidos confirman que Trichoderma
virensfue el componente determinante dela actividad
antagonista del consorcio frente a Fusarium
oxysporum, ya que Su presencia se asocid
consistentemente con los mayores porcentajes de
inhibicion  del  crecimiento  micelial.  Este
comportamiento es congruente con 10s mecanismos
de accion ampliamente descritos para especies del
género Trichoderma, que combinan micoparasitismo
directo, competencia por espacio y nutrientes, y
produccion de metabolitos antifungicos (enzimas
liticasy compuestos volatiles), lo que explicariatanto
la rapidez de |la respuesta inhibitoria observada a los
dos dias como su persistencia hasta €l dia diez de
confrontacion.

En contraste, los tratamientos individuales con
Bacillus cereus Amazcala o Pseudomonas
fluorescens mostraron una capacidad antagonista
menor. Esto no necesariamente indica un menor
potencial como PGPM, sino que sugiere que Ssu
contribucion principal podria estar mas orientada ala
promocion del crecimiento vegetal (solubilizacién de
fosforo, sintesis de fitohormonas) que a la inhibicién
directa por confrontacién en placa. Su efecto podria
potenciarse a integrarse con T. virens dentro de los
consorcios BT, PT y BPT, aunque, dado que no se
realizaron pruebas estadisticas de comparacion entre
tratamientos, esta posible sinergia debe interpretarse
como una tendencia observada y no como un efecto
sinérgico estadisticamente confirmado.

Por otro lado, la imposibilidad de cuantificar con
precison e porcentgje de inhibicion en
Colletotrichum gloeosporioides representa una
limitante metodoldgica relevante. El crecimiento
irregular y no homogéneo de este fitopatdgeno sobre

el medio de cultivo dificultd la delimitacion
morfométrica mediante ImageJ, 1o cual sugiere la
necesidad de gjustar e enfoque analitico.

En conjunto, estos hallazgos respaldan el potencial de
T. virens, en combinacién con B. cereus Amazcalay
P. fluorescens, como base para e desarrollo de un
bioestimulante microbiano con actividad de
biocontrol, consistente con la blsqueda de
aternativas sostenibles frente al uso excesivo de
agroquimicos en € cultivo de jitomate.

En conclusion, los resultados obtenidos evidencian
gue Trichoderma virens es e microorganismo con
mayor capacidad antagonista dentro del consorcio
evaluado, siendo un componente clave en los
tratamientos BPT, PT y BT, los cuales presentaron |os
porcentgjes de inhibicion méas altos frente a Fusarium
oxysporum tanto a los 2 como a los 10 dias de
confrontacion. Estos hallazgos validan, de manera
preliminar, e potencial biocontrolador del consorcio
mi crobiano compuesto por Pseudomonas fluor escens,
Bacillus cereus Amazcala y Trichoderma virens, y
sientan las bases metodol 6gicas para € disefio de un
bioestimulante microbiano encapsulado con doble
funcion: promocion del crecimiento vegeta y
proteccion biol dgica frente a fitopatdgenos [2].
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Resumen

El presente trabajo aborda la valorizacion del suero
lacteo acido, subproducto de la industria del yogurt
griego, para la produccion de galactooligosacéaridos
(GOS) mediante sintesis enzimatica asistida por
ultrasonido, bajo un enfoque de bioeconomia
circular.  El  objetivo  consisti6 en el
acondicionamiento y caracterizacion del suero para
su uso como sustrato en la reaccion de
transgalactosilacion. La metodologia incluyo la
elaboracion de yogurt griego, seguida de una
caracterizacion fisicoquimica y un pretratamiento
exhaustivo para la remocion de proteinas mediante
ultrafiltracion (5,000 Da) y de calcio mediante
ajuste de pH a 7.2 y tratamiento térmico.

Los resultados mostraron un suero inicial con un
pH promedio de 4.44, 5.66 g/L de proteina y 37.4
g/L de azucares reductores. Tras el pretratamiento,
se lograron recuperar 2,143 mL de permeado de
suero estandarizado, con el cual se iniciaron las
reacciones de sintesis utilizando una sonda de

ultrasonido (20 kHz) y f-galactosidasa de K. lactis.

Palabras clave: Suero lacteo acido,
galactooligosacaridos, ultrasonido, ultrafiltracion.

Abstract

This work addresses the valorization of acid whey,
a byproduct of the Greek yogurt industry, for the
production of galactooligosaccharides (GOS) via
ultrasound-assisted enzymatic synthesis under a
circular bioeconomy approach. The objective was
to condition and characterize the whey as a
substrate for the transgalactosylation reaction. The

methodology involved Greek yogurt production
followed by physicochemical characterization and
an exhaustive pretreatment for protein removal via
ultrafiltration (5,000 Da) and calcium removal
through pH adjustment to 7.2 and heat treatment.

Results showed an initial whey with an average pH
of 4.44, 5.66 g/L of protein, and 37.4 g/L of
reducing sugars. Following pretreatment, 2,143 mL
of standardized whey permeate were recovered,
which was then used to initiate synthesis reactions
using an ultrasound probe (20 kHz) and K. lactis

[-galactosidase.

Keywords: Acid whey, galactooligosaccharides,
ultrasound, ultrafiltration.

Introduccion

La industria lactea ha experimentado un
crecimiento significativo debido a la demanda de
alimentos que promueven la salud, destacando el
yogurt griego por su alto contenido proteico. Sin
embargo, su produccion genera grandes volimenes
de suero lacteo acido como subproducto; se estima
que por cada kilogramo de yogurt griego se
obtienen aproximadamente 2 kg de este residuo. El
descarte del suero 4cido representa un grave
desafio ambiental debido a su bajo pH y su alta
demanda bioquimica de oxigeno, lo que lo hace
inviable para su eliminacion directa en el ambiente
sin un tratamiento previo. Las estrategias actuales,
como su uso en dietas animales o fertilizantes,
enfrentan limitaciones criticas como la saturacion
de suelos y la intolerancia a la lactosa en animales
adultos.

Ante esta problematica, surge la necesidad de
valorizar este subproducto bajo los principios de la
bioeconomia circular, transformando sus
componentes en ingredientes de alto valor
agregado. La lactosa presente en el suero puede ser
convertida en galactooligosacaridos mediante una
reaccion  enzimatica de transgalactosilacion

catalizada por la enzima ff-galactosidasa. Los GOS
son carbohidratos no digeribles reconocidos como
prebidticos que estimulan selectivamente el
crecimiento de la microbiota intestinal benéfica.
Para mejorar la eficiencia de esta sintesis, el uso de
ultrasonido de alta intensidad se presenta como una
tecnologia emergente capaz de incrementar la
actividad enzimatica y los rendimientos de
produccion.
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El proposito de esta investigacion es desarrollar un
yogurt griego simbidtico mediante la incorporacion
de los GOS producidos a partir del suero acido,
utilizando ademas la cepa  probidtica
Lactiplantibacillus plantarum. Esta bacteria es
valorada por su adaptabilidad y su capacidad para
producir metabolitos bioactivos como los aril
lactatos, los cuales poseen propiedades
antimicrobianas e  inmunomoduladoras. La
importancia de este trabajo radica en que no solo
propone una solucién sostenible para un residuo
industrial, sino que también aborda el vacio de
conocimiento sobre las interacciones metabolicas
entre prebioticos y probioticos en matrices lacteas
complejas.

Objetivo

Desarrollar un yogurt griego simbidtico mediante
la optimizacion y caracterizacion estructural de
galactooligosacaridos (GOS) obtenidos de suero
lacteo acido a través de sintesis enzimatica asistida
por ultrasonido desde el acondicionamiento del
sustrato y la caracterizacion de la fibra producida,
hasta la evaluacion de la interaccion simbiotica con
Lactiplantibacillus plantarum y la validacion de la
calidad fisicoquimica, microbioldgica y sensorial
del producto final durante su almacenamiento.

Metodologia

Elaboracion de yogurt griego

Se utilizdo un volumen total de 6,520 mL de leche
pasteurizada descremada comercial. La base lactea
fue sometida a un tratamiento térmico de 85 °C
durante 5 min, seguido de un enfriamiento hasta
alcanzar los 45 °C.

En este punto, se realizd la inoculacion con
cultivos lacticos comerciales (Streptococcus
thermophilus 'y Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus) conforme a las especificaciones del
fabricante. La mezcla se incubd por un periodo de
5 horas hasta que el producto alcanzé un pH
aproximado de 4.4, momento en el cual se traslado
a refrigeracion para detener la fermentacion.

Para la obtencion del yogurt concentrado y el suero
lacteo 4acido, el yogurt fue drenado mediante
filtracion con tela de manta. Al finalizar esta etapa,
se cuantificO un rendimiento de 2,920 mL de
yogurt griego y la generacion de 3,600 mL de
suero lacteo 4cido como subproducto. El suero
recolectado se almacend en congelacion para su

posterior caracterizacion y uso en la sintesis de
GOS.

Caracterizacion de suero lacteo acido

La caracterizacion fisicoquimica se realizd por
triplicado para establecer la linea base del sustrato
previo a su procesamiento. El pH se determind
siguiendo el método potenciométrico establecido
en la norma NMX-F-317-NORMEX-2013,
utilizando un potenciometro calibrado con
soluciones amortiguadoras de pH 4, 7 y 10. Los
resultados mostraron un valor promedio de 4.44.
La acidez titulable se cuantific6 mediante titulacion
alcalimétrica conforme a la NOM-243-SSA1-2010,
obteniendo un promedio de 0.55% expresado como
acido lactico.

Para la determinacion de proteinas totales, se
empled el método de Bradford, basado en la union
de colorante a proteinas. Se construy6 una curva de
calibracion utilizando albiimina de suero bovino
como estandar, determinando una concentracion
proteica promedio de 5.66 g/L. Finalmente, el
contenido de azucares reductores (lactosa) se midio
mediante la técnica del acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). A partir de una curva de calibracién , se
establecid una concentracién promedio de 37.4 g/L
de lactosa disponible para la reaccion.
Adicionalmente, el analisis de solidos totales y
humedad arrojé valores promedio de 6.35% vy
93.65%, respectivamente.

Ultrafiltracion de suero lacteo

El pretratamiento del suero comenzé con la
remociéon de caseinas residuales mediante un
proceso de centrifugacion a 10,000 rpm durante 30
min a 4 °C. Posteriormente, se llevdo a cabo la
ultrafiltracion utilizando una unidad de separacion
de membrana en placa GE modelo SEPA CF
equipada con una membrana de polietersulfona
(PES) con un corte de 5,000 Da.

Imagen 1. Unidad de ultrafiltracion tangencial



El sistema operd a una presion controlada menor a
2 bar para recuperar el permeado libre de proteinas.
De un volumen total de suero, se sometieron a este
proceso 2,360 mL, logrando  recuperar
satisfactoriamente 2,143 mL de permeado de suero.
Para prevenir la inactivacion de la enzima

[-galactosidasa en etapas posteriores, se procedi6 a
la remocion de calcio. El pH del permeado se
ajustd a 7.2 con NaOH 0.1 N y se sometié a un
tratamiento térmico de 80 °C por 30 min para
inducir la precipitacion del mineral. El precipitado
se elimin6 mediante centrifugacion a 6,000 rpm
por 30 min y filtracién por gravedad. Finalmente,
el medio se estandarizé ajustando el pH a 6.5 y se
elevd la concentracion de lactosa al 27% mediante
la adicion de lactosa pura. Previo a la sintesis
asistida por ultrasonido, el permeado se calentd a
90 °C para asegurar la solubilidad de la lactosa y se
enfrid a 40 °C para la adicidon enzimatica.

Sintesis de Galactooligosacaridos

La sintesis enzimatica de GOS se llevo a cabo
utilizando como sustrato el permeado de suero
lacteo estandarizado a una concentracion de lactosa
del 27 % y un pH de 6.5. La reaccion se realizé en
un volumen de 150 mL empleando la enzima

[-galactosidasa de K. lactis con una actividad
enzimatica de 6 U/mL.

El proceso fue asistido mediante un sonicador de
sonda de alta intensidad de 500W y 20 kHz
equipado con una punta de titanio de 13 mm de
diametro. La temperatura de reaccion se mantuvo
constante a 40 °C mediante un termobafio, y el
ultrasonido se aplico con un ciclo de pulsos 3 s de
encendido por 27 s de apagado. Para la
optimizacion del rendimiento, se siguié un disefo
de superficie de respuesta central compuesto
evaluando tres niveles de amplitud ultrasonica 20,
30 y 40 % y tiempos de sonicacion de 90, 120 y
150 minutos.

Durante la cinética de reaccion, se recolectaron
alicuotas de 2 mL por triplicado en intervalos de
tiempo de 0, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 min.
Inmediatamente después del muestreo, la actividad
enzimatica se detuvo mediante inactivacion térmica
a 100 °C durante 5 min en bafio de agua en
ebullicion. Las  muestras  preparadas  se
almacenaron en congelacion para su posterior
cuantificacion de GOS y azacares residuales

mediante Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (HPLC).

Resultados

A partir de un volumen inicial de 6,520 mL de
leche, se obtuvo un rendimiento de 2,920 mL de
yogurt griego y un excedente de 3,600 mL de suero
lacteo acido. Tras el proceso de pretratamiento, se
sometieron 2,360 mL de suero a ultrafiltracion,
logrando recuperar satisfactoriamente 2,143 mL de
permeado de suero estandarizado, el cual sirvid
como base para las reacciones de sintesis
enzimatica.

La caracterizacion del suero se realizd por
duplicado para asegurar la homogeneidad del
sustrato. Los andlisis fisicoquimicos arrojaron un
pH promedio de 4.44 y una acidez titulable del

0.55%. Los resultados detallados de 1la
composicion se presentan en la Tabla 1.
Rendimiento (%) 55.21
pH 4.445
Acidez titulable (%) 0.5525
Proteinas (g/L) 5.665
Azucares reductores (g/L) 374
Soélidos totales (%) 6.35
Humedad (%) 93.65

Tabla 1. Caracterizacion de suero lacteo acido

En cuanto a la composicion nutricional del suero
acido, se determin6 una concentracion promedio de
proteina de 5.66 g/ mediante el método de
Bradford y wuna concentracion de azlcares
reductores (lactosa) de 37.4 g/ mediante la técnica
de DNS.

Los resultados

mediante el andlisis de regresion de las curvas de

de composicion se validaron

calibracion (figuras 1 y 2 ). La curva de Bradford
para la determinacion de proteinas mostréo una
ecuacion de la recta y = 0.3813x + 0.0018 con

un coeficiente de determinacion R° = 0.9958 .
Por su parte, la curva de DNS para el analisis de



lactosa ecuacion

y = 0.3545x — 0.0309 con un R® = 0.9945

presento la

P

Figura 1.Determinacion de azlcares reductores por método DNS

Figura 2. Determinacién de proteinas por método de Bradford

Posteriormente  se valido la actividad de la

[-galactosidasa comercial mediante la hidrdlisis de
o-nitrofenil-f-D-galactopirandsido (0-NPG). Para
la cuantificacién del o-nitrofenol (o-NP) liberado

empleando una curva de calibracién lineal (figura
3) que presentd un coeficiente de determinacion

R* = 0.9958.

Los ensayos experimentales por triplicado
mostraron una concentracion promedio de 1.96
mM de o-NP, lo que corresponde a una actividad
total de 0.324 U bajo las condiciones de incubacion
de 40 °C por 10 min. Se determindé que los con
100ul de enzima empleada se logr6 wuna
conversion del sustrato del 95.2% y se establecid
una dosificacion de enzima de 6 U/mL para el
volumen de reaccion de 150 mL en los
experimentos de sintesis asistida por ultrasonido.
Para este calculo, se utilizd6 un valor conservador
de 2080 U/g basado en la actividad especificada
por el fabricante (>2600U/g).

Figura 3. Curva de calibracion de la actividad de la galactosidasa

Absorbancia (nm) 1.52
O-NP (mM) 1.96
O-NP (uM) 3.236
Unidades enzimaticas (U) 0.32
Actividad enzimatica (U/mL) 3.24
Conversion del sustrato (%) 95.2

Tabla 2. Determinacién actividad enzimética b-galactosida

Discusion

Los resultados obtenidos permitieron confirmar
que el subproducto generado durante la elaboracion
de yogurt griego corresponde a un suero lacteo
acido con caracteristicas adecuadas para su
aprovechamiento como materia prima en procesos
de sintesis enzimatica. A partir de 6,520 mL de
leche se obtuvieron 2,920 mL de yogurt y 3,600
mL de suero, con un rendimiento de 55.21 %. El
volumen generado evidencia la importancia de
buscar alternativas para valorizar este subproducto,
debido a su contenido de compuestos de interés,
principalmente lactosa y proteinas.

El suero presentdé un pH de 4.45 y una acidez
titulable de 0.55 %, caracteristicas relacionadas con
la acidificacion empleada durante la elaboracion
del yogurt. Ademas, presentd 37.4 g/L. de aztcares
reductores, 5.66 g/l de proteinas y 6.35 % de
solidos totales, lo que confirma la presencia de
componentes aprovechables. En particular, la
concentracion de lactosa representa una fuente
importante de sustrato para procesos de
transformacion  enzimatica orientados a la
produccion de galactooligosacéaridos (GOS). Por
otra parte, el contenido de proteinas hizo necesario
acondicionar el suero antes de la sintesis para



disminuir interferencias durante la
reaccion.

El pretratamiento y la ultrafiltracion permitieron
obtener un sustrato mas adecuado para los ensayos
enzimaticos. De los 2,360 mL de suero procesados
se recuperaron 2,143 mL de permeado,
correspondiente a una recuperacion de 90.8 %, lo
que demuestra una recuperacion elevada del
sustrato y permite disponer de una fraccion con
menor cantidad de componentes de mayor tamafo
molecular, principalmente proteinas.

La confiabilidad de la caracterizacion se respaldo
mediante las curvas de calibracion de Bradford y
DNS (R*=0.9958), indicando wuna elevada
linealidad en el intervalo analizado. Asimismo, la
actividad de la [-galactosidasa fue evaluada
mediante la hidrolisis de o-NPG. Se obtuvo una
concentracion promedio de 1.96 mM de
o-nitrofenol, equivalente a una actividad de 0.324
U bajo las condiciones de 40 °C durante 10
minutos. La conversion del sustrato fue de 95.2 %,
por lo que se establecid6 una dosificacion de 6
U/mL para las reacciones de sintesis en un
volumen de 150 mL, utilizando un valor
conservador de 2,080 U/g basado en la actividad
indicada por el fabricante (>2,600 U/g).

La elevada conversion obtenida demuestra que la
enzima presentd una actividad adecuada bajo las
condiciones evaluadas; sin embargo, debe
considerarse que el o-NPG no es lactosa, por lo que
este resultado no representa directamente la
conversion de lactosa ni permite asegurar el
rendimiento de GOS. No obstante, el ensayo
permiti6 comprobar la actividad de la enzima y
establecer una dosificacion experimental para las
etapas posteriores.

En conjunto, la caracterizacion, el pretratamiento y
la ultrafiltraciéon permitieron obtener un suero con
caracteristicas adecuadas para su utilizacién como
sustrato enzimatico. Finalmente, el
aprovechamiento de los 3,600 mL de suero
generados a partir de 6,520 mL de leche representa
una alternativa para transformar un subproducto de
la industria lactea en una materia prima de mayor
valor. Su utilizaciéon para la sintesis de GOS
contribuye al aprovechamiento integral de la leche,
a la reduccion de residuos y al enfoque de
economia circular planteado en el proyecto.

posibles

Conclusion

Este proyecto demostr6 la viabilidad del
aprovechamiento del suero lacteo acido como
sustrato para procesos de sintesis enzimatica de
compuestos de mayor valor agregado. Su
caracterizacion y acondicionamiento mediante
ultrafiltracion permitieron obtener un permeado
adecuado para las etapas posteriores, con una
recuperacion del 90.8 % de la materia prima.

La evaluacion de la B-galactosidasa confirmd su
actividad, alcanzando una conversion de 95.2 % de
0-NPG, lo que permiti6 establecer una dosificacion
inicial de 6 U/mL para los ensayos de sintesis
asistida por ultrasonido.

Estos  resultados establecen  las  bases
experimentales para la sintesis y cuantificacion de
galactooligosacaridos (GOS). La continuidad del
proyecto permitird determinar el potencial
prebidtico del producto obtenido y su aplicacion en
el desarrollo de un yogurt griego funcional,
contribuyendo simultdneamente a la valorizacion
del suero lacteo y a un modelo de economia
circular en la industria lactea.
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