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Diagnostic performance and correlation of 12-hour vs. 24-hour urinary protein in pregnant women with
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RESUMEN

La preeclampsia (PE) afecta hasta el 8% de los embarazos. En casos de PE no severa, el diagndstico requiere la presencia de proteinuria, siendo la
recoleccion de orina de 24 horas (RO24H) el estandar de oro. Sin embargo, tiempos de recoleccién mas cortos podrian mejorar la eficiencia clinica.
El objetivo de este proyecto consisti6 en evaluar la precision de la recoleccion de orina de 12 horas (R012H) en comparacion con la de RO24H para el
diagndstico de PE en el Hospital de la Mujer de Sinaloa. Se realizé un estudio observacional transversal que incluy6 a 103 pacientes embarazadas
con trastornos hipertensivos ingresadas en el Hospital de la Mujer entre el 1 de mayo y el 31 de octubre de 2022. La RO12H se recolectd en un
contenedor etiquetado dentro del periodo de 24 h. Encontrando que la RO12H demostré alta sensibilidad y especificidad en comparacién con la
RO24H, con una eficacia diagnéstica del 88.35% y un coeficiente de correlacion de r = 0.60 (p<0.000) con un umbral de >150 mg/12 h. La RO12H
muestra una correlacion positiva moderada con la RO24H y ofrece ventajas potenciales al reducir el tiempo de cateterizacion, el riesgo de infeccion y
los costos de hospitalizacion asociados con el manejo de la PE.

Palabras clave: Preeclampsia, Proteinuria, Diagndstico temprano, Recoleccion de orina.

ABSTRACT

Preeclampsia (PE) affects up to 8% of pregnancies. In cases of non-severe PE, diagnosis requires the presence of proteinuria, with the 24-hour urine
collection (24HUC) being the gold standard. However, shorter collection times could improve clinical efficiency. The objective of this project was to
evaluate the accuracy of 12-hour urine collection (12HUC) compared to 24HUC. A cross-sectional observational study was conducted that included
103 patients with hypertensive disorders admitted to the Women's Hospital between May 1 and October 31, 2022. RO12H was collected in a labeled
container within 24 h. RO12H demonstrated higher sensitivity and specificity compared to RO24H, with a diagnostic efficiency of 88.35% and a
correlation coefficient of r = 0.60 (p < 0.000), with a threshold of >150 mg/12 h. RO12H shows a moderate positive correlation with R024H and offers
potential advantages by reducing catheterization time, infection risk, and hospitalization costs associated with PE management.

Keywords: Preeclampsia, Proteinuria, Early diagnosis, Urine collection.
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INTRODUCCION

Dentro de los diferentes estados hipertensivos que pueden manifestarse
durante el embarazo, la PE es una enfermedad que puede complicar
hasta el 8% de todas las gestaciones a nivel mundial (ACOG, 2020). Esta
condicién, estrechamente relacionada con una alta morbilidad y
mortalidad materna y neonatal, contribuye de manera significativa a la
muerte de aproximadamente 46,000 mujeres embarazadas y 500,000
recién nacidos cada afio en todo el mundo (Cresswell et al., 2025).
Debido a sus graves consecuencias clinicas, la PE se encuentra
constantemente entre las dos primeras causas de mortalidad materna y
de infecciones neonatales, compitiendo en primer lugar con la
hemorragia obstétrica, lo que subraya la importancia de su deteccion,
diagndstico y tratamiento oportunos (Restrepo-Moreno et al., 2016;
Magee et al., 2022).

La aplicacion de cuestionarios de tamizaje a todas las mujeres
embarazadas constituye un componente esencial del cuidado prenatal.
Estos instrumentos de evaluacién deben permitir la identificacion de los
factores de riesgo mas relevantes asociados con la PE, como son las
caracteristicas sociodemograficas de la paciente, antecedentes de PE en
embarazos previos y el uso de técnicas de reproduccion asistida. La
identificacién de mujeres con un mayor riesgo de desarrollar PE posibilita
su referencia oportuna a médicos especialistas en el manejo de
embarazos de alto riesgo, lo que puede mejorar significativamente los
desenlaces materno-fetales. En los paises en vias de desarrollo, incluido
México, el tamizaje para PE se basa principalmente en estudios de
ultrasonido, evaluacién del flujo Doppler de las arterias uterinas y
medicion de la presion arterial. No obstante, en muchas de estas
naciones, los sistemas de salud generalmente no cuentan con la
disponibilidad de biomarcadores angiogénicos para la deteccion de
dicha patologia, a pesar de que en estas regiones la PE representa una
de las principales causas de morbilidad y mortalidad materna y perinatal
(Magee et al., 2022; Wright et al., 2020).

Desde el punto de vista operativo, el diagnodstico de PE se establece
cuando se detectan cifras de presion arterial superiores a 140 / 90 mm
Hg, que aparecen de manera subita en una paciente con una gestacion
mayor a 20 semanas. Ademas, el diagndstico se confirma cuando la
hipertension se asocia con alguna evidencia de disfuncién organica,
como la presencia de proteinuria, trombocitopenia, alteraciones
enzimaticas, disfuncién hepética, incremento en los niveles de
creatinina, edema pulmonar, encefalopatia hipertensiva, restriccion del

crecimiento intrauterino, alteraciones en la flujometria arterial uterina o
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un desequilibrio en los marcadores angiogénicos (Lai et al., 2021; Suresh
etal., 2023).

Dentro de los pardmetros diagnésticos utilizados para identificar la PE,
la proteinuria se considera un marcador clave en la evaluacion clinica de
esta enfermedad. La R024H es el método de referencia o estandar de oro
para el diagnostico de la proteinuria en pacientes con sospecha de PE.
Se establece como criterio diagndstico la deteccion de una cantidad de
proteina en orina superior a 300 mg en un periodo de 24 h, acompafiada
de cifras de presién arterial elevadas a partir de la semana 20 de
gestacion. Sin embargo, este método presenta importantes limitaciones
en la practica clinica, ya que requiere que la paciente permanezca
hospitalizada durante un periodo minimo de un dia completo para
garantizar una recoleccion adecuada de la muestra. Esto no solo
prolonga la estancia hospitalaria de la paciente, sino que, cuando se
realiza de manera ambulatoria, puede estar sujeto a errores en la
recoleccion de la muestra, lo que aumenta el riesgo de obtener
resultados falsos negativos y, en consecuencia, retrasar el inicio del
tratamiento adecuado (Coté et al., 2008; Rao et al., 2023).

Se plantea la hipétesis de que la RO12H presenta una alta correlacion y
concordancia diagnéstica con la RO24H para |a deteccion de proteinuria
en mujeres con PE, lo cual respaldaria su uso como alternativa valida en
contextos clinicos donde el tiempo y los recursos son limitados.

Con el objetivo de superar estas limitaciones y optimizar la deteccion de
proteinuria en PE, se ha propuesto el uso de la recoleccion de orina
durante un periodo mds corto, RO12H. La American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG) ha respaldado esta alternativa
como un método vélido para la deteccion de proteinuria, considerando
como punto de referencia una cantidad superior a 150 mg de proteinas
en un periodo de 12 h para establecer el diagndstico en un contexto de
PE.

A pesar de que la ACOG ha validado el uso de la recoleccion de orina en
12 h para la deteccién de proteinuria, este estudio tiene como objetivo
evaluar su desempefio diagnéstico en una poblacién mexicana, dado que
las condiciones epidemioldgicas, clinicas y operativas en contextos de
paises en vias de desarrollo pueden diferir significativamente de aquellas
en las que se estableci6 dicha validacion. Este método ofrece varias
ventajas en comparacion con la recoleccién convencional de 24h, ya que
permite reducir la estancia hospitalaria de las pacientes, disminuir el
tiempo de uso de sondas vesicales en aquellos casos donde se requiera

su colocacion, minimizar el riesgo de infecciones urinarias asociadas al


https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Gamez-Meza et a/

¥

- &
OQuiBio
Q) @ >oax 4

uso prolongado de catéteres y, adicionalmente, disminuir los costos de
atencion médica (Stout et al., 2015).

Con el objetivo de mejorar la precision diagndstica en la identificacion de
proteinuria en PE, este estudio explora la correlacién entre los resultados
obtenidos mediante las recolecciones de orina de 12 y 24 h. Validar la
utilidad de la RO12H frente a la RO24H permitiria optimizar los criterios
clinicos empleados en el manejo de esta patologia. En nuestra
institucion, no existen estudios previos que evallden especificamente
esta relacién, por lo que resulta esencial establecer el grado de
concordancia entre ambos métodos. Una correlacién positiva reforzaria
la confiabilidad diagnéstica del método abreviado y respaldaria su
implementacion en |a practica clinica.

El desempefio de una prueba diagnéstica se determina comparandola
con un método de referencia, o estdndar de oro, que ofrece la mayor
certeza diagndstica. Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar la
correlacién entre RO24H y RO12H, asi como analizar la eficacia

diagndstica de la RO12H para detectar proteinuria en mujeres con PE.

MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se llevd a cabo un estudio prospectivo, transversal, observacional y
analitico, en el que se incluyeron 103 pacientes hospitalizadas en el
Hospital de la Mujer con diagndstico de PE, durante el periodo

comprendido entre el 1 de mayo y el 31 de octubre de 2022.

CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron pacientes hospitalizadas en el Area de Obstetricia del
Hospital de la Mujer de la Secretaria de Salud de Sinaloa, con diagnéstico
confirmado de PE y con resultados disponibles de proteinuria tanto en
RO24H y RO12H. No se establecieron restricciones por edad. Todas las

participantes firmaron un consentimiento informado.

CRITERIOS DE EXCLUSION
Se excluyeron pacientes que no completaron el proceso de RO24H o que

decidieron no participar en el estudio.

RECOLECCION DE ORINA

La recoleccidn de orina se inici6 al ingreso hospitalario de la paciente y
se realizd en un recipiente debidamente etiquetado. Se realizéd RO12H; al
término de este periodo se extrajo una muestra de 6 mL y se registrd el
volumen total recolectado. Luego se continud hasta completar las 24 hy

al finalizar se extrajo una segunda muestra de 6 mL para analisis. Ambas
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muestras fueron enviadas al laboratorio junto con el volumen total
recolectado para su procesamiento.

Simultdneamente, el personal del Laboratorio de Analisis Clinicos del
Hospital de la Mujer realizd la toma de muestra sanguinea en condiciones
de ayuno, mediante puncién venosa, durante las primeras horas del
ingreso hospitalario.

Los andlisis bioquimicos incluyeron la medicion de deshidrogenasa
lactica (DHL), acido drico, creatinina sérica, nitrégeno ureico en sangre
(BUN) y recuento plaquetario, asi como la determinacion de creatinina
urinaria y otros pardmetros relacionados con la funcion renal.

Todas las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Andlisis
Clinicos del Hospital de la Mujer, siguiendo protocolos estandarizados
de control y aseguramiento de la calidad.

DETERMINACION DE PROTEINURIA

La cuantificacion de proteina en las muestras se realizé con el sistema
Roche Cobas 6000, modelo C501 (Basel, Switzerland), utilizando el
reactivo TP2 (Total Protein Gen.2) (Basel, Switzerland), el cual presenta

un coeficiente de variacion entre -2 y +2.

Se definieron los siguientes valores diagndsticos:

Proteinuria en 12 h: valores >150 mg de proteina en la muestra de 6 mL.
Proteinuria en 24 h: valores >300 mg de proteina en la muestra de 6 mL.

ANALISIS ESTADISTICO

Se construyé una base de datos con pacientes con trastornos
hipertensivos del embarazo. Se calcularon medidas de tendencia central
y dispersion para variables cuantitativas (media, mediana, desviacion
estandar) y frecuencias para variables cualitativas.

Para evaluar el desempefio diagnéstico de la RO12H, se compararon sus
resultados con los de RO24H (considerada como estandar de oro). La
correlacion entre ambas fue evaluada mediante el coeficiente de
correlacion de McPearson.

El andlisis estadistico se realizd utilizando Stata Intercooled version 13.1
(College Station, Texas, USA).

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se desarrollé conforme a los principios éticos establecidos en
la Declaracion de Helsinki (1975) y el Acuerdo de la Secretaria de Salud
publicado el 26 de enero de 1982. Fue aprobado por el Comité de Etica e

Investigacion del Hospital de la Mujer en Culiacén, Sinaloa, con el nimero
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202310-22, garantizando la confidencialidad y el bienestar de todas las

participantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron un total de 103 resultados obtenidos a partir de pruebas de
RO12H y RO24H en pacientes diagnosticadas con PE entre el 1 de mayo
y el 31 de octubre de 2022, quienes cumplieron con los criterios de
inclusién establecidos. La edad promedio de las participantes fue de
25.8 afos (DE t 6.5), con un rango de 14 a 40 afios, siendo el grupo etario
mas prevalente el de 40 afios (39%). La edad gestacional promedio fue
de 37.0 semanas (DE t 3.3), y el indice de embarazo promedio se situd
en 2.2 gestaciones (DE £ 1.2), con unrango de 1 a 7 embarazos. También
se evaluaron parametros bioquimicos vinculados con el dafio a érganos
diana, como la deshidrogenasa lactica, acido drico, nitrégeno ureico y

creatinina (Tabla 1).

Tabla 1. Historia obstétrica y valores de laboratorio asociados con lesiones en
6rganos blanco

En cuanto al nimero de embarazos, se observo que las mujeres no eran
primigestas en su mayoria. La multiparidad leve no se asocia por si sola
con mayor riesgo de complicaciones, pero en combinacidn con factores
como edad o antecedentes, puede modificar el riesgo de PE (ACOG,
2020).

Respecto a los biomarcadores bioquimicos, las plaquetas se encontraron
en niveles normales. Sin embargo, el valor de deshidrogenasa lactica
(DHL) mostrd una desviacion estandar amplia (235.2 + 337.9 UI/L), lo que
podria indicar variabilidad individual considerable. Elevaciones
significativas de DHL (>600 UI/L) se han relacionado con hemdlisis y
dafio celular, siendo marcador util de lesiones en 6rganos blanco en PE
(Vazquez-Alanis et al., 2019). El &cido Urico, creatinina y nitrdgeno ureico
en sangre se encontraron dentro de los rangos normales.

En conjunto, los datos sugieren una poblacién gestante sin alteraciones
clinicas graves en los pardmetros de laboratorio medidos, pero con una
necesidad de vigilancia estrecha, especialmente por los niveles
dispersos de DHL y é&cido urico, que podrian estar relacionados con
etapas tempranas de alteraciéon endotelial o disfuncion organica

subclinica.

Tabla 2. Tabla 2x2 de los resultados de las pruebas de proteina en orina de 12
horas y 24 horas.

>300 mg/24h <300 mg/24h Total
>150 mg/12H 61 2 63
<150mg/12H 10 30 40
Total Al 32 103

Variable Valor  DE

Edad (afios) 25.816.5

Semanas de gestacién 37.0+3.3
Ndmero de embarazos 2.241.2
Plaquetas (x103/mm?3) 224164

Deshidrogenasa lactica (UI/L) 235.2+337.9

Acido drico (mg/dL) 48+1.3

Creatinina (mg/dL) 0.58 +0.11
Nitrégeno ureico en sangre (mg/dL) 8.313.2

La edad promedio de las participantes fue de 25.8 + 6.5 afios, un rango
dentro de lo esperado para embarazos en poblacién general, y que no se
considera de riesgo per se. La edad materna joven ha sido asociada con
menor riesgo de comorbilidades, aunque esto puede variar segin
factores socioculturales y de atencién prenatal (Sibai, 2005).

En promedio, las mujeres embarazadas se encontraban en la semana
37.0 £ 3.3 de gestacion, lo que indica una mayoria en el término o pre-
término inmediato. Esta etapa es critica en la vigilancia de signos de
compromiso organico, como elevacién de biomarcadores renales o
hepéticos, que pueden indicar desarrollo de PE u otras complicaciones

obstétricas.
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Con el objetivo de evaluar la validez diagnéstica de la RO12H en
comparacion con la R024H (considerada como prueba de referencia), se
construy6 una tabla de contingencia 2 x 2 (Tabla 2) y se calcularon
indicadores diagndsticos clave: sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN), razones de
verosimilitud y eficacia global (Tabla 3). Los resultados obtenidos
mostraron una sensibilidad del 85.92% y una especificidad del 93.73%,
respaldando el uso potencial de la RO12H como una alternativa
diagnostica viable.

Estos hallazgos estan en concordancia con estudios previos que han
sugerido la utilidad clinica de reducir el tiempo de recoleccion de orina
para la cuantificacion de proteinuria. Desde los primeros planteamientos

de Rinehart et al. (1999), hasta investigaciones recientes como las de
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Tabla 3. El desempefio de la recoleccion de orina de 12 horas se compard con recoleccion de 24 horas (estandar de oro).
Prueba diagnéstica S E PPV VPN LR+ LR- Ef AUC
Proteinuria in RO12H 85.92 93.75 96.82 75.03 13.75 0.15 88.35 0.9123

RO12H: Coleccion de orina de 12 horas; S: sensibilidad; E: especificidad; PPV: valor predictivo positivo; NPV: valor predictivo negativo; LR+: razén de verosimilitud

positiva; LR-: razén de verosimilitud negativa; Ef: Eficacia; AUC: Area bajo la curva

Sasipomos Sarnnok et al. (2020), se ha demostrado que la RO12H
permite una deteccion confiable de la proteinuria, disminuyendo al
mismo tiempo la necesidad de hospitalizaciones prolongadas y los
riesgos asociados a procedimientos invasivos como la sonda vesical.

En nuestra muestra, el valor predictivo negativo fue particularmente alto,
lo que indica una elevada probabilidad de que una paciente con resultado
negativo en la RO12H realmente no presente PE. Asimismo, el valor
predictivo positivo sugiere que las pacientes con diagnéstico basado en
esta prueba tienen una alta probabilidad de padecer efectivamente la
enfermedad. En términos de desempefio global, el 4rea bajo la curva
(AUC) ROC fue de 0.9123 (Figura 1), lo que refleja una excelente
capacidad discriminativa. Ademads, el coeficiente de relacién de Pearson
entre RO12H y RO24H fue de 0.60 (p < 0.001), indicando una correlacion

positiva moderada entre ambas técnicas (Tabla 4).

Tabla 4. correlacion de Pearson entre RO12H y RO24H

S Proteinuria >150 mg/ 12 h
Prueba diagnéstica (ROT2H) Valor de p
RO24H 0.60 0.000

Comparativamente, estudios como el de Silva et al. (2017), que incluyé
99 pacientes con puntos de corte >150 mg / 12 h'y >300 mg / 24 h,
reportaron una sensibilidad de 85.9% y una especificidad de 91.7%, junto
a un VPP de 88.2% y un VPN de 90%. Estos valores son muy similares a
los obtenidos en nuestro estudio, lo que refuerza la reproducibilidad y
consistencia del uso de RO12H en diferentes contextos clinicos.

Cabe sefialar que el estudio de Sasipomos Sarnnok et al. (2020) reportd
una sensibilidad de 89.8%, especificidad de 90.8% y una precision
diagnéstica del 90.2%, con una correlacién mas alta (r = 0.83). No

obstante, en dicho estudio el punto de corte fue de 143 mg / 12 h, el cual
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es inferior al utilizado en nuestra investigacion (150 mg / 12 h), lo que
podria explicar la diferencia en la magnitud de la correlacién observada.
En suma, los resultados obtenidos en esta investigacion aportan
evidencia sélida sobre la viabilidad del uso de la recoleccién de orina de
12 h como alternativa diagndstica confiable y eficiente para la deteccion
de proteinuria en pacientes con sospecha de PE. Su implementacion en
entornos hospitalarios no solo puede optimizar el diagndstico precoz y
reducir costos, sino también disminuir la exposicion de las pacientes a
procedimientos innecesarios, favoreciendo una atencién médica mas
humana, répida y efectiva. Estos beneficios deben ser considerados por
los responsables de protocolos clinicos, especialmente en sistemas de

salud con recursos limitados.

Sensibilidad
0.50 0.75 1.00
1 1 1

0.25
1

0.00

T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

) 1- Especificidad
Area bajo la curva ROC=0.9123

Figura 1. Sensibilidad y especificidad de la prueba de coleccion de orina de 12
horas en comparacién con la prueba de 24 horas referencia. La figura mostrada
es una curva ROC (Receiver Operating Characteristic) que evalia el desempefio
diagnéstico de la coleccion de orina de 12 horas, comparada con una prueba de
referencia, que es la coleccion de orina de 24 horas. El area bajo la curva (AUC) de
0.9123 sugiere que la prueba de 12 horas puede distinguir de manera efectiva
entre pacientes con y sin la preeclamsia. Es decir, es una alternativa vélida y
confiable frente a la prueba tradicional de 24 horas, siendo mas préctica por su
menor duracién.
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CONCLUSIONES

El método RO12H para el diagndstico de proteinuria en mujeres con
trastornos hipertensivos del embarazo ha demostrado ser una alternativa
viable a la RO24H. Los resultados obtenidos en el presente estudio
muestran que RO12H ofrece una buena sensibilidad y especificidad, con
una eficiencia diagnéstica del 88.35%.

Se observd una correlacion moderada positiva (r = 0.60) con un punto de
corte de >150 mg / 12 h, lo que permite considerar RO12H como un
método confiable, con la ventaja adicional de reducir costos de
hospitalizacion y mejorar la accesibilidad al diagnéstico en entornos

hospitalarios con recursos limitados.
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Calidad microbioldgica y riesgo de infeccion por el consumo de emparedados
elaborados en servicios de alimentacion universitarios de Culiacan, Sinaloa, México

Microbiological quality and risk of infection for the consumption of sandwiches made in university food services
in Culiacan, Sinaloa, Mexico
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RESUMEN

El emparedado es un alimento popular en las universidades debido a la facilidad de consumo. Por ende, la pérdida de la inocuidad es una amenaza
para el desarrollo de enfermedades. Este estudio examind la calidad microbioldgica y riesgo de infeccion por consumo de emparedados preparados
en servicios de alimentacion universitarios de Culiacan, Sinaloa, México. Se recolectaron 40 muestras de emparedados provenientes de cinco (n = 8)
distintos servicios. La calidad microbioldgica se determiné mediante la deteccion y/o cuantificacion de Listeria monocytogenes (LM), Salmonella (SE),
Staphylococcus aureus (SA), Escherichia coli (EC), coliformes totales (CT), mesdfilos aerobios (MA), hongos y levaduras (HL). El riesgo de infeccion
por consumo de emparedado (165 g por porcion) fue realizado con las concentraciones de EC o SA determinadas. Adicionalmente, una encuesta
descriptiva sobre las practicas de venta fue realizada. La encuesta identificé la pérdida de la cadena de frio de los insumos perecederos y la exhibicién
del emparedado a la intemperie como factores de riesgo. MA (98 %), SA (98 %), EC (95 %), CT (88 %) y HL (95 %) fueron detectados en las muestras
de emparedados, cuyas concentraciones variaron entre los servicios (P<0.05). La presencia de LM y SE fueron descartadas en las muestras. El riesgo
promedio por consumo de emparedado contaminado con SA'y EC fue de 13.6/1,000 y 48.4/1,000 casos de infeccién, respectivamente. Se recomienda
a los preparadores de alimentos reforzar las buenas practicas higiénicas para garantizar la inocuidad y calidad del alimento, y minimizar el riesgo de
infecciones en la poblacién.

Palabras clave: Infeccion, Inocuidad, Microorganismos, Riesgo

ABSTRACT

Sandwiches are a popular food on university campuses due to their convenience. Therefore, safety concerns pose a potential risk for disease
transmission. This study assessed the microbiological quality and infection risk of sandwiches prepared in university dining halls in Culiacan, Sinaloa,
Mexico. Forty sandwich samples were collected from five food services (n = 8 each). Microbiological quality was assessed by detecting and/or
quantifying Listeria monocytogenes (LM), Salmonella (SE), Staphylococcus aureus (SA), Escherichia coli (EC), total coliforms (TC), aerobic mesophiles
(AM), fungi and yeasts (FY). The infection risk from eating sandwiches (165 g per serving) was estimated based on the concentrations of EC or SA.
Additionally, a descriptive survey on sales practices was conducted. The survey identified cold chain interruptions for perishable ingredients and the
outdoor display of sandwiches as risk factors. AM (98 %), SA (98 %), EC (95 %), TC (88 %), and FY (95 %) were detected in the samples, with levels
varying across food services (P < 0.05). The presence of LM and SE was ruled out. The average risk from consuming a sandwich contaminated with
SA and EC was 13.6/1,000 and 48.4/1,000 infection cases, respectively. Food handlers are advised to strengthen hygiene practices to ensure food
safety and quality and to reduce the risk of infection in the population.

Keywords: Infection, Safety, Microorganisms, Risk

*Autor de correspondencia: Maribel Jiménez Edeza
Email: mjimeneze@uas.edu.mx
ORCID ID: 0000-0002-98 65
Registro ORCID Autores: GM: 0000-0001-8970-0035;

Revista online: https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Enviado: Julio 2025
Aceptado: Septiembre 2025 15



https://orcid.org/0000-0002-9835-9665
https://orcid.org/0000-0001-8970-0035
https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Castafneda-Ruelas ef a/

¥

- &
OQuiBio
O @ >oax 4

INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son un problema
de salud pdblica. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima la
ocurrencia anual de 600 millones de casos de ETA, lo cual representa
420,000 casos de muerte. La mayoria de las ETA’s se deben a
infecciones por bacterias (Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli,
Listeria y Vibrio cholerae), virus (norovirus y hepatitis A), pardsitos
(Taenia solium, Acaris, Cryptosporidium, Entamoeba histolytica, Giardia) o
sustancias quimicas toxicas que pueden provocar desde enfermedades
diarreicas hasta enfermedades severas. Los productos lacteos no
pasteurizados, diversos alimentos listos para el consumo, frutas y
hortalizas frescas se han identificado como los principales vehiculos de
ETA (OMS, 2025).

Particularmente en México, la Direccion General de Epidemiologia (DGE)
reporta 3,878,561 casos de infecciones intestinales y 25,929 casos de
intoxicaciones alimentarias, asi como la incidencia de infecciones
relacionadas con ETA incluyendo ascariasis, brucelosis, enterobiasis,
giardiasis, hepatitis A, salmonelosis, shigelosis y otras. La poblacién
joven resulta ser un segmento afectado con estos padecimientos (DGE,
2025). Cabe sefalar que la relacién epidemiolégica y los alimentos
involucrados en estos casos no estén definidos en el sistema.
Actualmente, la poblacién escolar opta por realizar su almuerzo en su
centro de ensefianza (Sénchez, 2015). Por lo tanto, la garantia de la
inocuidad de los alimentos preparados en los comedores o puntos de
venta en los centros escolares es tema importante para la salud piblica
(Castafieda & Jiménez, 2024) debido a que esta poblacion es un colectivo
vulnerable (DGE, 2025). En México, se ha advertido sobre la calidad
microbiolégica de los alimentos preparados en los comedores de
primarias, siendo Salmonella, S. aureus y E. coli los principales peligros
identificados (Castafieda & Jiménez, 2020). Adicionalmente, el reporte
de brotes de ETA e intoxicaciones en planteles escolares también ha sido
expuesto en el pais (Castafieda & Jiménez, 2024). La pérdida de la
inocuidad se ha atribuido a la seguridad de las materias primas, la higiene
del personal y la falta de protocolos de buenas practicas higiénicas
(Castarieda & Jiménez, 2017; Castafieda & Jiménez, 2020).

El monitoreo microbioldgico es una herramienta fundamental para
garantizar la inocuidad de los alimentos e identificar los peligros
existentes (Mainardi & Bidoia, 2024). Esto requiere complementarse con
modelos de andlisis cuantitativo del riesgo microbioldgico que permiten
de forma integral describir la importancia de un peligro y alertar sobre el

riesgo para la salud pablica. El andlisis cuantitativo del riesgo
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microbiolégico es modelos matematicos probabilisticos que permiten
inferir sobre la proporcién de personas que enfermarian o moririan por
exposicion a un peligro particular basado en la identificacion del peligro,
la evaluacién de la exposicion, el modelo dosis-reaccion y la
caracterizacion del riesgo (Giaccone & Ferri, 2005). El andlisis
cuantitativo del riesgo microbioldgico ha sido ampliamente utilizado,
logrando mejorar la seguridad alimentaria, desarrollar politicas dtiles en
materia de inocuidad y establecer medidas de mitigacion (Koutsoumanis
etal., 2021).

En México, los alimentos principales de los cuales estd conformado el
almuerzo o refrigerio en los comedores escolares son comidas corridas
y listas para el consumo (Sénchez, 2015), los cuales han sido
previamente vinculados a ETA"s (Castafieda & Jiménez, 2020; Castafieda
& Jiménez, 2024). En este sentido, el consumo de emparedados
provenientes de servicios de alimentacién universitarios puede advertir
el riesgo de infecciones entre los consumidores. Por lo tanto, el objetivo
del estudio fue explorar las condiciones higiénicas y el analisis de la
calidad microbiolégica y el riesgo de infeccion por consumo de
emparedados preparados en servicios de alimentacion universitarios en

Culiacén, Sinaloa, México.

MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se realizé un estudio transversal en cinco servicios de alimentacion
ubicados en la ciudad universitaria de Culiacan, Sinaloa, México, de mayo
a junio de 2024. Para la realizacién del estudio, los servicios de
alimentacion fueron identificados con una letra maydscula (A, D, 0, Py
Q) con la finalidad de resguardar el nombre y la ubicacion. Los servicios
de alimentacién se caracterizaban por tener infraestructura y operacién
similar, incluyendo instalaciones semiabiertas con cocinas adaptadas en
los espacios de los planteles escolares, preparacién de los emparedados
y exposicion del alimento durante su venta. Los emparedados estaban
compuestos de insumos perecederos incluyendo pan, jamén, queso,
mayonesa y diversas verduras (lechuga, tomate, cebolla y aguacate). El
disefio del estudio incluyé tres evaluaciones: (7) descripcion de las
practicas de venta de los emparedados en los servicios de alimentacion,
(2) evaluacion de la calidad microbioldgica de los emparedados, y (3)
estimacion del riesgo de infeccion por consumo de emparedados

contaminados.
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Tabla 1. Descripcion de las condiciones de venta de los emparedados en los servicios de alimentacion universitarios evaluados en Culiacdn, Sinaloa, México

Reactivo

Adecuacion de instalaciones para una cocina fija.
Posee estaciones de lavado de manos.
Mantenimiento de limpieza visual aparente.

Posee contenedores de basura.

Presenta personal con uniformes e higiene aparente.
Refrigeracion de las materias primas perecederas.
Preparacién del emparedado en el momento.
Presencia de empaque en el emparedado.

Exhibicion del emparedado en refrigeracion.

%i %No P D Q A O
00 0 EEEEBN
100 0 EEEEBN
100 0 EEEERN
100 0 EEEERN
60 40 EEN
0 100

60 40 EEBN
60 40 EEBN
0 100

La leyenda de color indica el cumplimiento (i) o no cumplimiento (

DESCRIPCION DE LA VENTA DE EMPAREDADOS ESCOLARES

Se realizaron evaluaciones in situ por personal capacitado para registrar
las condiciones y practicas de venta de los emparedados en los servicios
de alimentacion de los planteles escolares seleccionados en la ciudad
universitaria de Culiacan, Sinaloa, México. En la Tabla 1 se describen los
principales elementos evaluados. Cada elemento se evalué por
observacion directa y se registré su cumplimiento (“si” o “no”) con base
en la evidencia. La inspeccién del lugar y la recoleccién de las muestras
se realizaron sin informar al personal del servicio de alimentacién para

evitar sesgos en los resultados.

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE EMPAREDADOS

Se recolectaron un total de 40 muestras de emparedados obtenidas de
cinco servicios de alimentacion seleccionados (n = 8) pertenecientes a
cinco diferentes planteles escolares de la ciudad universitaria de
Culiacén, Sinaloa, México. La recoleccion de las muestras se realizd de
manera aleatoria y en condiciones asépticas. Los emparedados
completos se adquirieron después de su preparacion y durante su
exhibicién de la misma manera que un consumidor los compraria, y se
colocaron en holsas de plastico estériles previamente identificadas.
Todas las muestras se transportaron en neveras portétiles
inmediatamente al laboratorio para su analisis microbiano dentro de las

2 h posteriores a la recoleccion.
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) del reactivo por parte del servicio de alimentacion.
Las letras mayusculas (P, D, Q, A, 0) identifican a los servicios de alimentacion.

CUANTIFICACION DE INDICADORES

Para la cuantificacion de S. aureus (SA), E. coli (EC), coliformes totales
(CT), mesofilos aerobios (MA), hongos y levaduras (HL) se utilizo el
método de recuento en placa con agar selectivo. Brevemente, se
homogeneizaron manualmente 10 g de cada muestra con 90 mL de agua
peptona (AP) al 0.1 % durante 2 min. Posteriormente, se realizaron
diluciones decimales en serie en AP 0.1 %, y se sembraron por triplicado
mediante goteo (SA, EC y CT) y duplicado por extension (MA y HL) en
placa segun el microorganismo. Para la cuantificacion de SA, EC, CT, MA
y HL se utilizaron agar Baird Parker suplementado con emulsion de
telurito de yema de huevo, agar Eosina Azul Metileno de Levin, agar Rojo
Violeta Bilis Lactosa, agar Cuenta Total y agar Papa Dextrosa Acidificado,
respectivamente. Segun el microorganismo, las placas se incubaron a 37
°C por 24 h para SA, 0 48 h para EC, CT y MA, y 25 °C por 5 dias para HL.
Después de la incubacidn, las colonias se contaron de acuerdo con la
morfologia colonial tipica y la concentracién se expres6 como Log
UFC/g.

DETECCION DE SALMONELLA Y L. MONOCYTOGENES

Para el aislamiento de Salmonella enterica (SE), las muestras se
enriquecieron con AP 1.0 % en una proporcion de 1:10 y se incubaron
durante 24 h a 37 °C. Se tomaron alicuotas de 0.1 mLy 1.0 mL y se

homogeneizaron con 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis y 9.0 mL de
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caldo de selenito cistina, y se incubaron a 42 °C y 37 °C durante 24 h,
respectivamente. Los cultivos se sembraron en agar Hektoen y agar XLD
y se incubaron durante 24 h a 37 °C (Andrews et al., 2018). Para L.
monocytogenes (LM) se siguid el protocolo descrito por el USDA-FSIS
(2017). Las muestras se enriquecieron con caldo UVM (Universidad de
Vermont) en una proporcion de 1:10 y se incubaron durante 24 h a 30 °C.
De este cultivo se homogeneizaron 0.1 mL con 10 mL de caldo Fraser y
se incubaron a 37 °C durante 48 h. Los cultivos positivos (coloracion
negra) se sembraron por duplicado en agar Oxford modificado y se
incubaron durante 48 h a 37 °C. Las colonias presuntivas de SE y LM

fueron confirmadas por pruebas bioquimicas.

ANALISIS CUANTITATIVO DEL RIESGO MICROBIOLOGICO

El estudio asume la exposicion a SA o EC por el consumo de
emparedados preparados en servicios de alimentacion universitarios en
Culiacdn, Sinaloa, México. Para abordar la exposicion, la concentracién
(UFC/g) de EC y SA fueron determinadas mediante el método de
cuantificacion descrito previamente. El tamafio de la porcién de consumo
por evento de emparedado se definié de 165 g, asumiendo pesos del pan
(80 g/ 2 rebanadas), jamén (30 g), queso (25 g) y verduras diversas (30
g). La dosis (D) infectiva de EC y SA ingerida se estimd considerando las
concentraciones (UFC/mL) de las bacterias en las muestras de
emparedados (C), la cantidad (g) de emparedado consumida (E), y la tasa
de hospitalizacion de EC (0.8 %) y SA (6.4 %) (Scallan et al., 2011) como
indicador de la capacidad infectiva (F). Por lo tanto, la D se calcul6
siguiendo la siguiente férmula (1):

D=CXEXF )

La probabilidad de infeccién (P;) por consumo de una dosis (D) de
emparedado contaminado con EC y SA se ajusté en un modelo de dosis-
respuesta Beta-Poisson (Ecuacion 2) (Pepper et al., 2014) y exponencial
(Ecuacion 3) (Rose & Haas, 1999), respectivamente.
Pi=1-(1+D/B)" @)

P=1—elHkxD) )]
Los valores de los coeficientes para los modelos son: a = 0.1705y B =

1.613106 (Pepper et al., 2014) y k = 7.64 x 1078 (Rose & Haas, 1999).

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente utilizando el
programa estadistico Minitab version 17.0 y Excel versién 16.75.2. Para

la calidad microbioldgica de los emparedados se realizéd una ANOVA de
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una via (servicios de alimentacion universitario) seguida de la prueba de
Tukey para determinar las diferencias entre las medias con un nivel de
significacion de P < 0.05. Un andlisis multivariado de conglomerado de
observaciones se empled para determinar la similitud de las tasas de
deteccion de los microorganismos en los servicios de alimentacion

universitarios evaluados.

RESULTADOS Y DISCUSION

DESCRIPCION DE LAS CONDICIONES DE VENTA DE EMPAREDADOS EN
LOS SERVICIOS DE ALIMENTACION UNIVERSITARIOS

En la Tabla 1 se describen las condiciones de venta de los emparedados
en los servicios de alimentacion universitarios en Culiacan, Sinaloa,
México. Los factores de riesgo para la inocuidad principalmente
identificados fueron la pérdida de la cadena de frio durante el
almacenamiento de los insumos perecederos y la exhibiciéon del
emparedado a la intemperie con presencia o ausencia de algin empaque
(plastico, aluminio, y/o papel).

Los hallazgos de esta investigacion pretenden describir las condiciones
de los servicios de alimentacion universitarios y sefalar las
oportunidades de mejora en términos de inocuidad alimentaria. Los
servicios de alimentacion evaluados se caracterizaron por instalar
establecimientos de preparacion y venta de alimentos, y han incorporado
a personal diverso para realizar las funciones pertinentes (Tabla 1).
Desde esta perspectiva, es crucial garantizar que las instalaciones sean
un entorno adecuado y el personal tenga la competencia para ejercer
practicas higiénicas para la preparacion de los alimentos.

La capacitacion continua y la adherencia a las buenas practicas
higiénicas son la base para asegurar la salubridad de los alimentos y la
prevencion de enfermedades asociadas (Todd et al., 2008; Bucher et al.,
2010). Asi mismo, el uso de las temperaturas seguras para el manejo de
las materias primas y los alimentos preparados es una disposicion
sanitaria (DOF, 2009), y un factor que ejerce un control sobre los
microorganismos deteriorantes y patdgenos alimentarios (Mainardi &
Bidoia, 2024), lo cual debe implementarse en los servicios de
alimentacion evaluados.

El uso de empaques es una estrategia recomendada para la garantia de
la inocuidad de los alimentos (DOF, 2009; Mainardi & Bidoia, 2024), lo
cual se observa como una practica en la mayoria de los servicios de
alimentacion. El uso de empaques inocuos permite actuar como una
barrera protectora contra peligros contaminantes y mantiene la calidad

de los alimentos (Salgado et al, 2021). Dado que los servicios de
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alimentos estan expuestos a la intemperie, la calidad del entorno en las
instalaciones debe vigilarse e implementar programas de limpieza y
desinfeccion oportunos para prevenir y minimizar el riesgo de
infecciones (Agiieria et al., 2021). Asi mismo, el mantenimiento de los
alimentos en temperaturas idoneas es una practica higiénica
recomendada para reducir el riesgo microbioldgico y mejorar la calidad
(DOF, 2009; Mainardi & Bidoia, 2024).

ANALISIS MICROBIOLOGICO

Todas las muestras de emparedados fueron positivas para al menos un
microorganismo evaluado, y las incidencias en las 40 muestras
recolectadas fueron 98 % MA, 98 % SA, 95 % EC, 88 % CT y 95 % HL. La

presencia de SE y LM se descart6 en el total de las muestras. En la Figura
1 se muestra la tasa de deteccion de cada microorganismo segun el
servicio de alimentacidn, exhibiendo tasas de deteccién similares para
los microorganismos descomponedores (MA y HL) y tasas variables para
los indicadores de la manipulacion higiénica (SA), contaminacion fecal
(EC) y saneamiento deficiente (CT). Las practicas higiénicas de los
servicios de alimentacion universitarios determinan los limites
microbianos presentes en las muestras de emparedados (P < 0.05)
(Tabla 2). Los niveles de contaminacion microbiana se registraron
mayores a 3.0 Log UFC/g (> 1,000 UFC/g) en las muestras de

emparedados (Tabla 2).

Tabla 2. Niveles de contaminacion de los emparedados comercializados en los servicios de alimentacién universitarios evaluados en Culiacan, Sinaloa, México.

Servicio Concentracién microbiana (Log UFC/g)
S. aureus E. coli Coliformes totales Meséfilos aerobios Hongos & Levaduras

P 421042 6.210.4° 6.1+0.6° 6.310.4° 6.2 10.6°

D 4.1+0.7% 5.140.9 4.7+2.2° 5.7+0.9% 581+0.7

Q 3.4+1.5% 3.312.1° 3.5+1.6 5.9+1.0% 6.711.42

A 3.210.5¢ 3.210.9° 35+1.7 5.5+0.8% 53+1.3

0 3.410.4° 4.6+0.4 41+1.7° 5.1+2.0 45128°
Promedio 3.620.9 45+1.6 43+19 57112 5.7+1.7

Las letras mayusculas (P, D, Q, A, 0) identifican a los servicios de alimentacion.

Las concentraciones microbianas (Log UFC/g) de los emparedados se expresaron como el promedio * desviacion estandar de tres (S. aureus, E. coli y Coliformes totales)

o dos (Mesdfilos aerobios y Hongos y levaduras) observaciones determinadas.

Los valores promedios dentro de cada columna que no comparten letra son significativamente diferentes (P < 0.05).

Actualmente en México, la Norma Oficial Mexicana “NOM-251-SSA1-
2009” establece los requisitos minimos de buenas précticas de higiene
que deben observarse en el proceso de alimentos, bebidas o
suplementos alimenticios y sus materias primas a fin de evitar su
contaminacién a lo largo de su proceso y garantizar la inocuidad. Esta
norma es de observancia obligatoria para personas fisicas y morales
dedicadas a la preparacidn de los alimentos en el territorio nacional (DOF,
2009). Cabe sefialar, la ausencia de normas o disposiciones especificas
que dicten los limites microbianos que deben cumplir los alimentos
preparados en establecimientos, como son los emparedados.

La calidad microbiol6gica de los emparedados ha sido exhibida
previamente, siendo Staphylococcus aureus, Salmonella, E. coli,

coliformes totales, Listeria spp., Bacillus cereus, mesdfilos, hongos y
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levaduras los principales peligros identificados en este alimento
(Biylikyoriik et al., 2014; Kokkinakis et al., 2020; Al-Busaidi et al., 2023).
Estos estudios reportan altos niveles de los indicadores microbiolégicos,
y la nula o baja deteccién de Salmonella y L. monocytogenes (< 1.0 %).
Particularmente, Biiyiikyoriik et al. (2014) exhibe la deficiente calidad
microbioldgica de emparedados en puestos callejeros debidos a los
niveles de S. aureus (2.0 - 5.7 Log UFC/g), E. coli (1.0 - < 3.0 Log UFC/g),
coliformes totales (1.0 - < 3.0 Log UFC/g), meséfilos (3.0 - 7.0 Log
UFC/qg), hongos (2.0 - 3.7 Log UFC/g) y levaduras (2.0 - 3.8 Log UFC/q)
cuantificados. Estos valores son similares a los observados en las

muestras (Tabla 2).
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Figura 1. Perfiles microbiolégicos de los servicios de alimentacién universitarios
en Culiacén, Sinaloa, México. Las columnas indican la tasa (%) de deteccion
microbiana de los emparedados para cada comedor. La escala de colores esta
representada por gamas de colores que van del rojo (100 %) al verde (0 %). Los
arboles de la figura muestran una agrupacion jerarquica de enlace completo de
los perfiles en funcidn de la distancia euclidiana.

La materia prima, el personal, las superficies, el agua y el aire se han

identificado como fuentes de microorganismos de descomposicién y

patégenos que contribuyen al reto de garantizar la inocuidad del alimento
(Castafieda & Jiménez, 2017; Castafieda & Jiménez, 2020; Mainardi &
Bidoia, 2024). Las altas tasas de deteccion y los niveles de
contaminacién microbioldgica sugieren cuestiones relacionadas con la
higiene, los procesos de produccion o condiciones de almacenamiento
(Kokkinakis et al., 2020), como se observa en el estudio (Tabla 1). Se ha
descrito que, los altos niveles de MA contribuyen al deterioro
organoléptico del alimento (textura y sabor). Asi mismo, los niveles de
HL se asocian con la calidad del entorno de preparacién del alimento, y
con la produccién potencial de micotoxinas que puede ser perjudicial si
se ingieren (Ali et al., 2023). Por su parte, la presencia de SA, EC y CT
indica las practicas inadecuadas de manipulacién de los alimentos
(Kadariya et al., 2014), la contaminacién fecal o la deficiencia de
saneamiento (Bilyiikydriik et al, 2014, Castafieda & Jiménez, 2017),
respectivamente.

Este panorama advierte que existen diversas fuentes de contaminacion
que amenazan la calidad microbioldgica de los emparedados preparados
en las condiciones de los servicios de alimentacién universitarios, y
sefiala un riesgo latente para el desarrollo de ETA. Previamente en
México, se han reportado brotes por el consumo de alimentos preparados
en los comedores escolares (Castafieda & Jiménez, 2024).

Tabla 3. Probabilidad de infeccién por exposicion a E. coli (modelo B-Poisson) y S. aureus (modelo exponencial) mediante el consumo de emparedados comercializados

en los servicios de alimentacion universitarios en Culiacan, Sinaloa, México.

Variable S. aureus E. coli
Probabilidad Casos Probabhilidad Casos
Media 1.36 x 107 13.60 4.84x10? 48.40
Minimo 8.00x 10° 0.08 1.40x10% 0.014
Q1 8.10x 10* 0.81 1.39x 1073 1.39
Mediana 4.02x10% 4.02 6.81x 103 6.81
Q3 1.32x10? 13.20 8.98x 107 89.80
Méaximo 2.28x107 228 3.50x 107 350
1C95 8.57x10%-1.86 x 10 8.6-18.6 3.42x102-6.25x 102 34.2-62.5

*Casos de infeccion estimados por 1,000 consumidores.

Q1 (primer cuartil o percentil 25); Q3 (tercer cuartil o percentil 75); 1C95 (intervalo de confianza del 95 %).
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Figura 2. Relacion de la dosis de E. coli (a) y S. aureus (b) cuantificadas (Log
UFC/g) en las muestras de emparedado y la probabilidad de infeccion.

ANALISIS CUANTITATIVO DEL RIESGO MICROBIOLOGICO

El modelo dosis-respuesta estimd que la probabilidad de infeccién por el
consumo de una porcién de emparedado contaminado con EC o SA oscilé
de1.40x10%a3.50x 10"y de 8.00 x 10° a 2.28 x 107, respectivamente.
La probabilidad de infeccion promedio para SA (1.36 x 10?) y EC (4.84 x
102) estiman potencialmente la ocurrencia de 13.6 0 48.4 casos de ETA
por 1,000 consumidores en el plantel escolar, respectivamente (Tabla 3).
Elintervalo de confianza de la probabilidad de infeccién por la exposicion
a las diferentes concentraciones de EC y SA cuantificadas en los
emparedados preparados en servicios de alimentacion universitarios se
muestra en la Figura 2, cuyo riesgo de infeccién aumenta en congruencia
con los niveles de contaminacién.

El escenario del consumo de emparedados (165 g por porcion)

contaminados con EC y SA que son elaborados en los servicios de
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alimentacion (Figura 2), sefialan un potencial vehiculo de peligros
bioldgicos en la poblacién y un riesgo de infeccién de bajo a moderado
segln el nivel de contaminacién de EC (0.0014 - 35.0 %) y SA (0.008 -
22.8 %) (Tabla 3). En la literatura se refiere a un estudio previo sobre el
riesgo de infeccion por consumo de emparedados contaminados con L.
monocytogenes que oscila de 0.002 hasta 52 casos segln la
susceptibilidad del hospedero y modelo utilizado (Tirloni et al., 2018).
Nuestro estudio o frece una primera aproximacién del riesgo de
enfermedades infecciosas asociadas a EC y SA por consumo de
emparedados en servicios de alimentacidn escolares.

La DGE declara a las infecciones intestinales como la tercera causa de
morbilidad en Sinaloa, las cuales representaron 85,922 casos anuales en
la entidad en 2023 (DGE, 2025). En este sentido, los resultados obtenidos
justifican el consumo pertinente de estos alimentos y proponen la
implementacion de campafias educativas para la manipulacion,
preparacion y venta higiénica de los alimentos en estos servicios de
alimentacién con base en las guias existentes (DOF, 2009), con el fin de

mejorar la salubridad de los alimentos y disminuir los riesgos de ETA.

CONCLUSIONES

Estos resultados proporcionan un panorama inicial de la calidad
microbiolégica de los emparedados preparados y comercializados en los
servicios de alimentacion universitarios de la localidad, lo que expone un
riesgo latente del desarrollo de enfermedades infecciosas. El nivel de
adherencia en la aplicacion de las buenas practicas higiénicas en los
servicios de alimentacién universitarios es el reflejo de la contaminacién
microbiana del alimento, la cual se ve influenciada por la pérdida de
control de temperatura. Los hallazgos observados permiten identificar
una oportunidad para mejorar la preparacion segura de los emparedados
y la implementacion de estrategias educativas con respecto a las pautas

de buenas practicas higiénicas para minimizar el riesgo de infecciones.
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Responsible design of an extractive distillation process for hioethanol: economic, environmental, and
safety assessment with energy integration
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RESUMEN
El bioetanol producido a partir de residuos lignocelulésicos es un biocombustible de segunda generacién cuyo proceso de purificacién enfrenta retos

técnicos debido a la formacion de azedtropos y al alto consumo energético. Esta investigacién propone un disefio para la purificacién de bioetanol
mediante destilacion extractiva, integrando criterios econdmicos, ambientales y de seguridad inherente, en consonancia con los principios del enfoque
Investigacion e Innovacion Responsables (RRI). Se simularon tres configuraciones de proceso en Aspen Plus® V14, vinculadas con evaluaciones
técnico-econdmicas y de sostenibilidad desarrolladas en MATLAB®. Se analiz6 la influencia de la pureza y recuperacion del bioetanol, asi como la
implementacién de estrategias de integracion energética mediante intercambiadores de calor. La evaluacién econémica se realizd mediante la
metodologia de Guthrie; la seguridad inherente fue estimada con el indice de Sequridad Inherente para Columnas de Destilacién (DCISI) e indice por
Dafio de Fuego y Explosion (FEDI), y el impacto ambiental fue valorado con base en la metodologia IMPACT World+. Finalmente, se aplicé el método
de jerarquizacion analitica (AHP) para integrar los tres criterios en un indice compuesto de sostenibilidad. Los resultados identificaron que la
configuracién con 91.0 % de pureza y 99.96 % de recuperacion en la torre concentradora, con dos intercambiadores de calor, presenté el mejor
desempefio global. Esta opcién permite reducir el consumo energético, minimizar el impacto ambiental y mejorar la seguridad del proceso,
demostrando que la integracién sistemética de indicadores técnicos, econémicos y ambientales resulta clave para el disefio de procesos quimicos
mads sostenibles, seguros y éticamente fundamentados.

Palabras clave: Bioetanol, Destilacidn extractiva, Integracion energética, Evaluacion econémica, Evaluacion ambiental, Seguridad inherente.

ABSTRACT

Bioethanol derived from lignocellulosic residues is a second-generation biofuel with substantial potential, yet its purification is challenged by azeotrope
formation and high energy demand. This study proposes a purification design based on extractive distillation, integrating economic, environmental,
and inherent safety considerations as a practice of anticipatory responsibility, consistent with the principles of anticipation and reflexivity within the
Responsible Research and Innovation (RRI) framework. Three process configurations were simulated using Aspen Plus® V14, linked to techno-
economic and sustainability assessments developed in MATLAB®. The influence of bioethanol purity and recovery, together with the implementation
of energy integration strategies via heat exchangers, was analyzed. The economic assessment was performed using the Guthrie method, while inherent
safety was evaluated through the Distillation Column Inherent Safety Index (DCISI) and the Fire and Explosion Damage Index (FEDI); and environmental
impact was evaluated using the IMPACT World+ methodology. Finally, the Analytic Hierarchy Process (AHP) was applied to integrate the three criteria
into a composite sustainability index. The results identified that the configuration with 91.0% purity and 99.96% recovery in the concentrating column,
with two heat exchangers, showed the best overall performance. This option reduces energy consumption, minimizes environmental impact, and
enhances process safety. The study demonstrates that the systematic integration of technical, economic, and environmental indicators is key to
designing chemical processes that are more sustainable, safer, and ethically grounded.

Keywords: Bioethanol, Extractive distillation, Energy integration, Economic evaluation, Environmental impact, Inherent safety.
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INTRODUCCION

La creciente demanda energética a nivel mundial ha conducido a un
incremento sostenido en el consumo de combustibles fdsiles, con
consecuencias directas en el aumento de emisiones contaminantes, el
deterioro ambiental y la volatilidad en los precios energéticos. Frente a
este escenario, las energias renovables han adquirido un papel
estratégico en la transicion hacia sistemas energéticos mas sostenibles,
al reducir la dependencia de fuentes no renovables y mitigar los efectos
del cambio climatico (Pérez-Fernandez et al., 2017).

Dentro del conjunto de energias alternativas, los biocombustibles se
destacan por su origen orgénico y renovable. Estos combustibles derivan
de la transformacion de materiales biolégicos —como residuos agricolas,
forestales o agroindustriales— en productos energéticos liquidos,
solidos o gaseosos (Nufiez Garcia y Garcia Trifianes, 2006). El bioetanol,
en particular, ha sido objeto de amplio interés debido a su viabilidad
técnica y su compatibilidad con motores de combustién interna. Su
produccion puede realizarse a partir de cultivos ricos en azlcares o
almidones, aunque el enfoque contempordneo busca emplear biomasa
lignoceluldsica para evitar conflictos con la seguridad alimentaria (FAO,
2016; Velasco Cristancho, 2020).

La biomasa lignocelulésica esta constituida principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina, cuya estructura compleja impone retos técnicos
significativos para su conversion en bioetanol. Por ello, el proceso
productivo involucra mdltiples etapas, que incluyen el pretratamiento
para romper la matriz vegetal, la hidrélisis para liberar azlicares
fermentables, la fermentacidn alcohdlica, y finalmente, la purificacién del
etanol obtenido (Scilipoti, 2014; Velasco Cristancho, 2020). Esta Ultima
etapa es critica, ya que el bioetanol producido via fermentativa se
presenta como una mezcla azeotrépica con agua, lo cual limita su
separacion mediante métodos convencionales de destilacion (Valdeon,
2018).

Ante esta limitacion, la destilacion extractiva se ha establecido como una
alternativa eficaz para romper el azeétropo etanol-agua. Este proceso
incorpora un agente extractivo, como el etilenglicol, que modifica el
comportamiento de la mezcla y permite alcanzar purezas cercanas al
99.8 % en masa, requeridas para su uso como biocombustible (Kiss e
Ignat, 2013; Seader et al., 2016). No obstante, este esquema implica un
alto consumo energético, especialmente en las etapas de concentracion
y deshidratacion del etanol (Hbaki et al., 2010).
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Por ello, la presente investigaciéon se enfoca en la optimizacion del
proceso de purificacion de bioetanol de segunda generacion mediante
destilacién extractiva, evaluando estrategias de integracién energética y
seleccion de solventes. Asimismo, se incorporan criterios de seguridad
inherente, empleando indices como indice de Seguridad Inherente para
Columnas de Destilacién (DCISI) e indice por Dafio de Fuego y Explosién
(FEDI). Estos principios encuentran mejor aplicacion en etapas
tempranas de disefio, debido a que los cambios son faciles de hacer,
aunado a la reduccién de oportunidades de aplicacién conforme el
disefio detallado avanza (Ortiz Espinoza, 2020); y una evaluacion de
sostenibilidad basada en la triple linea de fondo (TLF), que considera
dimensiones econdmicas, ambientales y sociales (Khan y Amyotte, 2005;
Argoti et al., 2019; Ortiz-Espinoza, 2021).

Desde una perspectiva metodoldgica, se implementaron simulaciones
avanzadas en Aspen Plus® V14 para modelar los balances de materia y
energia, complementadas con herramientas de analisis y optimizacion en
MATLAB®. La estructura del estudio permite abordar el disefio de
procesos quimicos desde un enfoque holistico, integrando no sélo
criterios técnicos, sino también valores sociales y éticos bajo el
paradigma de la Investigacion e Innovacion Responsable (RRI) (Madita
Amoneit et al., 2024; Gianni et al., 2019).

MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION Y HERRAMIENTAS COMPUTACIONALES

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Simulacién de Procesos de
la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas de la Universidad Auténoma
de Sinaloa. Las simulaciones se realizaron en Aspen Plus® V14 bajo
condiciones estacionarias, expresando composiciones en fraccion
madsica y energia en kW. El modelo termodindmico seleccionado fue el
de Dos Liquidos No Aleatorios acoplado a Redlich-Kwong (NRTL-RK),
con pardmetros binarios dependientes de la temperatura obtenidos de la
literatura (Lei et al., 2003; Zhang et al., 2015). Este modelo, ampliamente
validado para sistemas no ideales con formacion de azeétropos como
agua-etanol-agente extractivo (Al-Malah, 2022; Green, 2008; Lei et al,,
2003), combina la ecuacién de estado de Redlich-Kwong para la fase
vapor con NRTL para la fase liquida, permitiendo predicciones confiables
del equilibrio liquido-vapor. Las constantes de equilibrio “K” fueron
determinadas automaticamente por el simulador a partir del cociente de

fugacidades.
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La evaluacién econdmica, ambiental y de seguridad se implementd en
MATLAB® R2015

interconectadas con Aspen Plus para procesar automaticamente los

mediante rutinas desarrolladas ad hoc,
datos de salida. El analisis ambiental se efectué en OpenLCA® con la
base de datos Ecoinvent v3.7.1 y el método IMPACT World+,
considerando emisiones directas e indirectas (Bulle et al., 2019). Las
simulaciones se ejecutaron en una laptop HP Pavilion 15-cw1xxx con
procesador AMD Ryzen™ de tercera generacion (2.1 GHz), GPU Radeon™

Vega Mobile Gfx y 12 GB de RAM.

MODELADO DEL PROCESO DE DESTILACION EXTRACTIVA

El proceso de purificacién de bioetanol se modelé como una secuencia
de tres columnas: concentradora (CONC), extractiva (EXTRACT) y de
recuperacion de solvente (RECOVERY). La columna CONC preconcentra
la mezcla etanol-agua hasta el punto azeotrdpico; en la EXTRACT se
alimenta etilenglicol para romper el azedtropo y producir bioetanol
anhidro; y en la RECOVERY se regenera el solvente para su recirculacién.
El disefo siguid el procedimiento de Kiss & Ignat (2013), partiendo de una
pureza inicial del 91 % en masa en la salida de la CONC y evaluando,
mediante simulaciones a 1 bar e isotérmicas, el efecto de la pureza y la
recuperacion de bioetanol a nivel de columna y de sistema.

La recuperacién de bioetanol y etilenglicol, asi como la pureza del
destilado, se controlaron mediante especificaciones de disefio en cada
columna. La configuracion con menor carga térmica en el rehervidor de
la columna EXTRACT se adopt6 como base para el andlisis de integracion

energética.

INTEGRACION ENERGETICA DEL PROCESO

Se aplicd la metodologia de integracién térmica propuesta por Gil et al.
(2013) para reducir la demanda energética del sistema mediante el
precalentamiento de corrientes de alimentacién a partir de los fondos de
las columnas de destilacion. La estrategia consisti6 en identificar, para
la configuracién 6ptima, las corrientes candidatas a ceder o recibir calor,
determinar sus capacidades térmicas y establecer la ubicacién éptima
de los intercambiadores. Esta integracién permitié disminuir el
requerimiento de energia externa, favoreciendo |a eficiencia del sistema

y reduciendo el impacto ambiental asociado.
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EVALUACION ECONOMICA

La estimacion del Costo Total de Inversion Permanente (CTPI) se realizé
mediante el método de Guthrie obtenido de Seider et al. (2009), el cual
descompone el sistema en modulos de equipo y aplica factores de
correccion por presion, material de construccion y disefio. Este
procedimiento fue implementado en MATLAB® e integrado con Aspen
Plus para automatizar la recuperacion de datos operativos y
geométricos. El célculo considera el costo base de los equipos, ajustes
por condiciones operativas y costos asociados a instalacion, obra civil,
servicios externos y contingencias. Se utilizé el indice CEPCI actualizado
al afio 2024 como factor de correccién temporal.

El Capital Total de Inversién (CTI) se obtuvo sumando el CTPI y el capital
de trabajo, conforme a metodologias de estimacién preliminar
presentadas por Seider et al. (2009). A partir de la produccidon anual y el
precio unitario actualizado, se estimaron los ingresos por ventas (S),
mientras que el costo total de produccion (C) se calculdé sumando el
costo de manufactura (COM) y los gastos generales (GE). Las
correlaciones y ecuaciones utilizadas para estas estimaciones fueron
adaptadas desde fuentes especializadas y se documentan en los

apéndices correspondientes.

EVALUACION DE SEGURIDAD INHERENTE

La seguridad inherente del proceso se evalu6 mediante dos indices
complementarios: el indice de Seguridad Inherente para Columnas de
Destilacién (DCISI) y el indice por Dafio de Fuego y Explosién (FEDI).
Estos permiten integrar propiedades fisico-quimicas, condiciones
operativas y caracteristicas de disefio en etapas preliminares,
priorizando alternativas mas seguras. El DCISI, propuesto por Shariff et
al. (2018), cuantifica la seguridad inherente de columnas de destilacién
mediante tres categorias: propiedades quimicas, condiciones de
operacion y disefio del equipo, valoradas con pardmetros como
temperatura de autoignicién, inflamabilidad, explosividad, presién de
operacion, relacién de reflujo y volatilidad relativa; menores valores
indican configuraciones mas seguras. El FEDI, por su parte, estima el
potencial de dafio por fuego y explosién en equipos individuales como
intercambiadores, hervidores y condensadores.

Ambos indices son (tiles para la evaluacién comparativa en etapas
tempranas de disefio, aunque presentan limitaciones metodoldgicas que
deben considerarse: la ponderacion de categorias en el DCISI se basa en

valores tabulados que pueden no reflejar procesos con agentes
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extractivos y se calculan con pardmetros nominales sujetos a cambio; el
FEDI estd enfocado en equipos individuales, por lo que su extrapolacion
a sistemas integrados debe asumirse con cautela. En ambos casos, la
ausencia de datos experimentales especificos y la simplificacion de
propiedades fisico-quimicas pueden introducir incertidumbre en los
valores absolutos, por lo que se emplean aqui como herramientas
relativas de priorizacion mas que como métricas absolutas de riesgo. El
célculo de ambos indices se implementé en MATLAB® con base en
datos de simulacién obtenidos en Aspen Plus®.

Este enfoque permiti6 comparar configuraciones de columna bajo
distintos escenarios de separacion, identificando aquellas con menores
riesgos asociados al manejo térmico y a la estabilidad quimica de las
mezclas. La evaluaciéon se centré en las condiciones de operacién
realistas para la separacion extractiva de etanol, integrando criterios de
disefio y propiedades criticas de los componentes involucrados.

El indice FEDI (Fire-Explosion Damage Index), desarrollado a partir de la
metodologia descrita por Ortiz Espinoza (2020), se empled para
caracterizar el potencial de dafio de unidades del proceso distintas a
columnas, en particular intercambiadores de calor, hervidores y
condensadores. Este indice considera cuatro factores de energia:
energia quimica, presion interna, presion relativa y energia de reaccion,
los cuales se ponderan mediante penalidades asociadas a propiedades
fisicoquimicas, condiciones operativas y caracteristicas de disefio.

Las unidades fueron clasificadas en grupos funcionales y evaluadas en
funcién de su peligrosidad potencial. Para el caso de estudio, se
analizaron principalmente equipos del Grupo Il (operaciones fisicas) y
Grupo V (otros equipos), estableciendo niveles de riesgo basados en las
penalidades pertinentes. Penalidades no aplicables por encontrarse
fuera del alcance del disefio preliminar fueron neutralizadas segun lo
establecido por la metodologia.

Ambos indices fueron integrados a la estrategia de disefio responsable,
permitiendo que la seleccién de configuraciones no sélo optimizara el
rendimiento energético y econdmico, sino también la seguridad inherente
del sistema. La implementacién computacional automatizada de ambos
indicadores  permitié  realizar

comparaciones  sistemdticas y

reproducibles entre alternativas de disefio (Ortiz Espinoza, 2020).

EVALUACION DEL IMPACTO AMBIENTAL
La evaluacion ambiental se realizé6 mediante Andlisis de Ciclo de Vida
(ACV), utilizando la metodologia IMPACT World+ (Bulle et al., 2019),
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reconocida por su enfoque regionalizado y su cobertura amplia de
categorias de impacto. El estudio se centré en la fase de purificacion del
bioetanol, considerando dnicamente las emisiones y consumos
derivados del proceso de separacion, sin incluir impactos asociados a
etapas previas (produccion de bioetanol crudo) o posteriores (uso del
producto), ni a la construccién de los equipos.

El inventario del ciclo de vida fue elaborado con base en los datos
generados en Aspen Plus®, que incluyeron consumos energéticos,
composicion de corrientes, pérdidas y residuos. El andlisis fue ejecutado
en OpenLCA® empleando la base de datos Ecoinvent v3.6 integrada con
IMPACT World+ v2.0.1. Las etapas metodoldgicas incluyeron: i)
clasificacion de flujos a categorias de impacto, ii) caracterizacion a nivel
de punto medio (se consideraron las siguientes categorias:
disponibilidad del agua, cambio climético, formacién de oxidantes
fotoquimicos, formaciéon de particulas, toxicidad humana no
cancerigena, cancerigena, impactos sobre agua fresca, disponibilidad del
agua, agua contaminada térmicamente, cambio climatico, acidificacion
marina y de agua dulce, eutrofizacién marina, eco-toxicidad en agua y
finalmente, el impacto asociado a la extraccion de gas natural), y iii)
caracterizacion del dafio a nivel de areas de proteccion (salud humana,
calidad de ecosistemas y area de recursos y servicios de ecosistemas).
Los factores de caracterizacion se tomaron de Jolliet et al. (2016), y se
expresaron en unidades normalizadas (como CO, eq, DALY o MJ eq) para
permitir la comparacion entre alternativas de disefio.

Se prest6 especial atencion a dos indicadores clave: el impacto climatico
(emisiones de gases de efecto invernadero por kg de bioetanol destilado)
y el impacto al agua por derrames potenciales de etanol y etilenglicol en
la corriente de recuperacion. Estos indicadores permitieron discriminar
entre configuraciones similares desde el punto de vista energético, pero

divergentes en términos ambientales.

SELECCION DEL DISENO RESPONSABLE

La identificacion del disefio mas sustentable se realiz6 mediante el
Proceso Analitico Jerarquico (AHP), técnica multicriterio que permite
estructurar problemas complejos y asignar ponderaciones relativas a
indicadores heterogéneos (bin Othman, 2011). La jerarquia incluy6
cuatro niveles: meta general (disefio responsable), criterios principales
(econdmico, ambiental, seguridad), subcriterios especificos (por
ejemplo, costo operativo, impacto climatico, indice FEDI) y alternativas

de configuracién.
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La comparacion por pares se llev a cabo mediante matrices de juicio
experto, asignando pesos relativos a cada subcriterio seglin su
importancia dentro del criterio padre. Posteriormente, se calcularon las
prioridades mediante descomposicion espectral (eigenvectores) y se
verifico la consistencia de los juicios emitidos (bin Othman, 2011).

Para la evaluacion final, se normalizaron los valores de todos los
indicadores bajo dos categorias: "mas-alto-mejor" (como ganancias) y
"més-bajo-mejor" (como emisiones o indices de riesgo), y se
transformaron a una escala comtn de 1 a 10. La combinacién ponderada
de estos puntajes permitio calcular un indice global para cada alternativa
(bin Othman, 2011). Aquella con el mayor valor fue seleccionada como el
disefio 6ptimo desde una perspectiva de sostenibilidad integrada,
considerando simultdneamente eficiencia econémica, menor impacto

ambiental y mayor seguridad inherente.

RESULTADOS Y DISCUSION

SIMULACION DE PROCESO DE PURIFICACION

Después de simular los distintos esquemas definidos por la matriz de
pureza y recuperacion (RC) de la columna concentradora, junto con la
recuperacion total del proceso (RP), se procedié al célculo de la carga
térmica total requerida por los tres rehervidores del sistema. La carga
térmica obtenida en kilowatts se transformé a kW/kg de bioetanol y
fueron comparados con valores reportados por Kiss & Ignat (2013),
mostrando comportamientos analogos (Figura 1A).

Se identific6 una tendencia parabdlica en la carga térmica en funcion de
la pureza del destilado. En particular, se observé que para valores de
pureza inferiores a 91.0 % y valores cercanos o superiores al punto
azeotropico: 95.6 % de etanol en fraccién masica a una temperatura de
78.2°Cy 1 atm de presion (Seider et al., 2009), la carga térmica aumentd
considerablemente.

Este comportamiento se explica principalmente por dos factores: la
variacion en la relacion de reflujo y el volumen de agua procesado en los
rehervidores. A menor pureza, la torre CONC opera con menor reflujo,
pero las torres EXTRACT y RECOVERY deben remover mas agua, lo que
incrementa la demanda energética. En cambio, al acercarse al punto
azeotropico, la torre CONC requiere mayor reflujo y energia para separar
el agua, mientras que las otras dos torres manejan menores volimenes,
reduciendo sus cargas térmicas.

Adicionalmente, el caracter no ideal de la mezcla etanol-agua y su

comportamiento de tipo azeotrdpico contribuyen a una resistencia
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adicional a la separacién, lo que limita la reduccién de la carga térmica
mediante estrategias convencionales. Con base a los resultados
observados en la Figura 1A y los reportados por Kiss & Ignat (2013)
(Figura 1B), se determind que una pureza objetivo de 91.0 % permite
minimizar el consumo energético por kg de bioetanol purificado, siendo
esta condicion adoptada como base para la implementacién de los

criterios de integracién energética en las siguientes etapas del disefio.
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Figura 1. A) Carga térmica del rehervidor en kW/kg de bioetanol a una combinacién
recuperaciones y purezas; B) Uso de energia kW/kg de etanol en funcion de
composicion de la corriente preconcentrada. RP = Recuperacién del Proceso; RC
= Recuperacion de la torre Concentradora.

INTEGRACION ENERGETICA

Seis disefios con una pureza objetivo de 91.0% de etanol fueron
seleccionados para su andlisis energético (Tabla 1). El estudio de
corrientes internas reveld que los fondos de las columnas concentradora
y recuperadora eran las mejores fuentes de calor para precalentar sus
respectivas alimentaciones, por su alto caudal y temperatura. En cambio,
se descartd el precalentamiento de la alimentacién a la torre

recuperadora, al estar ya por encima del punto de burbuja del agua.
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Tabla 1. Configuraciones de disefio a pureza objetivo de etanol y recuperaciones
de proceso y torre CONC.

Disefio % RP % RC
1 99.85 99.86
2 99.85 99.91
3 99.85 99.96
4 99.90 99.91
5 99.90 99.96
6 99.95 99.96

RP = Recuperacidn del Proceso; RC = Recuperacién de la torre CONC; CONC = Torre
concentradora.

La alimentacion a la torre concentradora se precalent6 con sus propios
fondos, debido a su similitud térmica y composicional. La torre
extractora, en cambio, utiliz6 los fondos de la recuperadora, cuya alta
temperatura y caudal permitieron acercar la mezcla azeotrdpica a su

punto de burbuja. Estos efectos se muestran en la Figura 2.

F1 D1 B1 B3

Temperatura °C
Flujo kg/h

Figura 2. Andlisis de corrientes internas para integracion de energia. F1 =
Alimentacion 1; F2 = Alimentacion 2, D1 = Destilado 1; B1 = Fondos 1; D2 =
Destilado 2; B2 = Fondos 2; D3 = Destilado 3; B3 = Fondos 3.

Se evaluaron tres esquemas de integracion térmica basados en la
configuraciéon de la pureza objetivo de 91.0 %: precalentamiento
individual de |a torre concentradora (IC-1), precalentamiento individual de
la torre extractora (IC-2), y precalentamiento combinado de ambas
alimentaciones mediante dos intercambiadores de calor (IC-1/IC-2).

La implementacién de los intercambiadores result6 en una disminucion

significativa de la carga térmica requerida por los rehervidores, tal como
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se aprecia en la Figura 3A. Por su parte, la Figura 3B muestra datos
reportados por Gil et al. (2013), quienes también observaron que el
precalentamiento de las corrientes de alimentacién reducia la carga
térmica del sistema. La coincidencia en los resultados respalda
cualitativamente los efectos observados en el presente estudio,

destacando la consistencia entre ambos enfoques.
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Figura 3. A) Carga térmica del rehervidor en kW/kg de bioetanol con y sin
integracion energética; B) Efecto de la temperatura en alimentacion de mezcla
azeotrdpica; consumo de energia por kg de etanol. IC-1 = Intercambiadores de
Calor 1;1C-2 = Intercambiadores de Calor 2; IC-1/IC-2 = doble Intercambiadores de
Calor.

En el presente estudio, la mayor eficiencia energética se obtuvo al
implementar dos intercambiadores de calor, con una reduccién del
consumo térmico que oscild entre 22.3 % y 24.1 % en comparacion con
las configuraciones originales a 91.0% de pureza. Le siguieron las
configuraciones con precalentamiento individual a la torre concentradora
(IC-1), con ahorros entre 16.3% y 18.2%, Yy finalmente las
configuraciones con precalentamiento a la torre extractora (IC-2), con

reducciones de entre 5.8 % y 5.9 %.
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EVALUACION DE COSTOS

El comportamiento observado en la evaluacion de costos de los
diferentes disefios fue congruente con el patron identificado previamente
en el andlisis de carga térmica. En general, los esquemas que incluyeron
integracion energética —particularmente aquellos con intercambiador en
la torre concentradora y los disefios con doble integracién— presentaron
los menores costos en comparacion con el disefio base correspondiente
a una pureza del 91.0%. En contraste, los esquemas con sélo un

intercambiador en la torre extractora mostraron incrementos en los

costos de inversion, tanto permanentes como totales, siendo los costos
operacionales la Gnica excepcion favorable.

En la Tabla 2 se aprecia que los disefios con integracién térmica en la
torre concentradora ofrecieron una reduccion en el costo permanente de
inversion (CTPI) del orden de 4.60 % a 5.16 %, mientras que los disefios
con doble integracién presentaron reducciones entre 3.53 %y 4.08 %. Por
el contrario, los disefios con intercambiador en la torre extractora
generaron incrementos en el CTPI que oscilaron entre 1.056 %y 1.065 %,
incluso superiores a los disefios sin integracion energética a pureza de
91.0%

Tabla 2. Resultados de la evaluacién de costos por disefio de recuperaciones, pureza objetivo e integracién energética.

$ (Dolares) 91.0% 91.0 %/1C-1 91.0 %/1C-2 91 %IC-1/1C-2
Disefio CTPI 6,284,01 5,944,911 6,350,664 6,011,701
1 CTI 14,129,058 13,789,763 14,195,600 13,856,548
C 32,899,221 28,491,378 31,513,051 27,107,374
Disefio CTPI 6,284,369 5,952,481 6,344,086 6,027,593
2 CTI 14,121,383 13,797,351 14,200,029 13,865,067
C 32,841,361 28,617,743 31,475,677 27,254,094
Disefio CTPI 6,284,369 5,989,193 6,351,261 6,027,593
3 CTI 14,123,146 13,809,313 14,191,019 13,876,369
C 32,925,384 28,704,150 31,542,096 27,321,943
Disefio CTPI 6,278,277 5,989,193 6,346,150 6,057,224
4 CTI 14,123,146 13,834,076 14,191,019 13,906,037
C 32,913,188 29,105,515 31,554,076 27,744,759
Disefio CTPI 6,278,597 5,989,097 6,346,363 6,064,629
5 CTI 14,139,319 13,850,308 14,195,128 13,917,323
C 32,930,975 29,115,564 31,565,980 27,757,544
Disefio CTPI 6,286,643 5,997,611 6,353,750 6,064,629
6 CTI 14,139,319 13,850,308 14,206,440 13,917,323
C 33,015,444 29,208,123 31,635,316 27,825,340

CTPI = Costo Total de Inversién Permanente; CTI = Capital Total de Inversion; C = Costo de operacion; RP = Recuperacion del proceso; RC = Recuperacion en CONC;
Disefio 1 = RP 99.85 %-RC 99.86 %; Disefio 2 = RP 99.85 %-RC 99.91 %; Disefio 3 = RP 99.85 %-RC 99.96 %; Disefio 4 = RP 99.90 %-RC 99.91 %; Disefio 5 = RP 99.90 %-RC

99.96 %; Disefio 6 = RP 99.95 %-RC 99.96 %.

Dado que el capital total de inversion (CTI) esta altamente influenciado
por el CTPI, se observé un comportamiento congruente. En la Tabla 2 se
observa que las configuraciones con doble intercambiador y aquellas con
intercambiador en la torre concentradora reflejaron reducciones en el CTI
entre 1.57 %y 1.82 %, y entre 2.04 % y 2.29 %, respectivamente. Por otro

lado, las configuraciones con intercambiador en la torre extractora
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presentaron incrementos entre 0.472 % y 0.476 %, respecto al disefio
base.

Este patrén puede explicarse por la influencia de pardmetros de disefio
como la relacién de reflujo y el dimensionamiento de los equipos. En los
esquemas con intercambiador en la torre extractora, las dimensiones de

la torre concentradora —la més grande del sistema debido al caudal de
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procesamiento— no fueron modificadas, lo que redujo la eficiencia del
intercambio térmico. Ademas, la necesidad de incrementar la relacion de
reflujo en la torre extractora, como consecuencia del aumento en la
temperatura de la alimentacién, implicé un mayor requerimiento de

energia, impactando negativamente en los costos de inversion.
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Figura 4. (A) Resultados para los indices DCISI y FEDI para intercambiadores; (B)
Resultados promedio del indice FEDI para intercambiadores y condensadores; IC-
1 = Intercambiadores de Calor 1; IC-2 = Intercambiadores de Calor 2; IC-1/IC-2 =
doble Intercambiadores de Calor; C = Condensadores; R = Rehervidores; Disefio 1
= RP 99.85 %-RC 99.86 %; Disefio 2 = RP 99.85 %-RC 99.91 %; Disefio 3 = RP 99.85
%-RC 99.96 %; Disefio 4 = RP 99.90 %-RC 99.91 %; Disefio 5 = RP 99.90 %-RC 99.96
%; Disefio 6 = RP 99.95 %-RC 99.96 %.

En cuanto a los costos operacionales (C), se observé el mayor impacto
positivo de la integracién energética. En la Tabla 2 se puede notar que
las configuraciones con doble intercambiador mostraron los mayores
ahorros, con reducciones entre 15.72 % y 17.60 % en comparacion con el
disefio de referencia. Les siguieron las configuraciones con un
intercambiador en la torre concentradora, con ahorros entre 11.53 % y
13.40 %. Finalmente, las configuraciones con un intercambiador en la
torre extractora presentaron los menores ahorros operacionales, entre
418%y4.21%.
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Aunque las configuraciones con integracién en la torre concentradora
presentaron reducciones superiores en los costos de inversion, esta
ventaja no resulta determinante frente a los beneficios acumulativos
derivados de los menores costos operacionales que ofrecen las
configuraciones con doble integracién. Dado el horizonte de operacion
de este tipo de procesos, los ahorros sostenidos en el tiempo tienen un

mayor peso que la inversién inicial.

EVALUACION DE SEGURIDAD INHERENTE

Los resultados obtenidos a partir de los indices de seguridad inherente
indicaron un comportamiento global favorable para todas las
configuraciones evaluadas. El indice DCISI present6 valores dentro de los
rangos considerados aceptables en la practica comdn de ingenieria,
mientras que el indice FEDI se mantuvo en el rango de “no peligrosidad”
en todos los casos analizados.

En el caso del indice DCISI, se observé un comportamiento constante
frente a las combinaciones de recuperacién del proceso y la columna
concentradora, siendo la pureza de salida y la presencia de integracion
energética los factores determinantes en su variacion. En la Figura 4A se
muestra que las configuraciones IC-2 y IC-1/IC-2 fueron las que
presentaron los valores mas bajos del indice, en un intervalo de 1.6555 a
1.6889. Aunque el valor de referencia dptimo es igual o menor a 1, un
valor cercano a este umbral sigue representando una condicién de
proceso aceptable desde el punto de vista de seguridad.

El comportamiento homogéneo de las configuraciones respecto al DCISI
se explicé principalmente por el efecto de la pureza final del bioetanol. A
medida que esta pureza se incrementa, también lo hace la peligrosidad
asociada a la operacién de la columna, dado el aumento en la volatilidad
del producto y en la relacién de reflujo necesaria. Por otro lado, el indice
FEDI mostré una respuesta distinta. En la Figura 4B se observa que las
configuraciones con integracion energética tendieron a incrementar
ligeramente su valor numérico, aunque sin abandonar el rango de no
peligrosidad. En este caso, las combinaciones con mayor recuperacion
total del proceso resultaron en valores FEDI mas bajos, lo cual se
interpreté como una influencia positiva sobre la seguridad del sistema.
La variacién del indice FEDI en el rehervidor y el condensador se atribuye
al aumento en la temperatura de operacion, por el precalentamiento de
las alimentaciones, y a los cambios en la cantidad de bioetanol
procesado segun la pureza y recuperacion objetivo. Como las demds

condiciones se mantuvieron constantes, los cambios en FEDI reflejan el
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efecto conjunto de una menor carga térmica en el rehervidor y un mayor
volumen en los condensadores (Ortiz Espinoza, 2020).

En cuanto a los intercambiadores de calor, en la Figura 4A se puede
apreciar que como los valores para todas las configuraciones se
mantuvieron dentro del rango de no peligrosidad establecido por el indice
FEDI. No obstante, las configuraciones con doble integracion
presentaron los valores numéricos mas altos dentro de esta categoria,
atribuibles al aumento en el nimero de equipos requeridos.

Aunque los valores del indice FEDI fueron mds elevados en
configuraciones integradas, ello no implica que dichos esquemas sean
menos seguros. Todos los disefios se mantuvieron dentro del mismo
rango cualitativo (“no peligroso”), y las diferencias en valores absolutos
no justifican una interpretacién de mayor riesgo, ya que no superaron

ningln umbral critico.

EVALUACION DE IMPACTO AMBIENTAL

La suma total en términos econdmicos de los impactos generados en
todas las categorias de impacto se presenta en la Figura 5. En general,
las configuraciones con integracion energética generaron un menor
impacto ambiental, al combinar mejoras en eficiencia con reduccion en
el consumo de servicios externos. Las configuraciones con doble
(Ic-1/1c-2)

reducciones de impacto entre 22.25% y 24.94 %, respecto al disefio

integracion mostraron los mejores resultados, con
optimo sin integracion a 91.0% de pureza. Les siguieron las
configuraciones con un solo intercambiador en IC-1 (reduccion de
16.37 % a 18.98 %) y luego las configuraciones con intercambiador en IC-

2 (reduccion de 5.88 % a 6.02 %).

Impacto ambiental en términos econdmicos
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Figura 5. Suma total de impactos ambientales ocasionados por categorias de
impacto en términos econdmicos.
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La recuperacion del proceso también influyd de manera importante en
los resultados. Las configuraciones con recuperacion total de 99.96 %
generaron un impacto ambiental mayor en todas las areas, mientras que
aquellas con recuperaciones de 99.91% y 99.85% mostraron una
disminucién escalonada. Este comportamiento se atribuy6 al incremento
en el consumo de recursos necesario para lograr mayores
recuperaciones, lo cual incrementa proporcionalmente el uso de energia
y la generacion de emisiones asociadas.

Dado el enfoque del presente estudio en sostenibilidad e integracion
energética, se analizaron en mayor detalle las 4reas de proteccién de las
configuraciones mds prometedoras (IC-1/IC-2) y los resultados se
presentan en la Tabla 3. El impacto sobre salud humana (SH) representd
el mayor aporte al impacto ambiental total, seguido por la calidad de
ecosistemas (CE) y, finalmente, el uso de recursos y servicios del
ecosistema (RSE). Este comportamiento también fue dominado por el
nivel de recuperacién: a mayores valores de recuperacién, mayores

impactos se observaron, aunque no de forma lineal.

Tabla 3. Impacto ambiental en términos econémicos por area de proteccion.

siiiiucriizsdye Ca"‘?ad de Salud Humana

ecosistemas ecosistema
Disefio 1 € 676,123 € 4,109,852 € 8,715,220
Disefio 2 € 681,582 € 4,143,031 € 8,785,571
Disefio 3 € 683,992 € 4,157,671 € 8,816,529
Disefio 4 € 699,927 € 4,254,543 € 9,022,029
Disefio 5 € 902,637 € 4256,632 € 9,026,368
Disefio 6 € 702,682 € 4,271,263 € 9,057,306

Disefio 1= RP 99.85 %-RC 99.86 %; Disefio 2 = RP 99.85 %-RC 99.91 %; Disefio 3 =
RP 99.85 %-RC 99.96 %; Disefio 4 = RP 99.90 %-RC 99.91 %; Disefio 5 = RP 99.90
%-RC 99.96 %; Disefio 6 = RP 99.95 %-RC 99.96 %,

No obstante, se observéd que las configuraciones con recuperacion
elevada no siempre coincidieron con los disefios mas contaminantes.
Por ejemplo, el mayor impacto ambiental no correspondié al disefio con
la mayor pureza, sino a una configuracién con RP 99.90 % y RC 99.96 %,
lo cual confirma que la recuperacidon es una variable critica en la

evaluacién del impacto global del proceso.
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Tabla 4. Comparacion por pares de categorias y subcategorias, mas ponderacion por prioridades (PV).

2do nivel

Categoria Economia Social Ambiental PV
Economia 1 1 1 0.333
Social 1 1 1 0.333
Ambiente 1 1 1 0.333
3er Nivel

Economia DCISI FEDIR/C FEDIIC PV

C 1 2 2 0.500
CTl 0.500 1 1 0.250
CTPI 0.500 1 1 0.250
Social DCISI FEDI RH/C FEDIIC PV
DCISI 1 0.250 0.500 0.150
FEDI RH/C 4 1 0.500 0.470
FEDI IC 2 2 1 0.380
Ambiente SH CE RSE FWE GEI PV
SH 1 1 1 5 3 0.260
CE 1 1 1 5 3 0.260
RSE 1 1 1 5 3 0.260
FWE 0.200 0.200 0.200 4.500 4 0.095
GEl 0.333 0.333 0.333 1.125 1 0.125

C = Costo de produccion; CTI = Costo Total de Inversién; CTPI = Costo Total Permanente de Inversién; DCISI = Distillation Column Inherent Safety Index; FEDI = Fire and
Explosion Damage Index; RH = Rehervidores; Cd = Condensadores; IC = Intercambiadores de calor; SH = Salud Humana; CE = Calidad del ecosistema; RSE = Recursos y
Servicios de ecosistemas; FWE = Eco Toxicidad del Agua Fresca; GEI = Gases de Efecto Invernadero; PV = Ponderacién por Prioridades

Asimismo, se identificaron comportamientos opuestos entre categorias.
El impacto sobre el agua, derivado de las emisiones de bioetanol y
etilenglicol, tendié a disminuir conforme aumentaba la recuperacién. Por
el contrario, las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI)
aumentaron con la recuperacién, como resultado del mayor uso de
servicios energéticos. Aunque los disefios con menor recuperacion
mostraron menores impactos en dreas como salud humana, ecosistemas
y uso de recursos, presentaron mayores niveles de toxicidad acudtica,
indicando que no existe una Gnica configuracion 6éptima desde todos los

frentes ambientales.
SELECCION DE DISENO RESPONSABLE HACIA LA SOSTENIBILIDAD

Con base en los resultados obtenidos en las evaluaciones energética,

econoémica, ambiental y de seguridad inherente, se procedi6 a la
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seleccion del disefio mas responsable dentro del conjunto de seis
configuraciones con doble integracién térmica a una pureza de salida del
91.0 % en la torre concentradora. Estas configuraciones presentaron los
valores mas bajos de consumo energético (kW/kg de etanol), menores
costos operacionales anuales, el segundo mejor desempefio en
seguridad inherente para columnas de destilacién y el menor impacto
ambiental total considerando las cinco areas de proteccién definidas por
la metodologia LCA.

Aunque estas configuraciones no fueron las mas favorables en términos
de inversién de capital ni en la seguridad especifica de los
condensadores, rehervidores e intercambiadores, los beneficios
acumulados en los demds aspectos superaron estas desventajas. Si bien
el indice FEDI fue mas elevado en estas configuraciones, todos los

valores se mantuvieron dentro del rango de no peligrosidad. Asimismo,
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Disefio responsable

Total

Ambiental

Social

Econoémico

B RP 99.95%-RC 99.96%
B RC 99.90%-RC 99.96%

RP 99.85%-RC 99.96%
HRP 99.90%-RC 99.91%
mRP 99.85%-RC 99.91%
B RP 99.85%-RC 99.86%

Puntaje, indice 1%

Figura 6. Evaluacidn de disefios para seleccién de disefio sostenible en base a indice I.

aunque los costos de inversién fueron mayores, estos siguieron siendo
inferiores a los alcanzados en otros disefios a igual pureza sin
integracion.

Para llevar a cabo una comparacién integral entre las diferentes
configuraciones, se establecié una evaluacién multicriterio considerando
tres dimensiones principales: econdmica, ambiental y social, con pesos
iguales asignados a cada una de ellas. Dentro de cada dimensién, se
jerarquizaron las subcategorias mediante comparacion por pares. En el
aspecto econémico, el costo operacional recibié la mayor ponderacién,
mientras que los costos de inversion (CTPI y CTI) fueron considerados
de forma secundaria. En el aspecto ambiental, se dio mayor importancia
a las tres areas de proteccion principales (salud humana, calidad de
ecosistemas y uso de recursos), asignando menor peso a indicadores
secundarios como GEI (Gases de Efecto Invernadero) y FWE (toxicidad
de agua fresca) ya contemplados en las 4reas mayores. En el aspecto
social, se prioriz6 el promedio del indice FEDI en rehervidores y
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condensadores, seguido de la seguridad de los intercambiadores y, en
Gltima instancia, el indice DCISI, que mostré poca variabilidad entre
configuraciones.

Los valores asignados a cada subcategoria se presentan en la Tabla 4y
los valores obtenidos mediante la metodologia LVHD se presentan en la
Tabla 5, respectivamente. Todos los indicadores fueron previamente
normalizados con base en la produccion anual de bioetanol. Los vectores
de evaluacién ponderada se normalizaron posteriormente a una misma
escala, obteniéndose asi los vectores de evaluacién ponderada
normalizados, a partir de los cuales se calcularon los indices finales (I),
cuyos resultados se presentan en la Figura 6.

Del andlisis integral, se desprende que las configuraciones con menor
recuperacién fueron mas favorables en el aspecto econémico, mientras
que aquellas con mayor recuperacién presentaron mejores resultados en
el aspecto social (seguridad). Ambientalmente, las configuraciones con
recuperaciones de 99.90 % y 99.95% fueron las mds sostenibles. La
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combinacion de estos tres componentes determiné como mejor
alternativa al disefio que opera con una pureza de salida del 91.0 %,
recuperaciones de RP 99.95 % y RC 99.96 %, y doble integracién térmica.
Este disefio responsable mostré un ahorro energético del 22.30 %
respecto al disefio de referencia, equivalente a 51 millones de kWh por
afo. El costo operacional se redujo en 15.72 %, lo que representa 5.2
millones de ddlares anuales. En términos de inversion, se obtuvo un
ahorro del 3.53 % en inversion permanente y del 1.57 % en inversion total,
correspondientes aproximadamente a 221 mil ddlares. En cuanto a la
seguridad inherente, las torres de destilacion se estimaron un 7.88 % mds
seguras, mientras que rehervidores y condensadores mostraron un
incremento del 5.49 % en su indice FEDI, aunque sin salir del rango de no
peligrosidad.

Respecto al impacto ambiental, el disefio seleccionado redujo las
emisiones de gases de efecto invernadero en 22.29 %, equivalente a una
disminucién de 11.15 toneladas de CO, eq anuales. En términos
economicos, el impacto ambiental total también disminuyé en 22.25 %,
lo que equivale a una reduccién aproximada de 4.01 millones de euros al
afo, considerando las tres dreas de proteccién principales.

Si bien este disefio presentd los mejores resultados globales, se observé
que la configuracién con recuperaciones de RP 99.90 % y RC 99.91 %
obtuvo un indice de sostenibilidad solo 1.34 % inferior. Esta cercania
evidencia la necesidad de incorporar métricas complementarias, como el
retorno de inversion (ROI) o indicadores que integren sostenibilidad de
forma estructural en su metodologia, para reducir la incertidumbre en la
toma de decisiones. No obstante, debido a que el presente trabajo se
centré exclusivamente en la etapa de purificacion, no fue factible aplicar
métricas de andlisis econdmico a nivel de proceso completo. A pesar de
esta limitacion, los resultados obtenidos permiten concluir que la pureza,
la recuperacion y la integracion energética tienen un efecto positivo
integral en el disefio de un proceso de purificacién de bioetanol,
impactando favorablemente en los aspectos econdmico, social y

ambiental.

CONCLUSIONES

La evaluacién integral del proceso de destilacion extractiva para
bioetanol mostré que la combinacién de pureza al 91.0%, recuperaciones
de 99.95% y 99.96% en la torre concentradora y en el proceso total, junto
con la doble integracion energética, representa la alternativa mds

equilibrada. Este disefio permitié reducir el consumo especifico de
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energia en mds de 22%, disminuir costos operacionales hasta en 17.6%,
y lograr reducciones de impacto ambiental cercanas al 25%, manteniendo
condiciones aceptables de seguridad inherente. Los resultados
confirman que la integraciéon sistematica de criterios técnicos,
economicos, ambientales y de seguridad fortalece el disefio responsable
y sostenible de procesos quimicos.

Asimismo, la metodologia basada en simulacién, optimizacién y analisis
multicriterio demostré ser una herramienta sélida y reproducible, capaz
de orientar decisiones de disefio en etapas tempranas con base en
indicadores cuantitativos. El estudio refuerza el potencial industrial de la
configuracién propuesta, que combina eficiencia energética, menores
emisiones y competitividad econdémica, y sienta bases para trabajos
futuros que incluyan andlisis de retorno de inversion, evaluacién con
otros solventes y extension al proceso productivo completo. En conjunto,
se confirma que la integracion de enfoques de sustentabilidad y
responsabilidad anticipatoria es clave para consolidar alternativas

viables de purificacion de bioetanol en el contexto industrial.
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Deteccion del gen de virulencia fimH en aislados clinicos de Alebsiella

pneumoniae mediante PCR-RFLP
PCR-RFLP detection of the fimH virulence gene in clinical isolates of Alebsiella pneumoniae

Gémez-Garcia, A. K.', Vega-Castillo, U.", Herndndez-Sanchez, N. F.", Beltran-Ldpez, E.", Sosa-Sillas, E. C.", Bueno-Gonzaélez, E.', Contreras-Méndez, J. A.", Leon-Sicairos, C. R2 y
Lépez-Moreno, H. S.7*
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RESUMEN

En 2024, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé su lista de patdgenos bacterianos prioritarios para la salud publica, en la cual Klebsiella
pneumoniae fue clasificada en el primer lugar dentro de la categoria de prioridad critica por su resistencia antimicrobiana. Esta clasificacion refleja
la creciente deteccion de cepas resistentes a carbapenémicos, asociadas con tasas de mortalidad intrahospitalaria superiores al 30 %, junto con la
presencia de multiples genes de virulencia codificados tanto en el cromosoma como en plasmidos. En este contexto, nuestro grupo de investigacién
inici6 el estudio de diversos genes relacionados con la virulencia y la resistencia a antimicrobianos. El objetivo del presente estudio fue detectar el
gen que codifica la adhesina fimH, componente de la fimbria tipo 1 e implicado en la formacién de biopeliculas, en aislados clinicos de K. pneumoniae.
Se analizaron diez aislados clinicos (Kp1-Kp10) y la cepa de referencia ATCC 13883, esta Ultima incluida como control positivo, mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), con confirmacion mediante digestion de restriccion con BamHI (analisis RFLP, Polimorfismo de Longitud de
Fragmentos de Restriccion). Los resultados mostraron la presencia del gen fimH en el 80% de los aislados clinicos evaluadas (8/10) y su ausencia en
las dos cepas restantes (Kp1 y Kp7). En conclusion, se identifico una alta frecuencia del gen fimH en los aislados clinicos analizadas, lo que
proporciona un avance molecular para el inicio de la caracterizacion integral de los factores de virulencia en esta bacteria de importancia critica a
nivel global.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, fimH, Virulencia bacteriana

ABSTRACT

In 2024, the World Health Organization (WHO) published its list of priority bacterial pathogens for public health, ranking Klebsiella pneumoniae first in
the critical-priority category due to its antimicrobial resistance. This classification reflects the increasing detection of carbapenem-resistant isolates
associated with in-hospital mortality rates exceeding 30%, together with the presence of multiple virulence genes encoded on both chromosomal and
plasmid DNA. In this context, our research group initiated the study of several genes associated with virulence and antimicrobial resistance.The aim
of the present study was to detect the gene encoding the FimH adhesin, a component of type 1 fimbriae implicated in biofilm formation, in clinical
isolates of K. pneumoniae. Ten clinical isolates (Kp1-Kp10) and the reference strain ATCC 13883 (used as a positive control) were analysed by
polymerase chain reaction (PCR), with confirmation by BamHI restriction digestion (restriction fragment length polymorphism, RFLP, analysis). The
results showed the presence of the fimH gene in 80% of the clinical isolates (8/10) and its absence in two isolates (Kp1 and Kp7). In conclusion, a
high frequency of the fimH gene was identified among the evaluated clinical isolates, providing a molecular basis for the broader characterisation of
virulence factors in this bacterium of global public health concern.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, fimH, Bacterial virulence
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INTRODUCCION

El género Klebsiella comprende bacilos Gram-negativos, encapsulados,
no moviles y anaerobios facultativos, pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae (Asokan et al., 2025; Huang et al., 2025). En los seres
humanos, Klebsiella puede comportarse como comensal del tracto
gastrointestinal, cavidad bucal y la nasofaringe, aunque bajo
determinadas condiciones se convierte en un patégeno oportunista
causante de infecciones sistémicas y localizadas (Asokan et al., 2025;
Huang et al., 2025; Zhu et al., 2021). Klebsiella pneumoniae es la especie
clinicamente mas relevante del género, debido a su capacidad para
causar infecciones adquiridas en la comunidad y nosocomiales,
incluyendo abscesos hepaticos, neumonia, endoftalmitis, meningitis,
infecciones urinarias y bacteriemia (Asokan et al., 2025; Bengoechea &
Sa Pessoa, 2019; Gotebiewska et al., 2019; Huang et al., 2025). La
susceptibilidad a las infecciones por K. pneumoniae es multifactorial,
resultante de la interaccién entre factores del hospedero (edad, estado
inmunitario y comorbilidades), factores ambientales (exposicién a
antibiéticos, condiciones hospitalarias) y factores del propio
microorganismo, entre las que destacan mecanismos de virulencia y
resistencia antimicrobiana (Asokan et al., 2025; Huang et al., 2025;
Schembri et al., 2005; Zhu et al., 2021).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a K. pneumoniae
entre las bacterias de prioridad critica debido a la frecuente
identificacién de aislados resistentes a carbapenémicos como imipenem
y ertapenem y a otros antimicrobianos de dltima linea como cefepima.
En México, esta bacteria se encuentra entre los principales agentes
etiolégicos de infecciones hospitalarias multirresistentes, asociandose
con una elevada morbilidad, mortalidad y costos sanitarios (Calderon-
Gonzalez et al, 2023). El surgimiento de cepas hipervirulentas y
multirresistentes, que combinan altos niveles de factores de virulencia
con resistencia antimicrobiana amplia, complica el tratamiento y
aumenta el riesgo de brotes nosocomiales (Asokan et al., 2025; J. Chen
et al., 2023; Huang et al., 2025; Zhu et al., 2021). Klebsiella pneumoniae
evade la respuesta inmune mediante varios mecanismos: produccion de
capsula, modulacién de la respuesta inflamatoria y formacién de
biopeliculas, lo que favorece su persistencia y diseminacion en entornos
clinicos (Chang et al., 2021; Wang et al., 2020). Estas estrategias
incrementan la capacidad de colonizacién y la resistencia a la
eliminacion por el hospedero (Asokan et al., 2025; T. Chen et al., 2020; Li

et al., 2024; Martin & Bachman, 2018).

Los factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae incluyen la cépsula
polisacarida, lipopolisacéridos (LPS), fimbrias (tipo 1 y tipo 3),
sideréforos y pldsmidos portadores de genes de virulencia; estas
estructuras participan en la evasién inmune, la persistencia, adhesion y
adquisicion de nutrientes, y estan asociadas con y la patogenicidad en el
hospedero (T. Chen et al., 2020; Li et al., 2024). En especifico, las
fimbrias facilitan la fijacion a superficies epiteliales del hospedero y a la
formacion de biopeliculas, procesos criticos para el establecimiento de
infecciones, o bien para su permanencia en las superficies de
dispositivos médicos (Asokan et al., 2025; Huang et al., 2025; Schembri
etal., 2005; Zhu et al., 2021).

El operdn de la fimbrias tipo 1 incluye genes funcionales como fimA
(subunidad mayor), fimF/fimG (subunidades accesorias), y genes de
ensamblaje y regulacion (fimC, fimb, fiml, fimK) (Schembri et al., 2000;
Stahlhut et al., 2009). Entre ellos, fimH codifica la adhesina de tipo lectina
FimH, que reconoce residuos de manosa en glicoproteinas del hospedero
y promueve la adhesién, la colonizacion y la formacién de biopeliculas;
estos procesos son particularmente relevantes en infecciones del tracto
urinario y en la persistencia en superficies bi6ticas y no-biéticas (Sarshar
etal., 2020; Schembri et al., 2000; Stahlhut et al., 2009). Sustituciones en
la secuencia de fimH pueden alterar la afinidad por manosa, la densidad
y morfologia fimbrial, y por tanto modular la adhesién, el tropismo y la
virulencia. Por ello, el anélisis genético de fimH contribuye a explicar
diferencias de patogenicidad entre aislados clinicos y ambientales
(Lopatto et al., 2024a; Sarshar et al., 2020; Schembri et al., 2000; Stahlhut
etal., 2009).

La caracterizacién molecular mediante PCR y posterior analisis de
polimorfismos en la longitud de fragmentos tras digestion con enzimas
de restriccion (PCR-RFLP) constituye una herramienta rapida y de bajo
costo para la deteccion de genes como fimH y para la identificacién de
patrones polimdrficos que facilitan la diferenciacion entre aislados y el
seguimiento de brotes (Chang et al., 2021; Rohit et al., 2016). No
obstante, el poder de resolucién de PCR-RFLP depende de la presencia
de sitios de restriccion discriminatorios y puede requerir confirmacion
por secuenciacién para caracterizar
detectables por RFLP.

mutaciones puntuales no

La integracion de datos genéticos con perfiles fenotipicos (resistencia
antimicrobiana, caracteristicas de virulencia) permite correlacionar
genotipos con comportamiento clinico, informacién (til para el control y
la prevencion hospitalaria (Lopatto, et al., 2024b). El andlisis de fimH

permite profundizar en los mecanismos de adhesién e invasion que
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subyacen a la persistencia de K. pneumoniae, y puede orientar el
desarrollo de estrategias anti-adhesinas complementarias a las terapias
antimicrobianas convencionales (Lopatto et al., 2024b; Sarshar et al,
2020). Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue evaluar la presencia
del gen fimH en aislados clinicos de K. pneumoniae aisladas en un
entorno hospitalario, mediante analisis in silico (alineamientos,
prediccidn de sitios de restriccion) e in vitro (PCR especifica seqguida de

confirmacion por digestién enzimatica RFLP).

MATERIALES Y METODOS

PCR-RFLP IN SILICO DEL GEN fimH

Se utilizé la secuencia nucleotidica del gen fimH de K. pneumoniae
(ndmero de acceso GenBank: FJ483600.1) como referencia para el
disefio de la estrategia de amplificacion. Los iniciadores F-fimH (5™
TGCTGCTGGGCTGGTCGATG-3') y R-fimH (5-
GGGAGGGTGACGGTGACATC-3'), previamente descritos por Yu et al.
(2006), fueron evaluados mediante el programa OligoAnalyzer (IDT,
Integrated DNA Technologies) para determinar sus caracteristicas
fisicoquimicas. La amplificacion por Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) in silico se simuld con software Serial Cloner v2.6.1, y
el andlisis de los sitios de restriccion se realizé con el software SnapGene
Viewer, empleando la herramienta bioinformatica Virtual Cutter para
predecir patrones de digestion diferenciales con diversas enzimas de

restriccion (Hernandez-Sanchez & Lopez-Moreno, 2024).

EXTRACCION DEL gDNA DE K. PNEUMONIAE

Se utilizaron diez aislados clinicos de K. pneumoniae, asi como la cepa
de referencia ATCC 13883 (como control positivo), las diez aislados
clinicos fueron denominadas “Kp” (Kp1-Kp10); 6 fueron aisladas de
urocultivo (Kp2, Kp6-Kp9), 3 de herida postoperatoria (Kp3, Kp4 y Kp5) y
1 de expectoracion (Kp10), todas obtenidas de muestras de pacientes del
Hospital General de Culiacén, Sinaloa, México, quienes en esa institucion
firmaron una carta de consentimiento informado para el uso anénimo y
con fines educativos y de investigacion de sus derivados bioldgicos,
estas cepas fueron donadas a nuestro grupo de investigacién por el Dr.
Salvador Velarde. Las cepas Kp, se cultivaron en medio Brain Heart
Infusion (BHI, BD Difco®) a 37 °C hasta alcanzar fase exponencial,
siguiendo protocolos estandar, considerando un valor de 0.5 a 600 nm.
Las biomasas se recuperaron por centrifugacién a 10,000 x g durante 15
min y el gDNA se extrajo empleando el método estandar de Aljanabi y

Martinez (1997), con ligeras modificaciones. Brevemente, las pastillas

celulares se resuspendieron en 400 pL de solucién homogeneizadora
(NaCl 400 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 2 mM pH 8.0), sequido de
la adicion de 40 pL de SDS al 20% (p/v) y 8 uL de proteinasa K (20
mg/mL). La mezcla se incubd a 60 °C durante 1 h. Posteriormente, se
adicionaron 300 pL de NaCl 6 M, se mezclé vigorosamente en vértex
durante 30 s y se centrifugd a 10,000 x g durante 30 min. El sobrenadante
se transfirié a un tubo cénico estéril tipo Eppendorf, se precipité el DNA
con un volumen equivalente de isopropanol y se incubé a 20 °C durante
1 h. El precipitado obtenido tras centrifugacion se lavé con etanol al 70%
v/v, se dej6 secar a 60 °C en un minitermobloque (Joanlab) y se
resuspendi6 en amortiguador TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0).

Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

AMPLIFICACION DEL GEN fimH MEDIANTE PCR

Las amplificaciones por PCR del gen fimH con los gDNA de la cepa de
referencia ATCC 13883y los Kps, se llevaron a cabo en un termociclador
MiniAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific)
utilizando los iniciadores F-fimH y R-fimH previamente descritos. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C
durante 5 min; 35 ciclos de 95 °C por 30's, 55 °C por 30 s y 72 °C por 1
min; seguido de una extension final a 72 °C durante 10 min. Cada
reaccion se preparé en un volumen final de 25 pL, compuesto por: 8.75
L de Master Mix (Sigma-Aldrich), 2 uL de cada iniciador (2.5 pM), 5 uL
(12 ng/pL) de gDNA como molde y 7.25 pL de agua estéril. Se incluy6 un
control negativo con agua en lugar de DNA molde. Los productos
amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% (p/v), tefiido con SYBRGold (Sigma-Aldrich), aplicando un voltaje de
80 V durante 40 min, y se documentaron bajo luz UV, utilizando la cdmara

de 12 Mp integrada en un iPhone 11 (Apple).

ANALISIS RFLP DEL GEN fimH

Con base en el andlisis in silico del producto amplificado por la PCR
simulada, se selecciond la enzima BamHI (Jena Biosciences) para
confirmar la presencia del gen fimH mediante la observacién de los
patrones de restriccion de tamafio molecular definido. Las digestiones
enzimaticas se prepararon en un volumen final de 23 pL, conteniendo 10
uL del producto de PCR, 0.3 pL de BamHI (6 Ul), 3 pL de amortiguador
10X Universal (Jena Biosciences) y agua inyectable estéril (Pisa). Las
reacciones se incubaron a 37 °C durante 2 h, al término de las cuales, se
inactivd a la enzima, sometiéndola a una temperatura de 80 °C por 5 min,

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los fragmentos
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4000  e—
2?0 zfo z4|o 3000  —
FimH AAACGATCACCGACTACGTGACCCTGCAGCGCABATCCGCCTATGGCGGTGTGCTGTCGA 2000
20 20 0 1500  m—
FimH GTTTTTCAGGCACCGTGAAATATAACGGCACCTCTTACCCGTTCCCGACCACCACGGAAA 1000
0 Ho 20 700  —
FimH CCGCGCGGGTGATTTATGATTCACGGACCGATAAACCCTGGCCAGCCGTCCTGTATCTGA 500
380 400 420 400  e—
| 1 1 — <« 337 pb
FimH CGCCGGTGAGCACTGCCGGTGGAGTGGCCATCACCGCAGGATCGTTAATCGCGGTGCTGA 300  —
“o 460 480 200 e —<— 213 pb
| | ]
FimH TCCTGCATCAGACCAACAACTACAATAGCGACTCCTTCCATTTCATCTGGAACATCTACG
500 520 540
) 1 I
FimH CCAATAACGACGTGGTGGTCCCCACCGGCGGCTGCGACGTCTCCGCCCGCGATGTCACCG 75—
FimH TCACCCTCCC

Figura 1. PCR-RFLP in silico del gen fimH de K. pneumoniae. En A), Secuencia del gen fimH de K. pneumoniae obtenida mediante una PCR simulada empleando los iniciadores especificos

reportados por (Herndndez-Sénchez & Lépez-Moreno, 2024; Yu et al., 2006), donde se muestran los 550 nucleétidos que la componen, consistentes a los 550 pb esperados en un gel de agarosa.

El sitio de restriccion de la enzima BamHI se sefiala con una bandera azul en la posicion 213 (Imagen obtenida con el software CLC Sequence Viewer 8). En B), Patrdn de restriccion simulado

del gen fimH amplificado en A, digerido con la enzima BamHI. Se muestra un gel de agarosa simulado, donde se observa la longitud de dos fragmentos de restriccion correspondientes a 337 y

213 pb (sefalados con flechas azules) generados por el corte con la enzima BamHI sobre el producto del gen fimH obtenido en la PCR in silico.

resultantes se analizaron en geles de agarosa al 2% (p/v), tefiidos con
SYBRGold a una concentracién 2 X diluido del vial original a 10000X
(Invitrogen), empleando un marcador de tamafio molecular de 100 pb.
Los perfiles de restriccién se compararon con los patrones in silico

reportados previamente (Hernandez-Sanchez & Lopez-Moreno, 2024).

RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS IN SILICO DEL GEN fimH MEDIANTE PCR-RFLP

La simulacion computacional de la PCR in silico constituye una
estrategia preliminar fundamental para la validacién del disefio
experimental de técnicas de tipificacion molecular (Veldzquez-Escobar,
2025). En este estudio se emplearon iniciadores especificos dirigidos a
regiones conservadas del gen que codifica para la adhesina FimH,
proteina localizada en la punta de la fimbria tipo 1 de K. pneumoniae, cuya

funcioén estd asociada con la adhesién dependiente de manosa a células

epiteliales y, por ende, al establecimiento de biopeliculas en superficies
tanto biolégicas como abidticas.

Los resultados del anlisis in silico indicaron la amplificacién de un
fragmento de aproximadamente 550 pb correspondiente a fimH (Figura
1A), en concordancia con los tamafios moleculares previamente
reportados para esta diana molecular en aislados clinicos y ambientales
de K. pneumoniae (Swedan & Aldakhily, 2024; Yu et al., 2006). En paralelo,
se realiz6 el andlisis de sitios de restriccion en el fragmento amplificado
mediante un panel de enzimas disponibles en bases de datos
(https://nc3.neb.com/NEBcutter/;

https://www.genscript.com/tools/restriction-enzyme-map-analysis). Al

bioinformaticas

analizar el patrén de digestion de la secuencia del gen fimH, se eligié a
la enzima BamHI dado que realiza un corte Gnico dentro del producto
amplificado en la PCR simulada para fimH (Figura 1A), generando dos

productos de diferentes longitudes entre si, uno de 213 pb y otro de 337
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pb respectivamente, tras su digestion virtual (Figura 1B). La diferencia de
longitud o tamaiio entre ambos fragmentos (124 pb) resulta suficiente
para garantizar una resolucion adecuada mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2%, lo que avala su utilizaciéon como herramienta de
tipificacion molecular por polimorfismos de longitud en fragmentos de
restriccion (RFLP).

Figura 2. Presencia del gen de fimH en los aislados clinicos de K. pneumoniae. Ocho de las
10 muestras clinicas analizadas presentan un producto (amplicdn) de 550 pb (indicado con la
flecha negra) en un gel de agarosa al 2% p/v, consistente con el amplicdn de la PCR in silico.
La distribucion de las muestras fue: 1. Marcador (Sigma-Aldrich 1 kb), 2. Kp ATCC 13884, 3.
Kp1, 4. Kp3, 5. Kp4, 6. Kp5, 7. Kp7, 8. Kp8, 9. Kp9, 10. Kp10, 11. Kp2, 12. Kp6, 13. Control
negativo, 14. gDNA ATCC 13884, en 15y 16 se incluyen alicuotas equivalentes de gDNA (al de
la cepa de referencia ATCC 13884) de los dos aislados clinicos que resultaron negativas a la
presencia del gen fimH en la PCR, correspondientes a Kp1 (15) y Kp7 (16). Resultado

representativo de 3 experimentos independientes (Yu et al., 2006).

Este enfoque resulta particularmente til para la caracterizacién de
genes asociados con virulencia en patégenos multirresistentes, dado
que integra herramientas bioinformaticas con estrategias moleculares
experimentales que permiten generar predicciones confiables antes de
la ejecucién de ensayos in vitro, disminuyendo costos y tiempo de
optimizacién metodoldgica (Asokan et al., 2025; J. Chen et al., 2023;
Lopatto et al., 2024a; Schembri et al., 2005; World Health Organization,
2024; Zhu et al., 2021). En este sentido, la integracion de herramientas
bioinformaticas y metodologias moleculares experimentales fortalece la
caracterizacion de genes asociados a factores de virulencia en K.
pneumoniae, como la adhesina de la fimbria tipo 1, analizada en este

trabajo.

DETECCION EXPERIMENTAL DEL GEN fimH MEDIANTE PCR

Una vez establecida la validez computacional, la PCR se implementd
experimentalmente en un total de 10 aislados clinicos de K. pneumoniae
(Kp1-Kp10) aisladas de contexto hospitalario, ademas se incluyé a la
cepa de referencia ATCC 13883 como control positivo, para mayor

certidumbre en nuestros analisis. Los resultados confirmaron la

amplificacién exitosa del fragmento de 550 pb en 8 de las 10 cepas Kp
evaluadas, lo que representa una prevalencia de 80% del gen fimH en la
coleccion microbiana evaluada (Figura 2). En contraste, Kp1 y Kp7 se
identificaron como negativas para la presencia de este determinante
genético, lo cual refleja un porcentaje minoritario (20%) de aislados
potencialmente portadores de variantes no fimbriales de adhesién o
mecanismos alternativos de colonizacién (Gerlach et al., 1989; Lopatto
et al., 2024a; Pourmohammad-Hosseini et al., 2023; Sarshar et al., 2020;
Stahlhut et al., 2009; World Health Organization, 2024). Estos hallazgos
concuerdan con estudios recientes que resaltan la alta frecuencia de
fimH en aislados clinicos. Swedan & Aldakhily (2024) reportaron una
prevalencia del 88.6% en aislados de K. pneumoniae provenientes de
hospitales en Jordania, incluso dentro de subpoblaciones con perfiles de
resistencia critica (Swedan & Aldakhily, 2024). La elevada prevalencia de
este gen se explica por su participacién estructural y funcional en la
biologia del patdgeno, favoreciendo la supervivencia bacteriana frente al
aclaramiento mecanico en tejidos mucosos.

En consecuencia, fimH se ha consolidado como un biomarcador
molecular robusto, cuya deteccién permite la identificaciéon de cepas
potencialmente virulentas en estudios de vigilancia epidemioldgica y
diagndstico temprano, particularmente en regiones geograficas con alta
carga de infecciones asociadas a la atencion en salud (Lopatto et al,
2024a; Pourmohammad-Hosseini et al., 2023; Schembri et al., 2000,
2005; Swedan & Aldakhily, 2024). La presencia predominante del gen en
las cepas locales analizadas en este trabajo ofrece indicios sobre

patrones conservados de virulencia en nuestra area de estudio y refuerza

la necesidad de implementar analisis rutinarios de este biomarcador en

los hospitales del pais.

ANALISIS EXPERIMENTAL DEL GEN fimH

Los productos obtenidos in vitro mediante la PCR correspondientes al
gen fimH fueron digeridos con la enzima BamHI seleccionada del analisis
in silico, obteniéndose en 7 de los aislados clinicos positivas un patron
de restriccién consistente de dos fragmentos (213 y 337 pb) resultantes
de la digestion enzimatica simulada empleando la misma enzima (Figura
3). Dicho patrén fue uniforme tanto para la cepa de referencia de K.
pneumoniae ATCC 13883, asi como para como todos los aislados
clinicos que resultaron positivas (Kp2, Kp3, Kp4, Kp5, Kp6, Kp9 y Kp10),
inesperadamente la cepa Kp8 presentd un patron ligeramente diferente
con la banda de 213 pb y una de unos 150 pb probablemente debido a un

polimorfismo de fimH en esta cepa clinica, que podria poseer mas de un
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sitio para BamHI que deberd verificarse por secuenciacion. La ausencia
de variaciones en el patrén de fragmentacion indica que el gen fimH
presenta un alto grado de conservacién genética en las cepas evaluadas,
sin polimorfismos detectables por esta técnica. Se observaron
diferencias en la intensidad de bandas entre las cepas (ej. mayor
intensidad en Kp3, Kp8 y Kp9 respecto a Kp2, Kp6 y Kp10), lo que
probablemente se deba a variaciones en la concentracién inicial de gDNA
o en la eficiencia de la amplificacion posiblemente inherente a la
variacién entre cepas, sin afectar la interpretacion de los patrones de
restriccion en general. Estos resultados coinciden con estudios recientes
que destacan la prevalencia y conservacion de fimH en K. pneumoniae,
como lo publicado por Pourmohammad-Hosseini et al. (2023), quienes
reportaron una prevalencia del 95% del gen fimH detectado en cepas de
K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos, asociando a fimH con la
colonizacion de tracto urinario y respiratorio (Pourmohammad-Hosseini
et al., 2023). Asimismo, se ha observado una correlacion entre fimH, la
capacidad de formacidn de biofilms y fenotipos multirresistentes (Li et
al., 2024). Estas evidencias apoyan la relevancia de fimH como
biomarcador de virulencia y como factor implicado en la persistencia

hospitalaria de K. pneumoniae.
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4000—
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Figura 3. RFLP del gen fimH en aislados clinicos de K. pneumoniae mediante digestién con
BamHI. Patrén de restriccion in vitro del gen fimH tratado con la enzima BamHI
correspondientes a los amplicones de PCR de cada una de los aislados clinicos de K.
pneumoniae analizadas in vitro, consistentes con la PCR-RFLP simulada (in silico) de la figura
1, visualizado en un gel de agarosa al 2%, tefiido con SYBRGold (Sigma-Aldrich), donde se
observa la longitud de dos fragmentos de restriccion (RFLP) correspondientes a 337 y 213 pb
(sealados con flechas azules). En 1. Marcador molecular 1 kb (Sigma-Aldrich), 2. Kp ATCC
13883, 3. Kp2, 4. Kp3, 5. Kp4, 6. Kp5, 7. Kp6, 8. Kp8, 9. Kp9, 10. Kp10, 11. Control negativo
(producto de PCR de fimH Kp ATCC 13883 sin enzima de digestion, flecha negra). Resultado

representativo de 3 experimentos independientes.

Estudios gendmicos a gran escala también muestran la diversidad
estructural del gen, Lopatto et al. (2024a) reportaron que >70% de los

genomas analizados compartian un alelo idéntico de fimH, mientras que

variantes especificas exhibian mayor afinidad de unién a manosa,
favoreciendo la colonizacién en contextos clinicos como infecciones
asociadas a catéteres (Lopatio et al., 2024a). Para verificar si esos
hallazgos mediados por FimH se desarrollan en nuestras cepas Kp en
estudio y analizar la posible virulencia diferencial entre ellas, se requieren
evaluaciones de estructura y funcién, iniciando con su participacién en
la adherencia e invasién in vitro e in vivo.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo confirman que fimH
es un gen altamente prevalente (80%) y conservado entre aislados
clinicos locales, con patrones de restriccion homogéneos que
concuerdan con la prediccion in silico. Esta aproximacién metodolégica
demuestra que la combinaciéon de PCR y RFLP constituye una
herramienta accesible y confiable para la caracterizacion molecular de
fimH. Futuras investigaciones que integren un mayor niimero de aislados
clinicos y andlisis de expresiéon génica permitiran profundizar en la
participacién de este gen y de otros, en la adhesidn, la resistencia

antimicrobiana y la hipervirulencia de K. pneumoniae.

CONCLUSIONES

El abordaje combinado de analisis in silico y PCR-RFLP experimental
empleando la enzima de restriccién BamHI permitié detectar el gen fimH
en 8 de 10 aislados clinicos (80%) y en la cepa de referencia K.
pneumoniae ATCC 13883. La digestion con BamHI generd patrones de
restriccion concordantes in silico e in vitro (fragmentos ~213 y ~337 pb),
lo que respalda la idoneidad de la estrategia PCR-RFLP para la deteccion
y caracterizacion preliminar de fimH en colecciones clinicas. No
obstante, la uniformidad del patrén de RFLP observado dnicamente
indica conservacion de los sitios de restriccion evaluados y no excluye la
presencia de variaciones nucleotidicas fuera de dichos sitios, ni de
mutaciones sin efecto sobre el reconocimiento de BamHI. Por tanto, si
bien los resultados sugieren un alto grado de conservacién del locus
fimH entre los aislados clinicos analizadas, esta conclusion debe
interpretarse con cautela dado el tamafio de la muestra. Por su sencillez
y bajo costo, la PCR-RFLP con BamHI constituye una herramienta atil
como cribado inicial y apoyo en estudios epidemioldgicos de K.
pneumoniae, especialmente en contextos con recursos limitados. Sin
embargo, para una caracterizacién exhaustiva y para la identificacion de
variantes alélicas con posible repercusion funcional o epidemiolégica se
recomienda complementar el andlisis con (i) secuenciacién directa de
amplicones representativos, (ii) ampliacion de la cohorte de aislados y

(iii) estudios de correlacién genotipo-fenotipo (por ejemplo, perfiles de
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resistencia antimicrobiana, pruebas de formacion de biofilm y andlisis de
expresion génica). Estas acciones permitiran validar la aplicabilidad de
fimH como marcador de vigilancia y clarificar su relacién con fenémenos

de hipervirulencia y multirresistencia.
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Produccion de peliculas comestibles a base de harina de almendra de mango

mediante la optimizacion de variables de proceso de extrusion termoplastica

Production of edible films based on mango kernel flour through optimization of thermoplastic extrusion
process variables
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RESUMEN

La semilla de mango es un subproducto con alto contenido de almiddn de limitado aprovechamiento en la industria de jugos y conservas, generando
un incremento en residuos orgdnicos que puede ser empleado en la elaboracidn de biopolimeros. El objetivo del trabajo fue determinar la combinacién
Optima de porcentaje de glicerol (%G) y velocidad de tornillo (VT) para obtener un material termoplastico adecuado en la elaboracién de una pelicula
comestible (PC) con buenas propiedades mecdnicas y de barrera. Como materia prima se utilizé harina de almendra de mango. Se empleé un disefio
central compuesto rotable con dos factores: %G=15-25 % y VT=120-220 rpm, con cinco niveles, obteniendo 13 tratamientos, para la obtencion de
material termoplastico. Las PC’s se elaboraron mediante casting y se les evaluaron indice de absorcién de agua (IAA), indice de solubilidad en agua
(ISA), permeabilidad al vapor de agua (PVA), fuerza de ruptura (FR) y permeabilidad al didxido de carbono (PCO,). La optimizacion se realizé mediante
el método numérico de deseabilidad usando metodologia de superficie de respuesta. El andlisis de regresion y varianza mostré que la mejor
combinacion de proceso fue %G=19 % y VT=150 rpm. Con estos parametros se predijeron valores de IAA: 4.17 g gel/g muestra, ISA: 17.99 %, PVA:
3.65x10-"" g-m/Pa-s'm, FR: 14.13 N y PCO,: 4.89x10-® mL-cm/h-cm?-cmHg. La PC obtenida presenta potencial para su aplicacion en frutos, lo cual
contribuiria al mantenimiento de la calidad postcosecha y extension de vida de anaquel.

Palabras clave: Almendra de mango, Optimizacion, Peliculas, PVA, PCO., Deseabilidad

ABSTRACT

Mango seed is a starch-rich by-product with limited utilization in the juice and canning industries, leading to increased organic waste generation;
however, it can be exploited for the production of biopolymers. The objective of this study was to determine the optimal combination of glycerol
concentration (%G) and screw speed (SS) to obtain a suitable thermoplastic material for the development of an edible film (EF) with favorable
mechanical and barrier properties. Mango kernel flour was used as the raw material. A rotatable central composite design with two factors was
applied: %G=15-25 % and SS=120-220 rpm, at five levels, resulting in 13 treatments for thermoplastic material production. The EF were produced by
the casting method and evaluated for water absorption index (WAI), water solubility index (WSI), water vapor permeability (WVP), breaking strength
(BS), and carbon dioxide permeability (CO,P). The optimization was carried out using the numerical desirability method employing response surface
methodology. Regression and analysis of variance indicated that the optimal processing conditions were %G=19 % and SS=150 rpm. Under these
conditions, the predicted values were: WAI: 4.17 g gel/g sample, WSI: 17.99 %, WVP: 3.65 x 10" g-m/Pa-s'm, BS: 14.13 N, and CO,P: 4.89 x 10-¢
mL-cm/h-cm?cmHg. The resulting edible film shows potential for application on fruits, contributing to the maintenance of postharvest quality and the
extension of shelf life.

KEYWORDS: Mango kernel, Optimization, Films, WVP, CO2P, Desirability
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INTRODUCCION

En los Ultimos afios, la creciente demanda de alimentos que
conserven en la mayor medida posible sus atributos sensoriales
ha impulsado mejoras continuas en las tecnologias de
procesamiento de alimentos, con el propésito de garantizar su
conservacion sin comprometer la calidad ni la vida dtil. Esto ha
favorecido una amplia investigacién sobre peliculas y
recubrimientos comestibles (Aguilar-Palazuelos et al., 2025;
Calderon-Castro et al., 2024).

Una pelicula comestible y biodegradable se define como una capa
delgada de material comestible y biodegradable que puede
formarse directamente sobre un producto alimenticio como
recubrimiento, o bien preformarse como una pelicula
independiente, la cual puede colocarse entre componentes
alimentarios o utilizarse como material de envoltura. Sus
propiedades funcionales permiten controlar la migracién de
humedad, oxigeno, didxido de carbono, aromas y lipidos;
incorporar ingredientes funcionales (por ejemplo, antioxidantes,
antimicrobianos y saborizantes) en el sistema; y/o mejorar la
resistencia mecdnica y las propiedades de manipulacion del
producto alimenticio (Jeevahan y Chandrasekaran, 2019).

Las peliculas comestibles pueden producirse mediante diferentes
técnicas, tales como inmersioén (dipping), aspersion (spraying),
colado (casting) y extrusion. El método de inmersién consiste en
sumergir el alimento en la solucién formadora de pelicula durante
un periodo especifico, seguido de una etapa de secado (Guzman
et al., 2015). Las peliculas generadas por aspersion se aplican
como capas mas delgadas y uniformes en comparacién con la
inmersion, siendo este método mas adecuado cuando se busca
proteger el alimento o aplicar miltiples capas de recubrimiento
(Solis-Rivera, 2016). El método de casting es el mas empleado, y
puede realizarse controlando el espesor de la pelicula o
simplemente vertiendo la solucion formadora sobre una placa o
molde; este procedimiento requiere colocar la solucién en
recipientes nivelados antes del secado (Borbolla-Jiménez et al.,

2023).
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El proceso de extrusion, como método para la produccién de
peliculas comestibles, presenta la limitante del espesor
relativamente elevado del material obtenido, lo que lo hace poco
adecuado como pelicula comestible tradicional y mas apropiado
como material de empaque; ademas, su manipulacién puede
resultar mas compleja. Sin embargo, la extrusién puede utilizarse
para modificar la matriz de almidén destinada a aplicaciones de
recubrimiento, mejorando las propiedades filmégenas y el
desempefio en su aplicacion (Calderon-Castro et al., 2018).

La semilla de mango es un subproducto subutilizado generado
por las industrias procesadoras de jugos y frutas en conserva;
comunmente se desecha, contribuyendo al incremento en el
volumen de residuos orgdnicos (Sanchez-Chilero et al., 2025). La
semilla de mango puede ser una fuente potencial de ingredientes
funcionales debido a su contenido de grasas y proteinas de buena
calidad. Aunque el contenido proteico es relativamente bajo,
contiene la mayoria de los aminodacidos esenciales, destacando
leucina, valina y lisina (Chaparro-Acufa et al., 2015).

El componente principal de la semilla de mango es el almidén
(aproximadamente 60 %), seguido de lipidos (9-13 %) y proteinas

(6-9 %). Estos compuestos se encuentran entre los biopolimeros

mas utilizados para el desarrollo de peliculas comestibles debido
a sus buenas propiedades de barrera; no obstante, presentan
limitaciones bajo ciertas condiciones de humedad relativa. Para
mejorar la hidrofobicidad, se han incorporado lipidos en algunas
formulaciones, obteniendo resultados favorables (Gomez-Caturla
et al., 2022). El almidén de semilla de mango se ha utilizado para
el desarrollo de peliculas comestibles tanto de forma aislada
como combinado con gomas (Nawab et al., 2016, 2017), asi como
reforzado con nanocristales de almidén (Silva et al., 2019).

El objetivo de este estudio fue identificar la combinacién 6ptima
de porcentaje de glicerol y velocidad de tornillo para obtener un
material termoplastico adecuado para el desarrollo de una
pelicula comestible con buenas propiedades mecanicas y de

barrera.
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MATERIALES Y METODOS

Las semillas de mango fueron utilizadas como materia prima,
obtenidas de la planta deshidratadora de mango DAMAYA
ubicada en El Saladito, Elota, Sinaloa, México. Las semillas se
lavaron para eliminar la pulpa residual, se abrieron manualmente
con un cuchillo para extraer las almendras, y se sometieron a
secado solar durante 24 h. Posteriormente, las almendras secas
se molieron utilizando un molino de martillos para obtener harina
de almendra de mango, la cual fue envasada en bolsas de

polietileno y almacenada a 4 °C hasta su uso.

PREPARACION DE PELICULAS COMESTIBLES

La elaboracién de las peliculas comestibles se llevd a cabo en dos
etapas. La primera consistié en la extrusiéon de la harina de
almendra de mango para permitir la gelatinizacién del almidén y
promover la formacién de una red polimérica adecuada para la
estructura de la pelicula. La segunda etapa implicé el moldeo por

vertido (casting).

EXTRUSION DE LA HARINA DE ALMENDRA DE MANGO

Para el proceso de extrusion, 250 g de harina de almendra de
mango se mezclaron con glicerol (%G=15-25 %) y agua para
alcanzar un contenido final de humedad del 20 %. La mezcla se
dejé en reposo durante 12 h a 4 °C para asegurar una distribucién
uniforme de humedad en toda la muestra. Posteriormente, el
material fue temperado durante 1 h previo a la extrusion, con el
fin de evitar la adherencia al barril del extrusor. La temperatura de
extrusion se mantuvo constante en 89 °C, mientras que la
velocidad del tornillo (VT) se vari6 de 120 a 220 rpm (Tabla 1). El
extrudido obtenido de cada tratamiento fue colectado en
recipientes cilindricos con agua (relacién 1:4) para evitar la
retrogradacion. Este material fue empleado posteriormente para

la elaboracién de las peliculas comestibles.

FORMACION DE LAS PELICULAS
Las peliculas comestibles se produjeron mediante el método de
moldeo por vertido. Una formulacién compuesta por harina de

almendra de mango extrudida y agua fue calentada en una placa
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calefactora hasta alcanzar 70 °C. Luego, se vertieron 30 g de la
formulacién en cajas Petri y se secaron en una estufa a 45 °C
durante 2 h. Una vez secas, las peliculas se retiraron del molde y
se almacenaron en un desecador con una solucién saturada de
Mg(NO,), 6H,0 (JT Baker®, Center Valley, EUA) para mantener
una humedad relativa del 53 %. Posteriormente, las peliculas
comestibles fueron sometidas a andlisis fisicoquimicos,

mecanicos y estructurales.

INDICE DE ABSORCION DE AGUA (IAA) / INDICE DE SOLUBILIDAD
EN AGUA (ISA)

El IAA se determiné de acuerdo con la metodologia descrita por
Ngobese et al. (2017). Una porcidn de 2 g de pelicula comestible
se pes6 en un tubo de centrifuga de polipropileno (W,). Se
afiadieron 10 mL de agua desionizada y se agit6 la suspension.
La mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente durante 2 h y
posteriormente se centrifugd a 3500 x g durante 30 min. El
sobrenadante fue decantado y el residuo remanente se pesé (W,).
El 1AA se calculd utilizando la ecuacién 1:

Wi -W,
Peso de la muestra

IAA = X100 (1)

El sobrenadante se decanté y se transfiri6 a una cépsula de
aluminio previamente pesada, posteriormente se sec6 a 100 °C
durante 4 horas y se pes6 nuevamente (W,). El ISA se calcul6
utilizando la ecuacién 2:

ISA = We

" Peso de la muestra

X100 (2

Las pruebas se realizaron por triplicado tanto para el IAA como

para el ISA.

PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)

La PVA se determind gravimétricamente a 25 °C segun la
metodologia descrita por Fitch-Vargas et al. (2016). Se utilizé
cloruro de calcio granular como desecante. Se emplearon
muestras de pelicula con un espesor aproximado de 50 pm. Se

registrd el didametro de los recipientes y se afiadieron 15 g de
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Tabla 1. Disefio experimental con los valores de las variables de proceso (%G y VT) y los resultados de las variables de respuesta evaluadas

Variables de proceso Variables de respuesta

Tratamiento %G VT 1AA ISA PVA FR PCO,

1 16.5 135 3.75 17.21 3.74E-11 10.83 8.86E-06
2 23.5 135 473 19.89 3.74E-11 8.22 6.03E-06
3 16.5 205 5.11 19.71 3.54E-11 9.73 7.76E-06
4 23.5 205 3.91 16.68 4.71E11 6.69 2.06E-06
5 15 170 4.33 19.26 3.91E-11 14.66 1.05E-05
6 25 170 413 18.85 4.65E-11 8.66 5.85E-06
7 20 120 4.00 17.20 3.83E-11 7.94 6.27E-06
8 20 220 4.92 16.66 3.81E-11 7.59 4.48E-06
9 20 170 4.28 18.19 3.74E-11 14.35 2.72E-06
10 20 170 4.48 18.56 3.66E-11 15.23 3.95E-06
1 20 170 4.40 18.40 3.53E-11 15.08 3.39E-06
12 20 170 4.44 17.95 3.82E-11 14.71 3.526E-06
13 20 170 4.35 18.07 3.65E-11 14.59 3.15E-06

%G = Porcentaje de glicerol (%); VT = Velocidad de tornillo (rpm); IAA = indice de absorcién de agua (g gel/g muestra); ISA = indice de solubilidad en agua (%); PVA =
Permeabilidad al vapor de agua (g'm/Pa-s‘m); FR = Fuerza de ruptura (N); PCO, = Permeabilidad al CO, (mL-cm/h-cm?-cmHg

cloruro de calcio granular a cada uno. Las muestras de pelicula  Posteriormente, los recipientes con las peliculas montadas se
se colocaron sobre el borde superior de cada recipiente, se  colocaron en un desecador que contenia una solucién saturada
sellaron con Parafilm®, y se registré el peso total. de cloruro de sodio, proporcionando una humedad relativa del 75

%. La ganancia de masa del cloruro de calcio se registr6 cada 12
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horas durante 4 dias, utilizando cinco réplicas. Con los datos
obtenidos se construyé una grafica de ganancia de peso en
funcién del tiempo y de la masa, a partir de la cual se determiné
la pendiente (Mp/t) (ASTM Estandar E96-95).

La PVA se determiné a partir del valor de la pendiente utilizando

la ecuacion 3:

(Mp)(E) (3)
(A)(®)(4p)

PVA =

Donde: Mp: masa de humedad absorbida (g); E: espesor de la
pelicula (m); A: drea de superficie expuesta de la pelicula (m?); t:
tiempo (s); Ap: diferencia de presion a través de la pelicula (Pa).

La prueba de la determinacion de PVA fue realizada por triplicado.

FUERZA DE RUPTURA (FR)

La FR de las peliculas se evalu siguiendo la metodologia
reportada por Calderdn-Castro et al. (2018), utilizando un
analizador universal de textura (INSTRON 3342, Norwood, MA,
USA). Se registré la fuerza maxima requerida para romper las
peliculas. Se analizaron veinte réplicas de cada muestra y los
resultados se expresaron en newtons (N). La prueba fue realizada

en 15 muestras y se reporté un promedio.

PERMEABILIDAD AL DIOXIDO DE CARBONO (PCO,)

Para determinar la permeabilidad al CO, se empleé el método
reportado por Calderdn-Castro (2019), utilizando cal sodada y
cloruro de calcio como agentes desecantes, dispuestos en
recipientes de vidrio que fueron sellados con las muestras de
pelicula y colocados en un desecador saturado con CO,. Las
muestras fueron pesadas cada 2 h durante 48 h, registrandose los
valores de masa para construir una regresion lineal y obtener la
pendiente. Esta pendiente se utilizé para calcular la transmision
de CO, através de la muestra de pelicula dividiéndola entre el area
expuesta. Finalmente, el valor de PCO, se determin utilizando la

ecuacion 4:

PCO, = % xE (4)
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Donde: PCO,: permeabilidad al CO,; Tr: transmisién de CO,; p:
presion del desecador (76 cm Hg); E: espesor medio de la

pelicula. La prueba de PCO; fue realizada por triplicado.

OPTIMIZACION

La optimizacion de la formulacion de la pelicula comestible se
llevé a cabo mediante la Metodologia de Superficie de Respuesta
(MSR) utilizando el método numérico de deseabilidad. El objetivo
fue determinar la mejor combinacion de variables (%G y VT) para
producir una pelicula comestible a base de harina de almendra de
mango con los valores mas bajos posibles de IAA, ISA, PVA 'y

PCO,, junto con los valores mas altos de FR.

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS DE DATOS

Se aplicé un Disefio Compuesto Central Rotable (DCCR) con dos
factores [porcentaje de glicerol (%G) = 15-25 %; velocidad de
tornillo (VT) =
evaluadas fueron IAA, ISA, PVA, FRy PCO.. El objetivo fue obtener
los valores mds bajos posibles para IAA, ISA, PVA y PCO,,

120-220 rpm). Las variables de respuesta

maximizando al mismo tiempo FR.

Los datos experimentales de cada respuesta se sometieron a
ANOVA y andlisis de regresion lineal para obtener los modelos
matematicos y generar los graficos de contorno y superficies de

respuesta mediante el software Design-Expert version 7.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 1 presenta las diferentes combinaciones de variables de
proceso para la produccién de peliculas comestibles a partir de
harina de almendra de mango, junto con los valores
experimentales de las variables de respuesta obtenidos para cada
combinacion.

De manera similar, la Tabla 2 muestra el andlisis de varianza y los
modelos estadisticos para las respuestas IAA, ISA, PVA, FR y
PCO,. Los datos revelaron un modelo de regresion significativo
con valores de R? ajustado = 0.8505, coeficiente de variacion (CV)

< 14.83 %, valores de p en la prueba F < 0.01 y sin falta de ajuste
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Tabla 2. Analisis de varianza (ANOVA) y modelo estadistico de las variables evaluadas (IAA, ISA, PVA, FR, PCO,) en peliculas comestibles elaboradas a partir de harina
de almendra de mango mediante el proceso de extrusion-moldeo (extrusion-casting)

Coeficiente 1AA ISA PVA FR PCO:
Intercepto
Bo 437 18.23 3.8708x10™ 14.79 3.348x10°¢
Lineal
B1 -0.062Ns -0.11N8 2.766x1012%*+* -1.77%%% -1.897x10°6%**
B2 0.23%** -0.18** 9.299x1013NS -0.39N8 -9.493x107***
Interaccion
B1B2 -0.55%** -1.43%%* 2.911x1012%** NS NS
Cuadratico
B3 NS 0.57%** 2.643x1012%*+* -1.78%%* 2.271x105%**
B3 NS -0.56%** NS -3.72%%* 8.609x107**
P,odelo <0.0001 <0.0001 0.0005 <0.0001 <0.0001
R? 0.9140 0.9602 0.9003 0.9742 0.9381
Rﬁjusmda 0.8853 039317 0.8505 0.9613 0.9071
CV (%) 0.44 2.51 3.74 5.85 14.83
Falta de ajuste 0.0927 0.3111 0.2087 0.0569 0.076

*Significativo (p = 0.05-0.10); **Significativo (p = 0.01-0.05); **Significativo (p < 0.01); NS = No significativo. B, = Intercepto; Lineal: B, = Contenido de glicerol (%G), B,
= Velocidad de tornillo (VT); Interaccién: B,B, = %G-VT; Cuadratico: B,2 = (%G)?, B, = (VT)?

MODELOS DE PREDICCION

INDICE DE ABSORCION DE AGUA (IAA)

La capacidad de absorcién de agua se refiere a la cantidad de
agua retenida por el almidén. Las propiedades de absorcion de
agua en peliculas comestibles a base de almidén son
indeseables, ya que inducen cambios en las propiedades
funcionales y estructurales del material (Calderon-Castro, 2019).
La Figura 1A ilustra el efecto del %G y la VT sobre el IAA de las
peliculas comestibles. En dicha figura, los valores mds bajos de
IAA se observaron con bajos %G combinados con bajas VT, asi
como con altos %G combinados con alta VT. Los valores
oscilaron entre 3.75y 5.11 %.

El modelo de regresion para el IAA de peliculas comestibles

elaboradas a partir de harina de almendra de mango fue (5):
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TAA = 4+4.37 — 0.62 * %G + 0.23 *VT — 0.55 = %G *
VT (5)

El modelo de regresion explicé el 91.40 % de la variacion total en
los valores de IAA (p < 0.0001). Tanto el término lineal de VT como
la interaccion entre %G y VT (%G x VT) tuvieron un efecto
significativo (p = 0.0008 y p < 0.0001, respectivamente) sobre el
IAA de las peliculas comestibles. El modelo matematico no
presento falta de ajuste (p = 0.0927), obtuvo un R2 mayor a 0.8 y
un coeficiente de variacién (CV) inferior al 10 %, lo que indica que
el modelo es adecuado y reproducible.

El glicerol es una molécula de bajo peso molecular y altamente
higroscépica, lo que aumenta su efectividad como plastificante

en comparacion con otras moléculas como el sorbitol. En este
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Figura 1. Graficos de superficie de respuesta que muestran el efecto de los factores (%G y VT) sobre las variables de respuesta: (A) indice de Absorcién en Agua, (B)
indice de Solubilidad en Agua, (C) Permeabilidad al Vapor de Aqua, (D) Fuerza de Ruptura y (E) Permeabilidad al CO, en peliculas comestibles elaboradas con harina de

almendra de mango

estudio, se observé que incrementar el %G manteniendo una VT
baja conllevé a valores mas altos de IAA, al igual que mantener
un %G bajo con una VT elevada. Este comportamiento puede
atribuirse al esfuerzo mecdnico y de corte ejercido por el tornillo
del extrusor, que promueve la gelatinizacion del almidén y la
desnaturalizacién de proteinas, permitiendo la incorporacion de
agua al granulo de almidén, favorecida por la afinidad del glicerol
hacia el agua. No obstante, la zona de interés (valores bajos de
IAA) se observé tanto con bajos valores de VT como de %G.
Adicionalmente, altas concentraciones de glicerol actiian como

lubricante, protegiendo al almidén de una degradacion excesiva
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por fuerzas de corte durante la extrusion (Calderon-Castro et al.,
2018).

INDICE DE SOLUBILIDAD EN AGUA (ISA)

Se observo un efecto significativo de la interaccion entre %G y VT
(%G x VT) (p < 0.0001), asi como de los términos cuadraticos de
%G y VT (p < 0.01) sobre el ISA. El modelo de regresién para ISA
fue de naturaleza cuadratica y presentd las siguientes

expresiones (6):

ISA=+1823 —0.11 * %G —0.18 * VT —1.43 * %G *
VT 4+0.51 * %G% —0.56 * VT2 (6)
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El modelo de regresion para el ISA de las peliculas comestibles
explic el 96.02% de la variacion total (p < 0.0001) en los valores
obtenidos del ISA. La Figura 1B ilustra la relacién entre el %G y la
VT sobre el ISA de las peliculas comestibles. Se observé un
comportamiento similar al encontrado para el IAA, con dos zonas
de valores minimos de ISA: una en bajo %G y baja VT, y otra en
alto %G y alta VT. Los valores de ISA oscilaron entre 16.66 y 19.89
%. El modelo matematico para ISA no present6 falta de ajuste (p
= 0.3111), con un R? ajustado de 0.9317 y un coeficiente de
variacion (CV) inferior al 10 % (CV = 1.53 %), lo que indica que el
modelo es adecuado y reproducible.

Se observa un efecto de interaccion de la velocidad del tornillo
con el contenido de glicerol; a bajos contenidos de glicerol se
present6 un incremento del ISA al incrementar VT; sin embargo, a
altos %G se observéd una disminucion del ISA al incrementar VT,
un incremento en ISA en materiales extrudidos, elaborados a
partir de almidén, se debe principalmente a un incremento en la
modificacion de la estructura del almidén provocada por
procesos de gelatinizacién y/o dextrinizacién, lo cual en el
presente trabajo se vio favorecido a altas VT y bajos %G, sin
embargo, al incrementar el %G, suceden 2 cosas: primero un
incremento en ISA debido a que el glicerol es soluble en agua,
esto observado principalmente a bajos VT. Por otro lado, el
exceso de glicerol no permite que haya una modificacion del
granulo de almidén impidiendo ser gelatinizado disminuyendo asi
su solubilidad lo cual se ve favorecido al incrementar VT ya que
esto reduce el tiempo de residencia y con ello la modificacion del
almidén (Wang et al., 2024).

La solubilidad en agua es un pardmetro clave para materiales
biodegradables elaborados a partir de biopolimeros sensibles al
agua. Las aplicaciones potenciales de peliculas basadas en
almidén pueden requerir insolubilidad en agua para mejorar la
integridad del producto y la resistencia a la humedad en
materiales de empaque biodegradables. El glicerol reduce las
interacciones entre las moléculas del polimero e incrementa su
solubilidad, otorgando a las cadenas poliméricas mayor afinidad

por el agua. En este estudio, el aumento del %G condujo a
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mayores valores de ISA, probablemente debido a la interaccion
del glicerol con la matriz polimérica, lo cual incrementa el
espaciamiento entre cadenas y facilita la difusion de agua,
elevando asi los valores de ISA (Fitch-Vargas et al., 2016).
Vazquez-Ontiveros (2021) reporté un incremento en la solubilidad
con mayor contenido de glicerol en peliculas comestibles a base
de almidén, atribuyendo este comportamiento a la naturaleza
hidrofilica del glicerol y su interaccion con el almidén. Saberi et
al. (2016) sefialaron que un mayor %G aumento la solubilidad de
peliculas comestibles elaboradas con almidén de chicharo y
goma guar, debido a la disminucién de la densidad de la red
polimérica causada por la ruptura de puentes de hidrégeno.

El indice de solubilidad depende del origen del almidén y de la
sustitucién de grupos funcionales si el almidon es modificado
(Basiak et al., 2017). Calderén-Castro et al. (2018) reportaron que
mayores temperaturas de extrusién combinadas con bajo
contenido de glicerol incrementaron la solubilidad de peliculas
comestibles a base de almiddn de maiz, observandose los valores
mads bajos de solubilidad con alto contenido de glicerol y bajas
temperaturas de extrusion. Dichos autores atribuyeron el
aumento de solubilidad a la gelatinizacién del almidén, lo cual
interrumpe la estructura granular e incrementa la absorcion y
solubilidad; mientras que un alto contenido de glicerol actué
como lubricante, manteniendo la integridad de los granulos y
reduciendo la severidad del proceso. En el presente estudio se
observé un efecto opuesto del contenido de glicerol: el ISA
incrementd con mayor %G, pero cuando la VT también aumento,
el ISA disminuy6, probablemente debido al efecto lubricante y
protector del glicerol frente al esfuerzo mecénico inducido por

una alta VT.

PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA (PVA)

El término lineal del %G tuvo un efecto significativo (p < 0.01)
sobre la PVA de las peliculas comestibles. De manera similar, la
interaccion entre %G y VT (%G x VT), asi como el término
cuadratico del %G (%G?), mostraron efectos significativos (p <

0.01) sobre la PVA. El término lineal de VT no mostré un efecto

53


https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

Aguilar-Palazuelos et a/

- &
OQuiBio
QJ @ >oax 4

¥

significativo (p > 0.1) sobre la PVA; sin embargo, se mantuvo en
el modelo de regresion para mejorar el ajuste a los valores
observados. El modelo de regresion para la PVA de las peliculas
comestibles fue de naturaleza cuadrdtica y present6 las

siguientes expresiones (7):

PVA = +3.708E — 011 + 2.766E — 012 * %G + 9.299E —
013 *VT 4+ 2911E — 012 *%G * VT + 2.643E — 012 *
%G> (7)

El modelo de regresion para PVA de las peliculas comestibles
explicé el 90.03 % de la variacion total (p = 0.0005) en los valores
de PVA. La Figura 1C muestra la relacion entre el %G y la VT sobre
la PVA de las peliculas comestibles. En dicha figura, los valores
mds bajos de PVA se observaron con un %G aproximadamente
entre 17-22 %, independientemente de la VT dentro del intervalo
evaluado (120-220 rpm). Los valores de PVA variaron de 3.53 x
10-"" a 4.71 x 10-"" g'm/Pa-s'm. El modelo matematico presentd
un coeficiente de variacién (CV) de 3.74 %, un R? ajustado de
0.8505 y ausencia de falta de ajuste (p = 0.2087), lo que indica
que el modelo es adecuado y reproducible.

La PVA mide la difusién de moléculas a través de la seccion
transversal de la pelicula y proporciona una estimacion de sus
propiedades barrera. En productos alimentarios, la transferencia
de humedad debe minimizarse para controlar |la pérdida de agua
hacia el entorno, de modo que valores bajos de PVA son
deseables. Sin embargo, la PVA de las peliculas comestibles esta
influenciada por diversos factores, incluyendo la naturaleza del
material formador de pelicula, el tipo de plastificante, los aditivos
y el proceso de elaboracién de la pelicula (Torres-Ledn et al.,
2018). La Figura 1C muestra que un incremento en %G aumenta
la PVA, comportamiento también reportado por Vazquez-
Ontiveros (2021) y Calderdén-Castro et al. (2018) en peliculas
comestibles a base de almidén de maiz obtenidas por extrusion-
moldeo, asi como por Nawab et al. (2016) en peliculas elaboradas
con almidén de semilla de mango. Este comportamiento puede
explicarse debido a que el glicerol es una molécula de bajo peso

molecular y altamente higroscépica, lo cual incrementa su
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efectividad como plastificante en comparacion con moléculas
como el sorbitol. Por tanto, mayores contenidos de %G conducen
a un incremento en el contenido de humedad de la pelicula, y
mediante el efecto plastificante, aumentan el volumen libre y la
movilidad de las cadenas, reduciendo la rigidez y mejorando el
movimiento molecular, permitiendo una mayor difusién de vapor
de agua a través de la estructura de la pelicula (Nawab et al.,
2016).

Por otro lado, en el presente estudio, los valores de PVA
incrementaron al incrementar la VT cuando se utilizaron %G altos.
Una velocidad de tornillo mas alta mejora la interaccion y la
mezcla del almidén y el glicerol. Esto conduce a una matriz
polimérica mas homogénea y compacta, sin embargo, en el punto
de mayor %G gener6 una plastificacion excesiva provocado una
red polimérica con espacios grandes y una gran cantidad de
grupos [OH] expuestos lo cual provocé una mayor afinidad con el
agua incrementando los valores de PVA. Mientras que a bajos %G
y alta VT la PVA disminuy6 pudiendo en este caso a que al
presentar bajo %G este fue integrado de mejor manera y de forma
homogénea en la matriz formando una red compacta entre el
plastificante y los componentes de la pelicula lo que hizo que
hubiera menos espacios por donde pudiera permear el vapor de

agua a través de la pelicula (Huntrakul et al., 2020).

FUERZA DE RUPTURA (FR)

El término lineal del %G tuvo un efecto significativo (p < 0.0001)
sobre la FR de las peliculas comestibles. De manera similar, los
términos cuadréticos de %G (%G2) y VT (VT2) mostraron efectos
significativos (p < 0.01) dentro del modelo. El término lineal de VT
no presentd un efecto significativo (p > 0.1) sobre la FR; sin
embargo, se mantuvo en el modelo matematico para mejorar el
ajuste a los valores observados. El modelo de regresion para la
FR de las peliculas comestibles elaboradas con harina de
almendra de mango fue de tipo cuadratico y presentd las
siguientes expresiones (8):

FR = +14.79 — 1.77 * %G — 0.39 * VT — 1.78 * %G? —
3.72 x VT? (8)
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El modelo de regresion para la FR de las peliculas comestibles
explicé el 97.42 % de la variacion total (p < 0.0001) en los valores
de FR. La Figura 1D ilustra la relacién entre %G y VT sobre la FR
de las peliculas comestibles. En dicha figura se observa que los
valores mds altos de FR se obtuvieron a bajos e intermedios
contenidos de %G (15-21 %) y velocidades de tornillo intermedias
(160-180 rpm). Los valores de FR oscilaron entre 6.69 y 15.23 N.
Este modelo matemético se considera adecuado y reproducible,
ya que present6 un coeficiente de variacién (CV) de 5.85 %, un R?
ajustado de 0.9613 y ausencia de falta de ajuste (p = 0.0569).
Fitch-Vargas et al. (2016) produjeron peliculas comestibles a
base de almidén de maiz, variando la temperatura de extrusion, la
proporcion de plastificante (sorbitol:glicerol) y la velocidad de
tornillo. Reportaron que la velocidad de tornillo no tuvo un efecto
significativo sobre la FR; sin embargo, en el presente estudio la
VT mostré un efecto significativo sobre los valores de FR. Esta
diferencia podria atribuirse al intervalo de VT empleado, ya que la
velocidad maxima utilizada en el estudio de Fitch-Vargas et al.
(2016) fue menor que la minima utilizada en el presente trabajo.
Adicionalmente, las diferencias pueden deberse a la presencia de
otros componentes en el material, ya que este estudio se realizé
empleando harina integral de almendra de mango.
Calderon-Castro et al. (2018) prepararon peliculas comestibles a
base de almidon de maiz y reportaron una disminucion en la FR
con el incremento del contenido de glicerol a una velocidad de
tornillo intermedia de 170 rpm. Un comportamiento similar fue
reportado por Farahnaky et al. (2013) para peliculas de almidén
de trigo indicando que las peliculas se vuelven mas fragiles a
concentraciones elevadas de glicerol. En el presente estudio, la
FR también disminuyd con el aumento de glicerol, probablemente
debido al efecto plastificante del mismo sobre el almiddn, ya que
puede penetrar los granulos de almidén y alterar los enlaces de
hidrégeno internos bajo condiciones de alta temperatura, presion
y cizalla, debido a su polaridad y reducido tamafio molecular
(Calderén-Castro et al., 2018).

Al analizar el efecto de la VT sobre los valores de FR (Figura 1D)

podemos observar que conforme se aumenta la VT también
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aumenta el valor de FR; sin embargo, al llegar a VT altas la FR
disminuye. Esto puede deberse a que, a mayor velocidad del
tornillo, la energia de cizallamiento y la tasa de produccion
aumentan, pero el tiempo de residencia disminuye. Esto puede
resultar en una menor gelatinizacién del almidén y una mezcla
menos homogénea si el tiempo es insuficiente. Una mezcla
heterogénea o una plastificacién incompleta tienden a producir
peliculas mas fragiles, lo que se traduce en una menor fuerza de
ruptura o resistencia a la traccién.

Una mayor velocidad de rotacién del tornillo generalmente
incrementa la fuerza de cizalla y la disipacién de energia
mecanica, lo que a su vez eleva la temperatura del material dentro
del extrusor. Este aumento de temperatura y cizalla puede
mejorar la gelatinizacion del almidén y la mezcla con el glicerol
(plastificante), creando una matriz polimérica mas homogénea y
compacta. Como resultado, las peliculas pueden presentar una
mayor fuerza de ruptura (resistencia a la traccién), ya que la
estructura molecular estd mejor interconectada. Sin embargo,
velocidades excesivamente altas pueden degradar los
componentes del material (especialmente proteinas y almidén)
debido al exceso de calor y estrés mecdnico, lo que podria llevar
a una disminucién de la fuerza de ruptura y otras propiedades
mecanicas si la integridad de la cadena polimérica se ve
comprometida. Por otro lado, velocidades de tornillo muy bajas
pueden resultar en una mezcla incompleta, una gelatinizacién
deficiente y una matriz heterogénea, lo que también afectaria
negativamente a la fuerza de ruptura de la pelicula final (Bangar

etal., 2021).

PERMEABILIDAD AL DIOXIDO DE CARBONO (PCO,)

Los términos lineales de %G y VT tuvieron efectos significativos
(p < 0.01) sobre la PCO, de las peliculas comestibles. Asimismo,
los términos cuadrdticos de %G (%G2) y VT (VT?) mostraron
efectos significativos (p < 0.0001 y p < 0.05, respectivamente)
sobre la PCO,. El modelo de regresion para la PCO, de las

peliculas comestibles formuladas con harina de almendra de
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mango fue de naturaleza cuadratica y presenté las siguientes

expresiones (9):

PCO, = +3.348E — 006 — 1.897E — 006 * %G — 9.493E —
007 VT + 2.271E — 006 * %G? + 8.609E007 = VT?

©)

El modelo de regresion para la PCO, explicd el 93.81 % de la
variacion total (p < 0.0001) en los valores de PCO,. La Figura 1E
ilustra la relacién entre %G y VT sobre la PCO, de las peliculas
comestibles. En ella se observa que los valores mds bajos de
PCO, se presentan en un intervalo de %G aproximadamente entre
20-23 % y velocidades de tornillo intermedias a altas (160-220
rpm). Los valores de PCO, oscilaron entre 2.05x 10-¢y 1.05x 10-°
mL-cm/h-cm?-cmHg.  El
coeficiente de variacion (CV) de 14.83 %, un R ajustado de 0.9071

y ausencia de falta de ajuste (p = 0.0761). El valor de CV mayor al

modelo matematico presentd un

10 % pudiera deberse a la metodologia empleada y al nimero de
muestra utilizada, asi como a la naturaleza y la homogeneidad de
los componentes de la pelicula.

La naturaleza del polimero —como su estructura quimica,
cristalinidad, longitud de cadena, densidad, peso molecular y
grado de polimerizacién— son factores clave que afectan la
difusién de gases. El desarrollo de peliculas biodegradables con
permeabilidad selectiva a gases puede ser altamente prometedor
para controlar el intercambio respiratorio y mejorar la
conservacion de alimentos frescos o minimamente procesados
susceptibles a la oxidacion. La atmdsfera modificada generada
por el recubrimiento retiene fisicamente CO, dentro del fruto o
vegetal y sella parcialmente los poros, reduciendo |a velocidad de
intercambio y transferencia de gases (Calderon-Castro, 2019).
Calderon-Castro (2019) desarroll6 peliculas comestibles basadas
en almidén modificado mediante acetilacion y succinatacién, y
reporté que el aumento en el contenido de glicerol en la
formulacién disminuy6 la PCO,. Este efecto fue atribuido a que el
glicerol incrementa el volumen libre dentro de la matriz polimérica
al reducir las fuerzas intermoleculares, facilitando asi la difusion

del gas a través de la pelicula, ya que la permeabilidad depende
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en gran medida de la interaccion entre el gas permeante y la
matriz polimérica. En el presente estudio, los valores mas bajos

de PCO, se encontraron en valores intermedios de %G y VT.

OPTIMIZACION Y VALIDACION

El grafico de deseabilidad global (D) (Figura 2) muestra los
valores maximos predichos de D en la zona roja para cada
respuesta (IAA, ISA, PVA, FR, PCO,), de donde se seleccion6 un
valor éptimo (D = 0.73), correspondiente a las condiciones de %G
y VT que resultaron en valores minimos de IAA, ISA, PVA 'y PCO,,
y valores maximos de FR. Los valores de deseabilidad individual
para cada respuesta asociados con el D maximo seleccionado
fueron: dIAA=0.69, dISA = 0.59, dWVP = 0.90, dFR = 0.87, dPCO,
= 0.67 (Figura 3). Las variables del proceso asociadas con la
maxima deseabilidad global fueron: %G =19 %y VT = 150 rpm. La
deseabilidad global (D) obtenida en este estudio se encuentra
dentro del rango aceptable (0.6 < D < 0.8), de acuerdo con De la

Vara y Dominguez (2002).

Deseabilidad Global

)
=)
o
X)
»

_ 489
= .
o
=
o 187.68
%
[
2 0.611)
o 170.00] [5=073; %G=19% vi=150 rpm
T IAA= 4.17 g gellg muestra
o ISA=17.99 %
g PVA=3.65E-11 g*m*Pa-1*s-1"m-2
= FR=14.13 N
g 152.3 PCO,= 4.89E-06 mL*cm/h*cm2*cmHg
S : T
(]
>

134.64 . . .

16.46 18.23 20.00 21.77 23.54

Porcentaje de Glicerol (%)

Figura 2. Grafico de deseabilidad global (D = 0.73) para obtener la combinacidon
Optima de las variables de procesamiento (%G =19% / VT = 150 rpm) y los valores
predichos para las variables de respuesta.
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Deseabilidad Individual
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0.250

0.500 0.750

Figura 3. Valores de deseabilidad individual de las variables de respuesta IAA, ISA,
PVA, FR y PCO, para las peliculas comestibles elaboradas a partir de harina de
almendra de mango.

Los valores predichos, obtenidos de las variables de respuestas
bajo las condiciones dptimas de %G y VT, calculados mediante
los modelos de prediccion para cada variable respuesta, fueron:
IAA = 4.17 g gel/g muestra, ISA = 17.99 %, PVA = 3.65 x 10"
g'm/Pa-s'm,FR=14.13 N, PCO, = 4.89 x 10-¢ mL-cm/h-cm?-cmHg.
Para validar los modelos empleados, la formulacién de harina de
almendra de mango se extruyé utilizando los valores 6ptimos de
%G y VT determinados. Posteriormente, se prepararon vy
caracterizaron peliculas comestibles bajo estas condiciones
optimas para verificar los valores predichos. Los valores
promedio obtenidos para las peliculas éptimas fueron: I1AA = 4.15
g gel/g muestra, ISA =17.82 %, PVA=3.58 x 10-"" g-m/Pa-s'm, FR
=14.21 N, PCO, = 4.78 x 10-® mL-cm/h-cm?-cmHg.

La comparacion entre los valores experimentales y los predichos
por los modelos mateméaticos mostré que no hubo diferencias
significativas (p < 0.05). Por tanto, el modelo utilizado se
confirmé experimentalmente como adecuado para determinar la
concentracion éptima de glicerol y la velocidad de tornillo en la
produccion de peliculas comestibles a base de harina de
almendra de mango con buenas propiedades fisicoquimicas,

mecanicas y de barrera.
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CONCLUSIONES

La almendra de mango es un material viable para la produccion
de peliculas y recubrimientos comestibles. La metodologia de
superficie de respuesta demostré ser una herramienta (til para
obtener peliculas comestibles a base de harina de almendra de
mango con buenas propiedades mecanicas y de barrera. Las
peliculas producidas bajo condiciones 6ptimas podrian contribuir
a mantener la calidad de los frutos y prolongar su vida atil,
ademads de afiadir valor a los subproductos derivados del mango.
Sin embargo, es necesario realizar analisis adicionales para

confirmar los beneficios de estas peliculas.
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