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Sintesis verde de nanoparticulas de plata (AgNPs) con bhiomasa de la
microalga Nannochloropsis oculala

Green synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) using Nannochloropsis oculata biomass

Angulo-Espinoza, P.J.", Santos-Ballardo, D.U.?%*
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RESUMEN

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son ampliamente estudiadas en nanotecnologia, debido a sus numerosas aplicaciones en diversos campos,
destacando por sus propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Sin embargo, los métodos de sintesis tradicionales para AgNPs tienen
importantes desventajas ambientales. Con el objetivo de abordar este problema, se han explorado métodos de sintesis verde como alternativas
mas eficientes, rentables y respetuosas con el medio ambiente. Las microalgas han surgido como agentes prometedores para la reduccion de
iones de plata en la sintesis verde de AgNPs, siendo Nannochloropsis oculata particularmente efectiva. Si bien, estudios anteriores se han
centrado en el uso de la hiomasa microalgal completa, el potencial de la biomasa desgrasada, un subproducto generado en la produccién de
biodiesel microalgal, permanece inexplorado. En el presente proyecto se analizé la sintesis de AgNPs utilizando la biomasa completa y la
desgrasada de la microalga N. oculata; analizando también el efecto de dos métodos de calentamiento: calentamiento asistido por microondas
y agitacién. Los objetivos del estudio incluyen determinar la combinacién mas efectiva para la sintesis de AgNPs y proyectar sus posibles
aplicaciones. Los resultados obtenidos revelaron que todas las condiciones analizadas condujeron a la formacién de nanoparticulas de diferentes
formas y tamafios, como se evidencio a través de espectroscopia UV-visible (UV-Vis). Los hallazgos del presente trabajo pueden contribuir a la
obtencién sostenible de recursos nanotecnoldgicos, a la reduccién de residuos en la sintesis de AgNPs, y el desarrollo de nanomateriales con
potenciales propiedades antimicrobianas y antioxidantes.

Palabras clave: Nanotecnologia, Nanoparticulas metalicas, Biosintesis, Microalgas, Biomasa residual

ABSTRACT

Silver Nanoparticles (AgNPs) are widely studied in nanotechnology due to their numerous applications in various fields. However, traditional
synthesis methods for AgNPs have significant environmental disadvantages. In order to address this issue, green synthesis methods have been
explored as more efficient, cost-effective, and environmentally friendly alternatives. Microalgae have emerged as promising agents for silver ion
reduction in green synthesis, with Nannochloropsis oculata being particularly effective. While previous studies have focused on the use of whole
microalgae, the potential of deoiled microalgal biomass, a byproduct of biofuel production, remains unexplored. This project aims to investigate
the synthesis of AgNPs using complete and deoiled biomass of N. oculata, comparing two heating methods: microwave-assisted heating and
agitation. The study's objectives include determining the most effective combination for AgNPs synthesis and assessing their potential
applications. The results obtained revealed that all the analyzed conditions led to the formation of nanoparticles of various shapes and sizes, as
evidenced through UV-vis spectroscopy. The findings of this study could contribute to the sustainable acquisition of nanotechnology resources,

the reduction of waste in the synthesis of AgNPs, and the development of nanomaterials with potential antimicrobial and antioxidant properties.

Keywords: Nanotechnology, Metallic nanoparticles, Biosynthesis, Microalgae, Residual biomass.
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INTRODUCCION

La nanotecnologia es la disciplina centrada en el estudio de la materia
a escala atémica con fines de disefiar, sintetizar, manipular y aplicar
estructuras, materiales y sistemas funcionales, mediante el control de
ciertas sustancias a nanoescala, aprovechando las propiedades y los
fendmenos fisicos cuanticos presentes en esta dimension (Gomez-
Garzon, 2018).

En los Gltimos afios la nanotecnologia ha ganado especial interés en
el mundo cientifico debido a su gran campo multidisciplinario. Esto ha
ocasionado un gran desarrollo a escala mundial, provocando una
revolucién en un gran ndmero de areas y procesos relacionados con
esta tecnologia (Monge, 2009). Entre los productos mas conocidos y
estudiados de la nanotecnologia se encuentran las nanoparticulas
(NPs), que son particulas extremadamente pequefias, con un diametro
inferior a 100 nm (1 nm = 1x10° m), y que pueden ser sintetizadas a
partir de diversos metales, 6xidos metélicos o de compuestos de

naturaleza metalica (Gutierrez-Wing, S.F.; Monge, 2009)

Las NPs se caracterizan por poseer una relacién superficie-volumen
alta, que les otorga interesantes propiedades Opticas, magnéticas,
electrénicas, cataliticas, bioldgicas, etc., que ademas se pueden
aplicar en diversas dareas. Por ejemplo, en medicina se utilizan
nanoparticulas de oro (AuNPs) para la deteccion temprana de células
cancerigenas, de virus de inmunodeficiencia humana (VIH) e incluso
Alzheimer; por otro lado, en proteccion ambiental se adicionan
nanoparticulas de didxido de titanio (TiO2NPs) en pinturas, las cuales,
en presencia de la luz pueden descomponer algunos contaminantes
atmosféricos; también, en electrénica se emplean nanoparticulas de
silicio (SiNPs) para la fabricacion de memorias para computadoras, y
nanotransistores. Sin embargo, uno de los metales mds utilizados para
la sintesis de nanoparticulas es la plata, de donde se obtienen las
nanoparticulas de plata (AgNPs). Este elemento metalico es de gran
interés ya que por mas de 2000 afios ha sido reconocido por sus

propiedades benéficas en la salud (Gutierrez-Wing, S.F.; Monge, 2009).

Nanoparticulas de plata

Las AgNPs son de gran interés para los investigadores, ya que se ha
reportado que no presentan toxicidad hacia los humanos, e incluso a
muy bajas concentraciones son muy efectivas para combatir bacterias,
virus y otros microorganismos eucariotas, esto debido a que son
capaces de destruir las membranas bacterianas a través del contacto
directo sin producir efectos secundarios, lo que las convierte en
excelentes candidatas para aplicarse en cosmética, medicina,
agricultura, quimica y farmacéutica (Mohseniazar et al., 20171,
Fernandez-Bueno et al., 2017; De Silva et al., 2021; Hanna et al., 2022).
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Por otra parte, estas nanoparticulas metalicas poseen un alto valor
terapéutico debido a su notable potencial antioxidante (Chokshi et al.,
2016). Esto se refiere a su capacidad para reducir el dafio causado por
el estrés oxidativo, el cual es generado por la produccion de especies
reactivas de oxigeno o nitrégeno que resultan en dafio celular. No
obstante, es importante resaltar que estas propiedades de las AgNPs
dependen en gran medida de las caracteristicas cristalograficas y
morfolégicas de la nanoparticula, como el tamafio y la forma, y que
estos a su vez, pueden ser influenciados por diferentes métodos de
sintesis (Castro et al., 2013).

Para la generacién de AgNPs, la sintesis quimica ha sido ampliamente
estudiada y utilizada. Entre los métodos quimicos disponibles se
encuentran técnicas como la deposicidn quimica de soluciones, la ruta
catalitica y el proceso sol-gel, por mencionar algunos (Hanna et al,
2022). Estos procedimientos utilizan diferentes productos quimicos y
reactivos para reducir los iones de plata y estabilizar las
nanoparticulas. Sin embargo, es importante destacar que estos
productos quimicos pueden ser téxicos, ya que se basan en el uso de
solventes, reductores y agentes estabilizantes que se absorben en la
superficie de las nanoparticulas. Esto plantea preocupaciones tanto
para la salud humana como para el medio ambiente, puesto que la
mayoria de los residuos generados en el proceso son compuestos no
biodegradables (Hanna et al., 2022).

Debido a esto, en los Ultimos afios se han buscado alternativas parala
obtencién de AgNPs que sean mds amigables con el medio ambiente.
Por lo tanto, ha surgido un enfoque conocido como sintesis verde,
proceso que involucra el uso de agentes biolégicos u organismos
como bacterias, hongos, extractos de plantas y algas para producir
NPs; dicha tecnologia se caracteriza por aprovechar las capacidades
antioxidantes de las plantas o compuestos orgdnicos para transformar
los iones inorganicos metélicos en nanoparticulas por medio de las
capacidades reductoras de los metabolitos y proteinas de estos (De
Silva et al., 2020; De La Caridad Esquivel-Figueredo & Mas-Diego,
2021).

Sintesis Verde de AgNPs

En los dltimos afios se ha reportado la obtencién de AgNPs mediante
sintesis verde, empleando diferentes organismos. Sin embargo, la
sintesis de estos compuestos utilizando algas, microalgas y sus
derivados muestra mds ventajas sobre otras muestras bioldgicas
como bacterias y hongos (Suja et al., 2016). Las algas son un grupo de
organismos autdtrofos con importancia ecoldgica y econémica que
pueden vivir en diferentes habitats como agua fresca, agua marina o

en superficies de rocas. Existen dos categorias principales de algas:



Angulo-Espinoza ef al.

¥

- B
QuiBio
J @ >pax 4

macroalga (que incluye organismos a nivel macroscépico) y microalga
(con microorganismos) (Deeksha-Chugh et al., 2021). Estas dltimas
han generado mucho interés cientifico, ya que son consideradas como
fébricas celulares a nivel microscépico, son impulsadas por la luz solar
y se encuentran en medios acuaticos, ademas de producir grandes
cantidades de lipidos y carbohidratos que pueden ser aprovechados
en medicina, farmacéutica, acuicultura, cosmética y en la produccion
de biocombustibles, biodiesel o bioetanol (Chokshi et al., 2016; Hanna
etal., 2022).

Actualmente, el uso de microalgas ha sido poco estudiado en al 4rea
de la nanotecnologia, sin embargo, en los dltimos afios ha venido
tomando relevancia, debido a su alta capacidad de acumular metales
y reducir iones, su relativamente facil manejo y cultivos econdmicos,
su rapida tasa de crecimiento, una alta eficiencia fotosintética, pero
principalmente, su capacidad para producir nanoparticulas a gran
escala de una manera mds rdpida y sin producir ninguna sustancia
toxica o daiiina para el ambiente (Chokshi et al., 2016). Debido a esto,
Chlorella

Nannochloropsis oculata se han utilizado en la sintesis de AgNPs en

especies  como vulgaris,  Isochrysis galbana y

los ultimos afios (Suja et al., 2016; Hanna et al., 2022).

Particularmente, se han realizado varios estudios que demuestran la
efectividad de la microalga Nannochloropsis oculata en la sintesis
verde de AgNPs, en ellos se comenta este comportamiento puede
explicarse debido a la presencia de diversas biomoléculas en su
estructura celular, tales como proteinas, enzimas y acidos grasos
poliinsaturados, mismos que pudieran actuar como agentes
reductores y encapsulantes durante la sintesis de NPs (Deeksha-
Chugh et al., 2021). Sin embargo, estos estudios se han centrado
exclusivamente en el uso de la microalga en su forma completa. La
biomasa desgrasada de la microalga, que es el residuo obtenido
después de extraer los aceites para la produccién de biocombustibles,

ha recibido menos atencidn en la investigacion (Chokshi et al., 2016).

Actualmente a nivel mundial se generan alrededor de 20,000 toneladas
de biomasa microalgal cada afio, y a partir de ella se generan grandes
cantidades de un subproducto desgrasado, que usualmente no se
aprovecha. Por lo tanto, se ha explorado el potencial de la biomasa
residual para su utilizacion en diferentes aplicaciones y su mejor
aprovechamiento (Chokshi et al., 2016). Sin embargo, hasta donde se
tiene conocimiento, no existen estudios o investigaciones que hayan
examinado especificamente la eficacia de la biomasa desgrasada de

N. oculata en la sintesis de AgNPs.

Por otro lado, durante la sintesis de NPs, son clave diversos factores

que pueden alterar la forma, tamafio y estabilidad de las
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nanoparticulas, y por tanto sus propiedades, algunos de los mas
importantes son agitacion del reactor y la temperatura a la que se
realiza la sintesis, por lo que se han venido desarrollando diversas
estrategias para el control de este tipo de proceso (Deeksha-Chugh et
al., 2021).

Entre las herramientas mas utilizadas en la sintesis verde se

encuentran el calentamiento asistido por microondas y la
agitacion/calentamiento directo (Deeksha-Chugh et al., 2021). Si bien
ambos enfoques han sido estudiados y reportados anteriormente, se
ha observado que el calentamiento asistido por microondas presenta
ventajas, como una mayor velocidad de reaccién y la prevencion de la
aglomeracion de las AgNPs. Por lo tanto, resulta interesante comparar
ambos métodos de calentamiento y determinar cudl de ellos es mas
eficaz en la formacion de las nanoparticulas utilizando las diferentes

presentaciones de N. oculata.

El propdsito de esta investigacion fue realizar una comparacién en la
formacion de AgNPs mediante un disefio experimental 2x2, analizando
dos variables: 1- el tipo de biomasa de microalga (con los niveles de
biomasa completa y desgrasada) y 2- el tipo de calentamiento
(probando calentamiento/agitacion y asistencia por microondas). El
objetivo fue determinar cual de las combinaciones resulta mas
efectiva y ofrece mejores resultados en la sintesis de nanoparticulas

de plata.
MATERIALES Y METODOS

Obtencion de biomasa microalgal

Para la obtencion de la microalga se recolecté biomasa de
Nannochloropsis oculata cultivada en un fotobiorreactor de 80 L,
utilizando un medio de crecimiento F/2 a la que posteriormente se le

realizé extraccion de aceite para la obtencién de biomasa desgrasada.

Sintesis de AgNPs

Para la obtencion de las nanoparticulas, primero se elabord un extracto
acuoso de biomasa (completa y desgrasada) mezclando 1 g de ésta
con 50 mL de agua destilada, calentando a 70 °C por 5 min y después
filtrandose con papel filtro de celulosa. Ambos tipos de extractos
fueron recolectados y almacenados por separado a 4 °C para su

posterior uso.

Sintesis verde por calentamiento con agitacion

Para la sintesis de AgNPs, se mezclaron 12.5 mL del extracto de
biomasa completa con 12.5 mL de AgNO3 al 2 mM. Esta solucidn se
agité a temperatura ambiente durante 24 h. La reduccién de los iones

de Ag* fue monitoreada por cambio de color (de verde a amarillo ambar

10
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o0 marrén) y espectroscopia UV-vis. La Figura 3 muestra los cambios
de color que se presentaron en las primeras pruebas de calentamiento.
Las AgNPs obtenidas se almacenaron en frascos color ambar para
protegerse de la luz y se mantuvieron a 4 °C para su posterior
caracterizacién. El mismo procedimiento se repiti6 con el extracto de

biomasa desgrasada.

Figura 1. Esquema que muestra los cambios de calor durante la sintesis. a)
Color inicial de ambas soluciones b) Solucidn con agitacién y calentamiento a
50 °C después de 6 horas c) Solucion con agitacion a temperatura ambiente
después de 6 horas.

Sintesis verde con calentamiento asistido por microondas

Se utilizé un microondas (White Westinghouse® Ohio, Estados Unidos)
para calentar una solucién de 12.5 mL de extracto de biomasa
completa'y 12.5 mL de AgNO3 2 mM, aplicando ciclos de 10 s a 40 W
de potencia hasta observar cambio de color caracteristico de la
reduccion de los iones de Ag* (Figura 2). Al igual que las AgNPs
obtenidas por agitacidn, las NPs obtenidas se almacenaron en frascos
color dmbar para protegerse de la luz y se mantuvieron a 4°C para su
posterior caracterizacion. El mismo procedimiento se repitié con el
extracto de biomasa desgrasada.

Caracterizacion espectrofotométrica
Para la caracterizacion y estudio de las propiedades de las
nanoparticulas realizé  un

generadas, se analisis  por

espectrofotometria utilizando un Espectrofotémetro UV-Vis (Thermo-
Scientific® Modelo GENESYS 10s, Madison, Wisconsin, EE. UU.) para
evaluar la absorbancia de cada una de las muestras obtenidas,
mediante un barrido en el rango de longitud de onda que oscilé entre
350 y 800 nm. Se empled el extracto de biomasa inicial como blanco
de referencia. Este anélisis desempefia un papel crucial al permitir la
identificacion de la presencia de NPs y proporciona un panorama
general sobre su forma y distribucion de manera sencilla y econdmica,
se ha reportado que es recomendable realizar la caracterizacién por
espectrofotometria, antes de llevar a cabo analisis mds costosos,
como la microscopia electrénica. De esta manera, dicho enfoque
permite obtener informacion relacionada con las dimensiones,
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configuracién y distribucion de las nanoparticulas de plata (Morales et
al., 2009; De Silva et al., 2020).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion espectrofotométrica de las AgNPs

Se logré la generacién de nanoparticulas de plata mediante sintesis
verde utilizando dos tipos de biomasa de la microalga Nannochloropsis
oculata: completa y desgrasada; ademds, se emplearon dos métodos
de calentamiento: agitacién a temperatura ambiente y asistencia por

microondas.

Figura 2. Evolucién del color de la solucién de biomasa a través de cada uno de
los ciclos en el microondas. Biomasa completa: a) Color inicial. b) Primer ciclo.
¢) Segundo ciclo. d) Tercer ciclo. Biomasa desgrasada: e) Color inicial. f) Primer
ciclo. g) Segundo ciclo. h) Tercer ciclo

AgNPs generadas con agitacion a temperatura ambiente.

La Figura 3A muestra el patrén de absorbancia de las AgNPs obtenidas
a partir de biomasa completa mediante calentamiento por agitacién a
temperatura ambiente, donde se puede confirmar la presencia de
AgNPs. Se observa una curva de absorcién en el rango de 350-500 nm.
Por otro lado, la Figura 3b representa el espectro de absorcion de las
AgNPs obtenidas a partir de biomasa desgrasada bajo el mismo
método de calentamiento que la muestra anterior, manifestando de la
misma manera presencia de nanoparticulas, evidenciada por la

absorcion entre 350-500 nm.

AgNPs generadas con calentamiento asistido por microondas
Siguiendo con el andlisis, se analizé el patrén de absorbancia de las
muestras de AgNPs obtenidas mediante calentamiento asistido por
microondas que se caracteriza por acelerar el proceso de sintesis
(Figura 4). Para la biomasa completa se confirmé la presencia de
AgNPs dispersas de diversas formas y un tamafio considerable,
evidenciado por el pico de alta absorbancia en el rango de 350-430 nm
(Figura 4A).
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Finalmente, la Figura 4B presenta los resultados del anélisis de las
AgNPs generadas a partir de biomasa desgrasada mediante la sintesis
asistida con microondas, en la que también se evidencia la presencia
de NPs de diversas formas y tamafios, las cuales se mantienen
igualmente dispersas en la solucion. Este hallazgo se confirma, en
primer lugar, por la presencia de absorcién entre 350-500 nm y un pico

principal en 350 nm que, en este caso, se extiende hasta 430 nm.
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Figura 3: Espectro UV-vis de AgNPs sintetizadas por el método de agitacién a
temperatura ambiente. A: con biomasa completa; B: con biomasa desgrasada

DISCUSION

AgNPs generadas con agitacion a temperatura ambiente.

En cuanto a las AgNPs obtenidas a partir de biomasa completa
mediante calentamiento por agitacién a temperatura ambiente (Figura
3A), al observarse una curva de absorcion en el rango de 350-500 nm,
se comprueba la presencia de AgNPs, como previamente se ha
documentado en la literatura (Morales et al., 2009; Chokshi et al,
2016). Se puede sugerir la presencia de nanoparticulas de diferentes
formas y tamafios. Esto es representado por el pico que se encuentra
entre los 350-400 nm. Ademas, por la amplitud de dicho pico, se infiere
que estas nanoparticulas estan dispersas en la solucién y no hay
indicios de aglomeracion. Por otro lado, la presencia de otras bandas
de absorcion antes de los 450 nm, indican la presencia de NPs
esféricas. Las NPs esféricas exhiben una absorcion maxima entre 420
y 440 nm, siendo la 6ptima en 420 nm (De Silva et al., 2020), esto

concuerda con lo reportado por Suber et al. (2005), donde reportaron
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la presencia de nanoparticulas con forma esférica con absorciones
entre 390 y 440 nm. La presencia de un pequefio pico alrededor de 440
nm, puede sugerir la presencia de NPs esféricas estables y de gran
tamafio. Sin embargo, estas NPs se encuentran en una proporcion
mucho més pequefia a las NPs de diferentes formas y tamafios
explicadas con anterioridad. Por Gltimo, la presencia de absorcién mas
alld de los 450 nm indica la presencia de nanoparticulas
significativamente mds grandes que el resto. Esto coincide con lo
reportado por De Silva et al. (2020), donde mediante analisis de UV-vis
detectaron la presencia de nanoparticulas de plata utilizando el
microorganismo Serratia sp., los autores reportan que picos arriba de
440 nm indican la presencia de nanoparticulas de tamafio grande
mientras que picos entre 380 y 440 nm se traduce en presencia de
nanoparticulas finas y redondas.

Por otro lado, para las AgNPs obtenidas a partir de biomasa
desgrasada mediante el mismo método de calentamiento, el pico que
se observa entre 360-430 nm tiene una absorcién y amplitud similar al
obtenido con la biomasa completa, lo que sugiere que se formaron
cantidades similares de nanoparticulas dispersas de diferentes
formas y tamafios (Morales et al., 2009; Suber et al., 2005; De Silva et
al., 2020). Ademds, la presencia del pequefio pico alrededor de 440 nm
indica la presencia de NPs esféricas estables de la misma manera que
exhibia la biomasa completa. Sin embargo, la biomasa desgrasada
presenta picos mas definidos y estables que la biomasa completa lo
que podria indicar que la biomasa desgrasada tiende a formar
nanoparticulas mas estables. Se ha reportado que picos mds definidos
estan relacionados con una tension superficial mas alta, lo que
ocasiona una fuerza de cohesion mayor entre las nanoparticulas lo que
se traduce en una mayor estabilidad de estas (Morales et al., 2009;
Suber et al., 2005).

AgNPs generadas con calentamiento asistido por microondas.

En cuanto al patrén de absorbancia de las AgNPs obtenidas mediante
calentamiento asistido por microondas (Figura 4A) se observé un pico
de absorbancia méaxima en el rango de 350-430 nm. Es importante
mencionar que la absorbancia de los picos estd estrechamente
relacionada con el tamafio de las NPs y que este tiende a ser mayor
cuando la absorbancia aumenta (Suber et al., 2005). Es posible que
este incremento se deba al método de calentamiento y su tendencia a
aumentar la temperatura de manera abrupta y a su vez, inducir la
aglomeracion de NPs. Esto se puede deber al aumento de la energia
superficial y la interaccion entre particulas, lo que lleva a la formacidn
de grupos o aglomerados (De Silva et al., 2020). Este comportamiento

ha sido bien documentado por Suber et al. (2005), donde se
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desarrollaron nanoparticulas de plata y se reporta que su morfologia y
la estabilidad se relaciona con los métodos de sintesis de soluciones

homogéneas de nanoparticulas.
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Figura 4: Espectro UV-vis de AgNPs sintetizadas por el método de
calentamiento asistido por microondas. A: con biomasa completa; B: con
biomasa desgrasada.

Finalmente, en cuanto a las AgNPs generadas a partir de biomasa
desgrasada mediante la sintesis asistida con microondas (Figura 4B),
su patrén de absorbancia refleja una variabilidad en la que también se
evidencia la presencia de NPs de formas y tamafios heterogéneos. No
obstante, este Ultimo pico observado presenta una absorbancia menor,
lo que sugiere que las nanoparticulas son de un tamafio mas reducido
en comparacién con las obtenidas a partir de biomasa completa.
Ademads, se detectan NPs esféricas, como se evidencia en el pico de
440 nm, el cual es ligeramente mas grande que el primero. Esto podria
indicar que la presencia de nanoparticulas esféricas y otras NPs de
mayor tamafio (pico mas alld de los 450 nm) se encuentran
aproximadamente en mayor proporcién que las NPs de diferentes
formas y tamafios, estos resultados coinciden con lo reportado por
otros autores (Morales et al., 2009; Suber et al., 2005; De Silva et al.,
2020).

CONCLUSIONES

El uso de biomasa de Nannochloropsis oculata en ambas de sus
presentaciones demuestra un buen potencial en la sintesis verde de
AgNPs. En cuanto al método de calentamiento, se observd que la

agitacién a temperatura ambiente resulté ser el método mdas adecuado
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para obtener AgNPs de mayor uniformidad, mejor distribucién y mayor
dispersion en contraste con el calentamiento asistido por microondas,
que condujo a la formacién de nanoparticulas mdas grandes y
aglomerados.

Por otra parte, se encontré que los diferentes tipos de biomasa
utilizada presentan resultados similares durante la sintesis. Sin
embargo, la extraccion de los aceites para la obtencion de la biomasa
desgrasada pudiera eliminar algunos componentes celulares,
concentrando el contenido de polifenoles o algunas proteinas,
compuestos que pudieran facilitar la reduccion de los iones de Ag, asi
como el encapsulamiento de las NPs.

Ademds, se encontré que la combinacién mds adecuada para la
sintesis de AgNPs a partir de la microalga Nannochloropsis oculata fue
la biomasa desgrasada con agitacion a temperatura ambiente, ya que
en el andlisis espectrofotométrico se observaron picos mas definidos
y estables. Esto pudo ser debido al control mas preciso del incremento
en la temperatura, lo que llevé a una reaccién mas uniforme de los
reactivos involucrados en la sintesis, asi como a la remocion de ciertos
componentes encontrados en la biomasa completa (como los
aceites). Es importante mencionar que estos resultados son
convenientes como una manera de aprovechar la biomasa residual de
microalgas que se genera en la produccién de biocombustibles
(biomasa desgrasada), ademas, los estudios espectrofotométricos
realizados generan un panorama inicial de la forma y tamafio de las
recomienda realizar anélisis

nanoparticulas  generadas, se

microscépicos mdas finos, como microscopia electrénica de
transmisién, microscopia electronica de barrido, espectroscopia
infrarroja transformada de Fourier, entre otras, para realizar una

caracterizacion mas precisa de las AgNPs.
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Prevencion del oscurecimiento enzimatico de rebanadas de manzana por
efecto de un tratamiento hidrotérmico, N-acetilcisteina y cloruro de calcio

Prevention of enzymatic browning of apple slices by effect of hydrothermal treatment, N-acetylcysteine and calcium
chloride

Chaidez-Gastelum, D.C.", Costich-Costich, G.”, Ayon-Reyna, L.E.", Lépez-Velazquez, J.G. ', Garcia-Armenta, E., Vega-Garcia,
M.0.™

"Posgrado en Ciencia y Tecnologia de Alimentos, Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad Auténoma de Sinaloa, Cd. Universitaria,
Av. De las Américas y Josefa Ortiz, Culiacdn, Sinaloa, 80010, México.

RESUMEN

El procesamiento minimo de la manzana favorece el oscurecimiento enzimatico. La aplicacion de un tratamiento hidrotérmico (TH) combinado
con antioxidantes y sales de calcio pudiera ser un tratamiento prometedor para solucionar este problema. El objetivo del presente estudio fue
evaluar el efecto de un TH combinado con N-acetilcisteina (NAC) y cloruro de calcio (CaCl) sobre la calidad poscosecha y la actividad de enzimas
relacionadas al oscurecimiento de rebanadas de manzana cv. Granny Smith. La fruta entera fue sometida a un tratamiento hidrotérmico (TH, 45
°C x 10 min), para posteriormente rebanarse y sumergirse durante 3 min en la solucion de N-acetilcisteina y cloruro de calcio (NAC-CaClz).
Enseguida, las rebanadas tratadas fueron empacadas en charolas de polietileno y almacenadas a 4 °C durante 24 dias. Se realizaron retiros del
almacenamiento cada 6 dias y se evaluaron las concentraciones de 02 y CO2 dentro del envase, asi como firmeza, color, fenoles totales y la
actividad de polifenoloxidasa (PPO) y peroxidasa (POD). Los resultados mostraron que la aplicacion del tratamiento hidrotérmico combinado
con N-acetilcisteina y cloruro de calcio (TH+NAC-CaCl,) fue efectiva para mantener el color de las rebanadas de manzana y el contenido de
fendlicos totales durante todo el almacenamiento; ademas, redujo la actividad de PPO y de POD durante el almacenamiento a 4 °C. El tratamiento
TH+NAC-CaCl, puede ser empleado de manera efectiva para disminuir el oscurecimiento enzimatico de rebanadas de manzana, ya que conserva
su color original y mantiene los parametros de calidad por 24 dias.

PALABRAS CLAVES: Manzana minimamente procesada, Tratamiento hidrotérmico, Sales de calcio, Antioxidantes.
ABSTRACT

Minimal processing of apple promotes enzymatic browning. The application of a hydrothermal treatment (HT) combined with antioxidants and
calcium salts could be a promising treatment to solve this problem. The aim of the present study was to evaluate the effect of a hydrothermal
treatment combined with N-acetylcysteine and calcium chloride (CaClz) on the postharvest quality and the activity of enzymes related to the
darkening of apple slices cv. Granny Smith. The whole fruit was subjected to a hydrothermal treatment (HT, 45 °C x 10 min), then sliced and
immersed for 3 min in the solution of N-acetylcysteine and calcium chloride (NAC-CaClz). Then, the treated slices were packed in polymer trays
and stored at 4 °C for 24 days. Withdrawals were made from storage every 6 days and the concentrations of 02 and CO2 inside the container,
firmness, color, total phenols, and polyphenoloxidase (PPO) and peroxidase (POD) activities were evaluated. The results showed that the
application of HT + NAC-CaCl» was effective in maintaining the internal color of apple slices and the total phenolic content. The treatment was
also useful to reduce PPO and POD activity during storage at 4 °C. TH+NAC-CaCl2 treatment can be used effectively to reduce the enzymatic
darkening of apple slices since it preserves its original color and maintains quality parameters for 24 days.

KEYWORDS: Minimally processed apple, hot water treatment, calcium salt, antioxidants.
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INTRODUCCION

Los frutos minimamente procesados, también llamados frescos
cortados, son productos listos para consumir que proporcionan
beneficios a la salud, y han sido cambiados fisicamente de su estado
natural mediante un procesamiento minimo, como el cortado, pelado,
triturado o rebanado (Ayon-Reyna et al., 2019). Las manzanas frescas
cortadas, en particular, son empleadas como un refrigerio conveniente
para los servicios de catering en bares de ensaladas, escuelas y
cafeterias de empresas. Sin embargo, tienen una vida dGtil corta,
reflejada en la pérdida de parametros de calidad como color, firmeza,
jugosidad, sabor y pérdida excesiva de humedad (Yousuf, Qadri y
Srivastava, 2018).

En los frutos procesados en fresco se dafia el tejido vegetal, lo que
frecuentemente inicia una secuencia de actividades respiratorias,
metabdlicas y enziméaticas que llegan a disminuir su calidad. Un
ejemplo es la actividad de enzimas como polifenol oxidasa (PPO) y
peroxidasa (POD), las cuales producen el oscurecimiento de los frutos.
Por otro lado, la B-galactosidasa, la poligalacturonasa (PG) y la
pectinmetilesterasa (PME) pueden provocar modificaciones en la

pared celular, disminuyendo la firmeza (Giannakourou & Tsironi, 2021).

Para prevenir o retrasar estos cambios no deseables en los frutos
minimamente procesados, se hace uso de diferentes compuestos
como los tioles, que son compuestos con el grupo funcional sulfhidrilo
(-SH), tales como glutation, L-cisteina y N-acetilcisteina, que actian
como inhibidores del oscurecimiento enzimatico (Cerit et al., 2020).
Por otro lado, los tratamientos hidrotérmicos son una técnica segura
que induce respuestas de defensa en las frutas y hortalizas
cosechadas, y se utilizan como método de control del oscurecimiento
en frutos ya que la temperatura puede inhibir la actividad de PPO y POD
(Rodriguez-Arzuaga y Piagentini, 2019). A su vez, la aplicacion de
calcio en la etapa poscosecha de los frutos logra extender su vida de
almacenamiento, resaltando su capacidad de mantener la firmeza,
reducir la incidencia de enfermedades por patégenos y la prevencién
del desarrollo de trastornos fisiolégicos. Es por ello que el objetivo de
este estudio fue evaluar el efecto de un tratamiento hidrotérmico y la
inmersion de rebanadas de manzana cv. Granny Smith en una solucién
de N-acetilcisteina (NAC) y cloruro de calcio (CaClz) sobre la calidad

poscosecha y la actividad de enzimas relacionadas al oscurecimiento.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Las manzanas (Malus domestica) variedad “Granny Smith” se
obtuvieron del mercado de abastos de la ciudad de Culiacan, Sinaloa,
México. La fruta se selecciond cuidadosamente con base en la
uniformidad de tamafio, color y firmeza, evitando aquellas que tuvieran
golpes o magulladuras, asi como pudriciones. Los reactivos N-
acetilcisteina y CaClz se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Estado de

México, México).

Métodos

Aplicacion de los tratamientos

Las manzanas fueron lavadas y sumergidas en una solucién de
hipoclorito de sodio (100 uL/L) durante 3 min. Posteriormente, la fruta
fue sometida a un tratamiento hidrotérmico (45 °C x 10 min) de
acuerdo con lo reportado por Lopez-Lopez et al. (2013), y luego se
colocd en un recipiente con agua a 21 °C por 5 min para su
enfriamiento. Después, se procedié al rebanado y descorazonado
utilizando cuchillos comerciales afilados. Las rebanadas de 1 cm de
espesor fueron sumergidas en la soluciéon NAC (0.05 M)y CaCl2 (5 g/L)
a una temperatura de 4 °C por un periodo de 3 min, posteriormente se
les retird el exceso de solucion con la ayuda de papel absorbente. Las
rebanadas fueron pesadas para formar grupos de 90-120 g, se
colocaron dentro de charolas de polietileno y se cubrieron con pelicula
pléstica para crear una atmdsfera modificada pasiva. Todo el proceso
de elaboracién y almacenamiento se realizé a 4 °C. La fruta rebanada
se almacend por 24 dias y se realizaron retiros cada 6 dias para los

respectivos andlisis.
Andlisis de gases

Para la determinacion de la concentracion de los gases (02 y CO2) en
el interior de las charolas se utilizé un analizador de gases dual modelo
GCS-150 Gas Control Systems (Sparta, Michigan, EUA). A través del
septo colocado en la charola se introdujo la aguja del analizador, la
cual permitié hacer la medicién durante 30 s manteniendo la atmésfera
modificada. Se realizaron 3 mediciones por tratamiento cada 6 dias de

evaluacion durante 24 dias (Ayon-Reyna et al., 2019).
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Firmeza

La pérdida de firmeza se evalué de acuerdo con la metodologia
reportada por Lopez-Lopez et al. (2013) con algunas modificaciones,
empleando un medidor de textura Chatillon Ametek E-DFE 100
(California, EUA) equipado con una punta plana de 11 mm de didmetro
a una velocidad de penetracion constante (50 mm/min). Se penetré en
el centro de cada rebanada de manzana a una profundidad de 5 mm
aproximadamente. La prueba se realizé 9 veces por cada tratamiento.
Los resultados se reportaron como la fuerza de compresion méaxima

necesaria para penetrar el tejido del fruto, expresada en Newtons.
Color

El color se evalué en |a superficie de las rebanadas de manzana donde
se utilizo un colorimetro Minolta CR-200 (Osaka, Japon). Se midieron
los parametros de color L* y a*, donde L* corresponde a la luminosidad
de lamuestra (100 representa el blanco y 0 el negro) y el valor negativo
y positivo de a* indica una coloracidn verde a roja, respectivamente
(Lopez-Lopez et al., 2013)

Fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron siguiendo la metodologia
reportada por Ayon-Reyna et al. (2019) con algunas modificaciones.
Se homogenizaron 5 g de pulpa de manzana con 10 mL de metanol al
80% por 1 min en un homogenizador Ultra-Turrax T25 (Carolina del
Norte, EUA). La muestra homogenizada se sonicé por 10 min.
Posteriormente se filtré con papel Whatman #1 para ser centrifugada
a 4,000 rpm por 30 min a 4 °C. Enseguida, se realizé una decantacién
y el sobrenadante se reservd. Con la pastilla formada se realizé una
segunda extraccién repitiendo los mismos pasos que en la primera
extraccion. Finalmente, se recolectaron y mezclaron los
sobrenadantes de las dos extracciones, para posteriormente ser
aforado con metanol al 80%. Del extracto diluido se tomaron 20 pL y
se adicionaron 1.58 mL de agua desionizada y 100 pL del reactivo
Folin-Ciocalteu 1 N, se agité y se dej6 reposar por 5 min.
Posteriormente, se le adicionaron 300 pL de Na2COs al 20%, se agitd y
se incubd por 30 min a 40°C, después se midié la absorbancia a 740
nm con un espectrofotémetro Unico SQ-2800 UV/VIS (Dayton, Nueva
Jersey, EUA). Los resultados se expresaron como mg de &cido

galico/100 gramos de fruto fresco (gff).

Extraccion y analisis de polifenoloxidasa (PPO)

Se determind la actividad especifica de la enzima PPO de acuerdo con

la metodologia empleada por Lopez-Lopez et al. (2013) con algunas
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modificaciones. Para llevar a cabo la extraccion de la PPO, se pesaron
5 g de muestra y se homogenizaron con 5 mL de amortiguador de
fosfato de potasio 0.05 M (pH 7) por 1 min a velocidad constante de
14,000 xg utilizando un Ultra-Turrax T25 (Carolina del Norte, EUA). El
homogenizado se filtré con 4 capas de tela de organza para obtener el
extracto enzimatico crudo. La reaccidn se llevé a cabo mezclando 900
L de amortiguador de fosfato de potasio 0.05 M (pH 7) + 500 pL de
amortiguador de citrato 0.1 M (pH 4) + catecol 0.2 M (pH 4) (disuelto
en el amortiguador de citrato) + 100 pL de extracto enzimatico y se
registraron los cambios de absorbancia a 400 nm cada 10 s durante 5
min utilizando un espectrofotémetro UNICO SQ-2800 UV/VIS (Dayton,
Nueva Jersey, EUA). El blanco se prepard de manera similar, pero sin
agregar extracto enzimdtico. La concentracion de proteina se
determiné de acuerdo con el método descrito por Bradford (1976)
empleandose albimina de suero de bovino (BSA) como estandar de
calibracion a 595 nm. La unidad de actividad (UA) se definié como el
cambio de 0.001 unidades de absorbancia/min. Los resultados se

expresaron como UA/mg de proteina.
Extraccion y analisis de peroxidasa (POD)

Se determind la actividad especifica de la enzima POD de acuerdo con
la metodologia empleada por Lopez-Lopez et al. (2013) con algunas
modificaciones. Para la extraccion de la enzima se utilizaron 10 g de
pulpa de rebanadas de manzana y se homogenizaron por 1 min con 20
mL de amortiguador de fosfato de sodio 0.05 M (pH 7) + 2 g de polivinil
polipirrolidona (PVPP). Una vez homogenizado, se dejo reposar por 2
h en oscuridad a temperatura de 4 °C. Transcurrido el tiempo, se filtrd
con 4 capas de tela organza y se midi6 el sobrenadante (volumen
inicial). Se tomé una alicuota de 2 mL, se centrifugé a 11,000 xg por
25 min a 4 °C empleando una centrifuga Eppendorf modelo 5804-R
(Hamburgo, Alemania), y el sobrenadante se recolectd y se le midio el
volumen. Posteriormente, se tomé 1 mL y se saturé al 70% con sulfato
de amonio [(NH4)2S04] sélido. Una vez hecho esto, se llevd a una
segunda centrifugacion (11,000 xg a 25 min a 4 °C). La pastilla que se
obtuvo fue disuelta en 1.5 mL de amortiguador de fosfato de sodio
0.05M (pH 7).

Para la medicion de la actividad de la POD se registrd el cambio de
absorbancia con base en la oxidacion del sustrato fendlico guayacol a
25 °C. Se tomaron 150 pL del extracto enzimatico + 2,700 pL del
amortiguador de fosfato de sodio 0.2 M (pH 6.5) con 0.1 mL de H20:
al 1% + 150 pL de guayacol al 4%. La absorbancia fue leida a 470 nm
cada 10 s por 3 min empleando un espectrofotémetro UV-VIS UNICO
SQ-2800 UV/VIS (Dayton, Nueva Jersey, EUA). El blanco se preparé de
manera  similar

sin aplicacion del extracto enzimético. La
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concentracion de proteina se determiné de acuerdo con el método
descrito por Bradford (1976) donde se empleé albimina de suero de
bovino (BSA) como estandar de calibracion a 595 nm. La unidad de
actividad (UA) se definié como el cambio de 0.001 unidades de
absorbancia/min. Los resultados se expresaron como UA/mg de

proteina.

Anilisis estadistico

El andlisis de los datos se realizé utilizando un disefio de 2 factores:
tipo de procesamiento (control, TH, NAC-CaCl. y TH + NAC-CaCl2) y
dias de almacenamiento (0, 6, 12, 18 y 24). Se considerd una charola
como una unidad experimental. Se utilizaron 2 unidades
experimentales por tratamiento con 8 repeticiones para firmeza y
color, mientras que para contenido fendlico y actividad enzimética se
utilizaron 3 repeticiones. Para la concentracion de gases (02 y CO2) se
tomaron 4 repeticiones por tratamiento. EI ANOVA fue calculado
considerando el tipo de procesamiento y los dias de almacenamiento
con la ayuda del paquete estadistico STATGRAPHICS plus 5.1. La
comparacién de medias se realizd mediante la prueba de Fisher con
un nivel de significancia del 0.05. La elaboracién de los gréficos se

realiz6 utilizando el programa SigmaPlot 7.0 (2001).

RESULTADOS

Andlisis de gases

Composicion de 02 dentro del envase

Al dia 0, la concentracion de 02 promedio para todos los lotes fue de
19.12% (DE=0.85). Durante los primeros 12 dias de almacenamiento,
este valor fue disminuyendo para todos los tratamientos, en donde las
rebanadas de manzana control presentaron los niveles mas bajos de
02 (Figura 1a). A pesar de esto, durante todo el almacenamiento, no se
presentaron diferencias estadisticas significativas (p > 0.05) entre los

tratamientos.

Composicion de CO2 dentro del envase

Se puede observar que las charolas conteniendo la fruta presentaron
una concentracion inicial de CO2 de 0.725% en todos los lotes, |a cual
fue aumentando conforme pasaban los dias de almacenamiento,
acumulandose mas rapidamente en frutos control y TH y en menor
proporcién en frutos tratados con NAC-CaClz y TH+NAC-CaCl; (Figura
1b).

Firmeza
Las rebanadas de manzana tuvieron una firmeza inicial promedio de
52.84 N (DE=4.77), la cual se mantuvo casi constante durante los

primeros 6 dias de almacenamiento sin presentar diferencia
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estadistica significativa entre los tratamientos (Figura 2a). Fue a partir
del dia 12 en el que se detectaron diferencias, donde los frutos
tratados con TH+NAC-CaCl2 obtuvieron los valores de firmeza mas
altos significativamente (p < 0.05) durante todo el almacenamiento,
llegando a alcanzar los 55.00 N. Las rebanadas de manzana tratadas
con NAC-CaClz tuvieron valores significativamente mds altos (p < 0.05)

que el control solamente los dias 12y 18.

Color

Luminosidad (L*)

A partir del dia 6 de almacenamiento se empezaron a registrar
diferencias significativas (p < 0.05) en los valores de L* entre los
tratamientos, siendo los frutos tratados con la combinacion TH+NAC-
CaCl2 quienes presentaron los niveles mas altos a lo largo del estudio,
con un valor inicial de 80.2 y un valor maximo de 81.4 al dia 12 (Figura
2b). Los tratamientos TH y NAC-CaCl, también lograron conservar la
luminosidad de los frutos, aunque en menor grado que la combinacion,
mostrando valores mds altos que aquellos de las rebanadas de

manzana control.

Parametro a*

Al inicio del estudio, el valor promedio de a* fue -5.51 para todos los
frutos (Figura 2c). Las diferencias estadisticas significativas (p < 0.05)
se identificaron a partir del dia 6 entre los frutos control y los tratados
con NAC-CaCl2y TH+NAC-CaClz, en donde los frutos tratados con NAC-
CaClzy la combinacion TH+NAC-CaClz conservaron los valores de a*

mads bajos durante el resto del almacenamiento.

18



Chaidez-Gastelum et 4/,

>

™ &
QuibBio
QJ @ >»ax 4

200
a)

19.5 1

—a— TH+NAC-CaCl,

19.0 1

18.5 1

Concentracion de O3 (%)

18.0
LSD=0.79

175 . , . . .
114 b)

1.0 1 T

0.9 1

0.8 1

0.7 A

Concentracion de CO2 (%)

06 1 LSD=0.18

0 6 12 18 24
Dias de almacenamiento a 4 °C

Figura 1. Cambios en la concentracién de 0, (a) y CO, (b) en el interior del
envase conteniendo rebanadas de manzana Granny Smith tratada
hidrotérmicamente (TH), con una solucién de N-acetil cisteina y cloruro de
calcio (NAC-CaCl,) y la combinacion TH+NAC-CaCl, durante el almacenamiento
a 4 °C. Barras verticales indican LSD.

Fenoles totales

Conforme avanzaron los dias de almacenamiento, el contenido de
fenoles en los frutos control se redujo significativamente (p < 0.05),
partiendo de un valor inicial de 273.4 hasta llegar a 149.7 mg acido
galico/100 gff (Figura 3). Un comportamiento diferente se registré en
las rebanadas de manzana tratadas con NAC-CaCl.y la combinaci6n
TH+NAC-CaCl,, cuyos niveles de compuestos fendlicos se mantuvieron
casi constantes sin detectarse diferencias estadisticas significativas
a lo largo del almacenamiento (p > 0.05). Por otro lado, las rebanadas
tratadas con TH mantuvieron constante su contenido de fenoles hasta
el dia 12, seguido de una disminucion hasta el final del
almacenamiento, mostrando diferencia estadistica significativa (p >
0.05) con el tratamiento TH+NAC-CaCl..

Andlisis enzimatico
PPO
A lo largo de los 24 dias de almacenamiento, no se identificaron

diferencias significativas (p > 0.05) en la actividad enzimatica de PPO
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entre las rebanadas de manzana tratadas con TH+NAC-CaClz, NAC-
CaClz2y TH, registrando valores iniciales de 513.85 UA/mg proteina y
finalizando con valores entre 501.85y 573.21 UA/mg proteina (Figura
4a). Caso contrario, en los frutos control se observd un aumento
significativo (p < 0.05) en la actividad de esta enzima, llegando a su

punto mds alto al dia 18 con 819.39 UA/mg proteina.
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Figura 2. Cambios de firmeza (a), valor de L* (b) y valor de a* (c) en rebanadas
de manzana Granny Smith tratada hidrotérmicamente (45 °C) y con aditivos
quimicos durante el almacenamiento a 4 °C. Barras verticales corresponden a
LSD.

POD

Los frutos mostraron un promedio inicial de 61.32 UA/mg proteina, el
cual fue aumentando significativamente (p < 0.05) para el tratamiento
control, llegando a su nivel mas alto al dia 18 con 92.65 UA/mg

proteina (Figura 4b). El resto de los tratamientos obtuvieron valores
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finales significativamente mas bajos (p < 0.05) en comparacion con el
control, presentando valores entre los 62.25 y los 64.89 UA/mg
proteina, distinguiéndose el tratamiento TH+NAC-CaCl: al presentar el

valor mds bajo de actividad al dia 12 con 59.8 UA/mg proteina.
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Figura 3. Contenido de compuestos fendlicos totales en rebanadas de manzana
Granny Smith tratada hidrotérmicamente (TH), con una solucion de N-
acetilcisteina y cloruro de calcio (NAC-CaCl,) y la combinacién TH+NAC-CaCl,
durante el almacenamiento a 4 °C. Barras verticales corresponden a LSD.

DISCUSION

El comportamiento del 02 y CO2 a lo largo del almacenamiento pudo
ser influenciado por la baja temperatura de almacenamiento y el uso
de atmdsferas modificadas. La combinacién de ambas técnicas ayuda
a prolongar la vida dtil de frutas y hortalizas minimamente procesadas,
ademas de mantener su calidad al reducir la tasa de respiracién. Los
resultados obtenidos en los niveles de 02 coinciden con los reportados
por Ayon-Reyna et al. (2019), quienes estudiaron rebanadas de pifia
tratadas con N-acetilcisteina, las cuales presentaron una disminucion
de 02 durante los primeros 10 dias de almacenamiento a 5 °C.
Concentraciones bajas de 02 y/o elevadas de CO», dentro de los limites
de tolerancia, logran reducir la actividad metabdlica del fruto y la
biosintesis de etileno, asi como también frena los procesos de
maduracién (Pinto de la Vega, y Cafarejo, 2016). Siddiq et al. (2020)
observaron que el uso de atmdsferas modificadas logré extender con
éxito la vida dtil de las peras d'Anjou frescas cortadas a 21 dias, sin
presentar cambios de color.

El incremento de la firmeza de los frutos tratados con TH+NAC-CaCl,
pueden derivar del efecto sinérgico producido por la combinacién del
calcio con el tratamiento térmico. Por separado, el TH previene la
degradacién de la pared celular compuesta por celulosa y pectina al

lograr inhibir enzimas como PG y PME, las cuales atacan la pared del
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fruto reduciendo su firmeza (Naser et al., 2018). Por otro lado, la
incorporacion de calcio en una concentracion adecuada puede formar
puentes de hidrégeno con la pectina, ayudando a mantener la
integridad de la pared celular (Xu et al., 2020). Resultados similares
fueron obtenidos por Naser et al. (2018) quienes probaron una
combinacion de lactato de calcio y tratamiento hidrotérmino, logrando
una mayor retencion de firmeza en frutos de caqui. De igual manera,
Xu et al. (2020) obtuvieron valores de firmeza més altos en frutos de
chile tratados con la combinacién TH-CaClz que en aquellos que solo
fueron tratados con TH o CaCl2 por separado.

El color de los frutos se vio afectado por los distintos tratamientos.
Para L*, aquellas rebanadas cuyo tratamiento incluian NAC-CaClz en
su formulacién presentaron mayores valores de luminosidad que el
control y el TH, lo cual puede deberse al efecto del antioxidante del
NAC sobre el fruto para evitar el oscurecimiento enzimatico. Los
antioxidantes pueden reaccionar con el oxigeno para evitar el inicio del
oscurecimiento en el fruto o con productos intermedios para romper la
reaccion en cadena, mientras inhibe la sintesis de melanina al reducir
las o-quinonas a su compuesto fendlico original (Moon et al., 2020).
En el caso del NAC, este puede actuar como agente reductor e inhibidor
de PPO por medio de la formacion de complejos. Fan, Sokoraiy Phillips
(2018) trataron rebanadas de manzana Granny Smith con una
formulacion de acido citrico, acido ascérbico y NAC, manteniendo
valores de L* mayores a 70. A su vez, el TH ayuda a retrasar el proceso
de maduracién de los frutos, ademas de aumentar su vida util y
preservar su calidad (Lopez-Lopez et al., 2013). Por otro lado, los
frutos tratados con TH+NAC-CaClzy NAC-CaCl, mantuvieron bajos los
valores del pardmetro a*, lo cual indica que ambos tratamientos
lograron evitar la formacién de pigmentos no deseados, previniendo el
comienzo del oscurecimiento al reaccionar con el 02 o con los
productos intermediarios, deteniendo la reaccién en cadena y
previniendo la formacién de melanina. Plesoianu y Nour (2022) usaron
un recubrimiento de pectina combinado con una inmersidn en solucién
de N-acetilcisteina al 1% en pera, logrando mantener los niveles de a*
durante su almacenamiento. Asi mismo, Fan, Sokorai y Phillips (2018)
aplicaron una combinacién de acido citrico, cido ascérbico y NAC en
manzanas rebanadas, cuyo modelo sugirié que el NAC fue el
compuesto mds importante para mantener los valores de a* bajos,
logrando que el oscurecimiento disminuyera al aumentar su
concentracion.

La disminucién en el contenido de fendlicos totales puede estar
relacionada a la actividad oxidante de la enzima PPO, la cual usa
fenoles como sustrato para producir compuestos como o-quinonas,

causantes del oscurecimiento enzimatico en frutos (Prasad et al,
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2016). Las rebanadas tratadas con TH+NAC-CaCl. y NAC-CaCl:
tuvieron una mejor preservacién de los compuestos fendlicos,
probablemente por efecto del NAC. Brannan y Wang (2017) probaron
un tratamiento con NAC en pulpa de pawpaw, la cual no mostré
disminucion en los fendlicos totales durante el almacenamiento,
relacionando que el NAC posee actividad inhibitoria sobre el PPO al
poder reaccionar con las quinonas en la etapa inicial de la reaccién
enzimatica de oscurecimiento para reducirlas a o-difenoles,
produciendo productos incoloros. A su vez, el calcio ayuda a mantener
laintegridad de la célula, lo cual beneficia la conservacién de fenélicos
al evitar una lisis celular en donde la PPO se ponga en contacto con
los compuestos fendlicos y el oxigeno (Nogales-Delgado, 2021). Las
rebanadas con TH lograron mantener buenas concentraciones de
fendlicos, lo cual puede estar ligado a la desnaturalizacién de la
enzima a temperaturas altas, haciendo cambios en su estructura
terciaria (Shrestha et al., 2020).

Por su parte, el aumento en la actividad de PPO pudo deberse a la
concentracién de Oz presente en el empaque, la cual fue suficiente
para activar a la enzima y que comenzara a formar quinonas.
Generalmente, la PPO se localiza en los plastidios y las sustancias
fendlicas en las vacuolas de la célula. Cuando el tejido se dafia, la
enzima entra en contacto con los sustratos fenélicos y se produce
oscurecimiento (Cerit et al., 2020). Aquellas rebanadas de manzana
tratadas con TH+NAC-CaCl> y NAC-CaCl» alcanzaron los niveles mas
bajos de actividad enzimatica, lo cual puede estar ligado a la actividad
inhibitoria del NAC sobre PPO al reducir las o-quinonas a sus
precursores de o-difenol. Cerit et al. (2020) trataron varas de papa con
NAC, logrando inhibir la actividad de PPO. Por otro lado, los iones de
calcio pueden disminuir la actividad de la enzima PPO durante el
almacenamiento, probablemente por su contribucidn a la reduccion del
dafio celular. Kou et al. (2015) trataron peras mediante inmersion en
CaClz al 2%, y concluyeron que la inhibicién de PPO fue la razén por la
que los tratamientos tuvieron un menor riesgo de trastorno del
oscurecimiento. El TH logré disminuir la actividad enzimética al
inactivar la PPO. Rodriguez-Arzuaga y Piagentini (2019) redujeron la
actividad de esta enzima en manzana cultivar “Eva” mediante un TH

(40 °C - 50 °C) antes de cortarlas en gajos.
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Figura 4. Cambios en la actividad especifica de PPO (a) y POD (b) de rebanadas
de manzana Granny Smith tratada hidrotérmicamente (TH) previo al
procesamiento minimo seguido de la inmersién en aditivos quimicos y
almacenada a 4 °C. Las barras verticales corresponden a LSD.

Los frutos control presentaron los valores mas altos de actividad
especifica de POD, lo cual concuerda con las altas pérdidas de
fendlicos y los indices mds altos en oscurecimiento. Comparando con
la actividad enzimatica de la PPO, se presentan menores niveles de
POD en las rebanadas de manzana. A pesar de esto, puede ser
responsable de mejorar la degradacién de los fendlicos cuando
coexiste con las PPO (Shrestha et al., 2020). Se ha reportado que los
TH acompafiados con antioxidantes han ayudado a la disminucién de
la actividad enzimatica, por ejemplo, Lopez-Lopez et al. (2013)
reportaron resultados similares a los obtenidos en este estudio, ya que
observaron que la combinacién de un tratamiento hidrotérmico
seguido de la inmersion en N-acetilcisteina y cloruro de calcio inhibié
de manera efectiva la actividad de las enzimas PPO y POD de
rebanadas de manzana cv. Red Delicious. Por su parte, Shrestha et al.
(2020) observaron que un tratamiento de escaldado en agua caliente
a 60 °C combinado con 1% de d4cido ascérbico logré reducir la

actividad de la POD en rodajas de manzana Elstar.
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CONCLUSION Technology, 143, 43-49.

El procesamiento minimo acelera la actividad metabdlica y los
procesos de oxidacién de manzana minimamente procesada. En este
sentido, la combinacion de tratamiento hidrotérmico mas aditivos
quimicos aplicados a rebanadas de manzana disminuyé la velocidad
de deterioro y mantuvo la calidad, retrasando la presencia de
oscurecimiento. En general, la aplicacién de TH+NAC-CaCl2 resulté ser
efectiva para conservar la calidad de las rebanadas de manzana,

siendo una buena alternativa para prolongar su vida de anaquel.
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Analisis de marcadores bioquimicos en gestantes con y sin preeclampsia que
acuden al Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud y al
Hospital Civil de Culiacan

Analysis of hiochemical markers in pregnant women with and without preeclampsia who attend the Center for
Research and Teaching in Health Sciences and to the Civil Hospital of Culiacan
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RESUMEN

La preeclampsia (PE) es un sindrome que se caracteriza por incremento de tension arterial (>140/90 mmHg) acompafiado con excrecién de
proteina en orina de 24 horas (>300 mg) y afecciones multiorganicas que ponen en riesgo la viabilidad del binomio. Este sindrome afecta entre
el 2-8% de todas las gestantes a nivel mundial. El objetivo de este trabajo fue analizar marcadores bioquimicos en gestantes con y sin
preeclampsia que acuden a un hospital regional durante el periodo 2018 a 2019. Es un estudio transversal de tipo casos y controles. Se lograron
reclutar 4 casos vs 50 controles, dentro de los casos, surgié una subclasificacion en PE 75% (3) y preeclampsia con datos de severidad (PEds)
25% (1). Los casos presentaron una tension arterial (TA) de 153/96.75+13.11/5.25 mmHg vs 124/78.42+18.41/13.43 mmHg los controles
mostrando asociacion estadistica (p=0.001 y p=0.003 para tension sistdlica y diastdlica respectivamente). La creatinina fue de 1.93+8.60 mg/dL
vs 0.59+0.06 mg/dL para los controles y los casos respectivamente, no presentando asociacion estadistica (p=0.759). La transaminasa glutdmico
oxalacética fue de 28.73+23.70 mg/dL y 24.00+10.00 mg/dL para los controles y casos respectivamente, sin significancia estadistica (p=0.739),
la transaminasa glutdmico pirdvica fue 28.21+27.20 mg/dL vs 27.33+17.21 mg/dL para los controles y los casos respectivamente, sin asociacién
significativa (p=0.957). Con relacion al nivel de proteina en orina de 24 horas (Pt0 24 h), los casos presentaron 2,858.8+4,317.1 vs 267.5+239.6
mg los controles, no encontrando asociacion significativa al desarrollo de PE (p=0.316). Ninguna paciente presenté complicaciones que
necesitaran hospitalizacién debido al manejo materno fetal.

Palabras clave: Morbimortalidad, Gestacion, Marcadores Biogquimicos, Preeclampsia
ABSTRACT

The preeclampsia (PE) is a syndrome characterized by increased blood pressure (>140/90 mmHg) accompanied by proteinuria in a 24-hour urine
collection (>300 mg) and multiorgan involvement that jeopardizes the viability of both the mother and the fetus. This syndrome affects between
2-8% of all pregnant women worldwide. The objective of this study was to analyze biochemical markers in pregnant women with and without
preeclampsia attending a regional hospital during the period 2018 to 2019. It is a cross-sectional study of case-control type. We were able to
recruit 4 cases vs. 50 controls. Among the cases, a subclassification emerged into PE 75% (3) and preeclampsia with severity data (PEds) 25%
(1). The cases presented a blood pressure (BP) of 153/96.75+13.11/5.25 mmHg vs 124/78.42+18.41/13.43 mmHg in controls, showing statistical
association (p=0.001 and p=0.003 for systolic and diastolic blood pressure, respectively). Creatinine was 1.93+8.60 mg/dL vs 0.59+0.06 mg/dL
for controls and cases, respectively, with no statistical association (p=0.759). Glutamic oxaloacetic transaminase was 28.73+23.70 mg/dL y
24.00+10.00 mg/dL for controls and cases, respectively, without statistical significance (p=0.739). Glutamic pyruvic transaminase was
28.21+27.20 mg/dL vs. 27.33+17.21 mg/dL for controls and cases, respectively, with no significant association (p=0.957). Regarding the 24-hour
urine protein level (PtO 24 h), cases presented 2,858.8+4,317.1 vs 267.5+239.6 mg in controls, finding no significant association with the
development of PE (p=0.316). No patient experienced complications requiring hospitalization due to maternal-fetal management.
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INTRODUCCION

En 2020, fallecieron alrededor de 800 mujeres embarazadas a nivel
mundial por motivos relacionados con el embarazo y el parto, lo que
equivale a una muerte materna casi cada 2 minutos (OMS, 2023).
Aproximadamente el 75% de esta mortalidad materna se vincula con
la preeclampsia (PE).

La PE afecta entre el 2 y 8% de todos los embarazos y se caracteriza
por una hipertensién de novo (>140/90 mmHg) en dos diferentes
tomas y ocurre durante la segunda mitad del embarazo, ademas se
acompaiia por excrecion de PtO 24 h (>300 mg), falla multiorganica
(insuficiencia renal o hepética), complicaciones neuroldgicas,
trombocitopenia y/o hemdlisis (ACOG, 2020).

En el recién nacido (RN) la PE se ha asociado a restriccion de
crecimiento intrauterino (RCIU), sindrome de dificultad respiratoria
neonatal, encefalopatia hipéxica, displasia broncopulmonar entre
otras (Phipps, Thadhani, Benzing, & Karumanchi, 2019).

La fisiopatologia de la PE es multifactorial. En primera instancia, se
observa un desarrollo anormal de la placenta, que es el factor comdn
subyacente en la PE. Posteriormente, se desencadena una disfuncién
endotelial, primero in situ y luego a nivel sistémico, factores asociados
al sistema inmunolégico, donde sobresale desregulacion en los
perfiles de citocinas Th1/Th2 y linfocitos T reguladores (Treg), y
finalmente factores genéticos (Lin et al., 2015).

A pesar de los cambios fisiopatoldgicos, como la placentacion
inadecuada desde los primeros meses del embarazo, la hipertension,
la proteinuria y otras alteraciones multiorganicas (si las hay), se
evidencian en el umbral clinico. En su mayoria, estos sintomas se
presentan durante la segunda mitad del embarazo. Varios autores
distinguen ambas situaciones en el embarazo segun los sintomas y los
resultados de estudios clinicos y pardmetros bioquimicos.
Especificamente, caracterizan la PE por la presencia de proteinuria,
que se manifiesta como un sintoma tardio que agrava la situacién en
la gestante.

Segun la Sociedad Europea de Cardiologia entre los factores de alto
riesgo para el desarrollo de PE estan la enfermedad hipertensiva en el
embarazo previo, la enfermedad renal crénica (ERC), enfermedades
autoinmunes, como por ejemplo, lupus eritematoso sistémico o
sindrome antifosfolipidico, diabetes mellitus tipo 1 (DM1) o tipo 2
(DM2), hipertension arterial (HTA) crénica (ESC/ESH, 2019). Los
factores de riesgo moderado son primigestas, edad materna 240 afios,
periodo intergenésico >10 afios, indice de masa corporal (IMC) 235
kg/m? en la primera consulta, antecedente familiar de PE, ser nulipara
0o multigesta, embarazo adolescente,

estados que causan
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hiperplacentacién y placentas grandes, por ejemplo, embarazo
gemelar (SSA, 2017).

Los resultados de laboratorio clinico afectan hasta el 70% el
diagndstico médico, generando un verdadero impacto en el
tratamiento y pronéstico de los pacientes (Angiiiano-Sanchez et al.,
2011). Derivado de esto, se ha logrado identificar alteraciones en los
valores y rangos de diferentes muestras bioldgicas de las gestantes
que han sido identificadas como potenciales biomarcadores clinicos
para el diagnéstico de la PE.

En ese sentido, las Guias de Practicas Clinicas (GPC) para la
prevencion, diagndstico y tratamiento de la PE sobresalen una
excrecion de proteina en orina >300 mg/24 h, creatinina sérica (>30
mg/mmol) en gestantes >20 semanas de gestacién (SDG) hasta las
dos semanas posparto, y en el caso de PE con datos de severidad
trombocitopenia (<150,000 mm?), elevacion de lipoproteina de baja
densidad (LDL), enzimas hepaticas elevadas (aspartato amino
transferasa, AST, o alanino amino transferasa, ALT) (IMSS, 2017).

El 4cido drico es otro de los marcadores mas estudiados, porque estd
documentado su sobreactividad en la placenta de pacientes con PE.
Es el producto final de la degradacion de las purinas, el cual es un
compuesto antioxidante que, en ausencia de otros antioxidantes,
como el acido ascérbico, puede comportarse como agente oxidante y
proinflamatorio. El nivel sérico en mujeres no embarazadas es de 2.4
a 5.7 mg/dL, en embarazadas sanas < 4 mg/ dL y en las gestantes con
PE, la media es de 6.7 mg/dL (Vazquez Rodriguez & Isla Arias, 2018).
Por otro lado, la proteinuria aumenta en el embarazo porque existe un
incremento de la tasa de filtracion glomerular, unido a una disminucién
de la tasa de reabsorcién tubular, lo que facilita una mayor eliminacién
de proteinas. En el laboratorio clinico, las tiras reactivas para el
examen general de orina (EGO) son utilizadas también como medio
diagndstico en el primer nivel de atencién principalmente; sin embargo,
para obtener una validez se deben reunir otros requisitos como
comprobar la densidad en la orina y el pH, ya que variaciones entre
estas variables puede producir discrepancias en los resultados
(Napoles Méndez, 2016).

Reportes previos indican que los niveles séricos de lipidos fueron
mayores en las embarazadas con PE en relacién con las embarazadas
normotensas. Se hipotetiza que estos cambios tienen un papel en el
dafio celular endotelial, que es un sintoma caracteristico en la PE
(Duarte Mote et al., 2014).

Como se observa, la PE afecta diversos érganos y sistemas creando
alteraciones en los niveles de ciertos marcadores bioquimicos
presentes en diversas muestras biolégicas tales como sangre total,

suero y orina; los cuales pueden ser utilizados como marcadores
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predictores para obtener informacion respecto a la condicion de la
gestante en tiempo real. Por lo anterior, el objetivo central del presente
proyecto fue analizar marcadores bioquimicos en gestantes con y sin
preeclampsia que acudieron a la clinica de medicina materno fetal del
Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud (CIDOCS) y
el Hospital Civil de Culiacan (HCC) durante el periodo 2018-2019.

MATERIALES Y METODOS

Reclutamiento de participantes

Se desarrollé un estudio de casos y controles en el CIDOCS de la
Universidad Auténoma de Sinaloa (UAS) durante los meses de febrero
de 2018 a enero de 2019. Se obtuvo el consentimiento informado por
escrito de todas las participantes incluidas en el estudio, asi como la
anamnesis e historia clinica fueron consultados de los expedientes
electronicos del hospital.

Los criterios de inclusién abarcaban a las gestantes que asistieron a
la clinica de medicina materno fetal del CIDOCS vy al servicio de
tococirugia del HCC para llevar a cabo el control prenatal y la
resolucion del embarazo, respectivamente. Se aceptaron aquellas que
proporcionaron su firma en la carta de consentimiento informado.

Se excluy6é a toda paciente con enfermedad crénico-degenerativa;
diabetes, cancer, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
respiratorias, nefropatias, hepatopatias, condiciones autoinmunitarias,
asi como aquellas pacientes que consumieron alimentos por lo menos
4 horas antes de la toma de la muestra sanguinea. Finalmente, fueron
eliminadas las pacientes cuyas muestras fueron insuficientes, mal
tomadas o con error en el procedimiento del laboratorio.

El grupo de PE se definié6 como un embarazo que regularmente se
mantiene normoestable durante las primeras 20 SDG, con episodios de
TA >140/90 mmHg con una duracidn de 4 horas y la excrecién >300 mg
de proteina en orina durante 24 horas. Sin embargo, existen otras
sintomatologias como la trombocitopenia (plaquetas <100,000
x10%/L), alteraciones hepéticas (dos veces el nivel superior de las
enzimas), dolor epigastrico intenso, insuficiencia renal (niveles de
creatinina sérica de 1.1 mg/dL), edema pulmonar, dolor de cabeza de
nueva aparicion con alteraciones visuales.

Por otro lado, en el grupo de PE con datos de severidad (PEds) se
incluyeron embarazos mayores de 20 SDG, presion arterial >160/110
mmHg, proteinuria significativa y falla multiorganica (ACOG, 2020).
Toda la informacion clinica que se obtuvo de las pacientes fue
estrictamente almacenada y en total confidencialidad acorde a como
loindica la Ley Federal de Proteccién de Datos Personales en Posesion

de los Particulares.
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Cuantificacion de parametros bioquimicos

Para la determinacién de los niveles de glucosa, urea, creatinina, dcido
trico, colesterol total, colesterol de baja densidad (LDL), proteina ¢
reactiva (PCR), transaminasa glutdmico oxalacética (TGO) y la
transaminasa glutamico pirtivica (TGP) fue empleado el equipo Vitros
4600 de la casa comercial Ortho Clinical Diagnostics, mediante la
metodologia de integracion real de quimica e inmunoensayo.
Respecto a la determinacion de la biometria hemética completa se
llevé a cabo mediante el equipo Sysmex i100 de la casa comercial

Siemens, mediante la metodologia de citometria de flujo.

Anilisis estadistico
Se empled estadistica descriptiva con un nivel de confianza del 95%.
Posteriormente se calculé la Razén de Riesgo y sus intervalos de

confianza, todo fue analizado mediante el software IBM SPSS v23.

RESULTADOS

Clasificacion e historia clinica

Durante el periodo en estudio se lograron reclutar 4 casos vs 50
controles, todas las pacientes autorizaron participar en el estudio
firmando el consentimiento informado. Por lo anterior, se ilustra en la
Tabla 1, donde sobresale la edad promedio para los casos, la cual fue
de 28.00+8.20 afios vs 24.36+6.29 afios para los controles, no
mostrando asociacion estadisticamente significativa (p=0.280).
Dentro del estado civil de las participantes, el 75% (3 pacientes) de los
casos y 68% (34) de los controles viven en unién libre, siendo este el
estado civil que predominé en la poblacién para ambos grupos de
estudios, no observando asociacion estadisticamente significativa
(p=0.789).

Respecto a la escolaridad, se observé que el nivel bésico de estudios
fue el mas frecuente, donde los casos presentaron el 75% vs 60% los
controles, no mostrando asociacion significativa (p=0.809). Con
relacion al lugar de nacimiento, el 50% (2) de los casos nacieron en
otros municipios de Sinaloa, mientras que el 46% (23) de los controles
nacieron en Culiacdn. No se observé significancia estadistica
(p=0.406). La ocupacion del 100% de los casos vs 94% (47) de los

controles fue ama de casa, sin significancia estadistica (p=0.881).

Condiciones médicas preexistentes

El 75% (3) de los casos vs 36% (18) de los controles no usan
anticonceptivos, respecto a las gestantes que, si utilizan
anticonceptivos, el 25% (1) de los casos y el 48% (24) de los controles
también usan el hormonal, siendo el método anticonceptivo mds

empleado, de acuerdo con los datos observados. Sobresale que los
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hijos previos a esta gesta no son del mismo padre, siendo el 25% (1)

de los casos vs 24% (12) de los controles.

Tabla 1. Historia clinica de los sujetos de estudio variable

Variable Casos (n=4) Controles (n=50)  Valor de p
Edad? (afios)
(Media+DE) 28.00+8.20 24.36+6.29 0.280
. P Unién libre: 68%
b . %
e VA et
) Casadas: 14%
b (oo Bésico: 60%
Escolarldgd qumo. 7.5/0 . Medio sup.- 36% 0.809
(Frecuencias) Medio sup.: 25% RS
Superior: 4%
. Eno Culiacén: 46%
ngqr de b Otros.SmlaIf)a. ?0/" Otros Sinaloa: 28%
nacimiento Culiacén: 25% . 0.406
. S e Otros estados:
(Frecuencias) Jalisco: 25% 10%
Ocupacién® Ama de casa: Ama de casa: 94%
pacio Casa: Oficios varios: 4%  0.881
(Frecuencias) 100% E P
mpresarias: 2%
Peso al tltimo
trimestre ® 84.97+14.03 75.43+14.21 0.202
(Media+DE)
TA sistdlica 153.00+13.11 124.0018.41 0.001
(mmHg)
TA diastdlica 96.75+5.25 78.42+13.43 0.003
(mmHg)
SDG?
(Media+DE) 36.75+0.50 37.24+4.06 0.415
Peso RN? (kg)
(Media+DE) 2.85+0.45 3.22+0.58 0.223
Talla RN? (cm)?
(Media+DE) 50.0040.00 50.27+2.74 0.494

DE= desviacion estandar, Medio sup.= nivel medio superior, Otros Sinaloa=
otros municipios Sinaloa, NA= no aplica, TA= tension arterial, SDG= semanas
de gestacion, RN= recién nacido, a= t de student, b= chi cuadrada

Frecuencia de preeclampsia en gestantes del CIDOCS

Dentro del grupo de casos surgid una subclasificacién, PE
representado por 75% (3) y PEds 25% (1). Esta surgi6 con base en las
caracteristicas clinicas y sintomatologia que desarrollaron las
gestantes.
Dentro de los valores de TA, se observé que los casos presentaron
153/96.75+13.11/5.25 mmHg vs 124/78.42+18.41/13.43 mmHg para
los controles, mostrando asociacion estadistica al desarrollo de PE
(p=0.001y p=0.003 para TA sistélica y TA diastélica respectivamente).
Respecto a los antecedentes heredo familiares en los casos, se
observé en familia directa de las gestantes que las enfermedades
cardiovasculares y la diabetes ocuparon el primer lugar con 50% cada

una. Por otro lado, en los controles se observd en familia directa las
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enfermedades cardiovasculares en primer lugar con 37.7% (23),
seguida de diabetes 27.9% (17) y cancer 8.2% (5).

Cuantificacion de parametros bioquimicos en gestantes

Los pardmetros laboratoriales son buenos marcadores bioquimicos
para el diagndstico de ciertas enfermedades y patologias, y como ya
se menciond, son responsables en gran parte del éxito en el
diagndstico y tratamiento de los pacientes. Derivado de lo anterior, en
la Tabla 2 se observan los principales parametros laboratoriales que
indican las GPC, por ejemplo, creatinina, LDL, TGO, TGP, sobresaliendo
la glucosa, la cual se observé de 85.65+13.27 mg/dL y 95.75+39.76
mg/dL para los controles y casos respectivamente, no presentando
asociacion estadistica significativa al desarrollo de la PE (p=0.648).
Respecto a la urea, ésta se observd en 16.66+5.94 mg/dL y 18.20+7.29
mg/dL para los controles y los casos respectivamente, no presentando
asociacion estadisticamente significativa (p=0.627). En tanto a la
creatinina, se observé en 1.93+ 8.60 mg/dL y 0.59+ 0.06 mg/dL para
los controles y los casos respectivamente, no presentando asociacion
estadisticamente significativa (p=0.759).

Con relacion a los valores de TGO, se observaron valores de
28.73+23.70 mg/dL y 24.00+10.00 mg/dL para los controles y casos
respectivamente, no encontrando asociacion estadisticamente
significativa al desarrollo de preeclampsia (p=0.739). De la TGP, se
presentaron valores de 28.21+27.20 mg/dL y 27.33+17.21 mg/dL para
los controles y los casos respectivamente, no presentando asociacion
estadisticamente con el desarrollo de PE (p=0.957). Con relacién al
nivel de PtO 24 h, los casos presentaron 2,858.8+4,317.1 vs
267.5+239.6 mg los controles, no encontrando asociacion significativa
al desarrollo de PE (p=0.316).

Respecto a los principales pardmetros del hemograma, Tabla 3, se
puede observar la hemoglobina con 11.97+1.51 vs 11.55+1.45 g/dL
para los casos y controles respectivamente, no mostrando asociacién
significativa (p=0.586). En tanto al hematocrito, se observé 36.12+5.12
vs 35.25+4.01% para los casos y controles respectivamente, no
observando significancia estadistica (p= 0.684). Respecto a los niveles
de plaquetas, se cuantific6 213.50+77.08 vs 226.29+59.48
millones/mm?® para los casos y controles respectivamente, no
encontrando asociacion significativa al desarrollo de PE (p=0.687).
Finalmente, el nivel de leucocitos fue de 9.36+2.32 vs 11.14+3.26 y
miles/pL para casos y controles respectivamente, tampoco
observando asociacion significativa (p=0.293), aqui se aprecia que
contrario a los pardmetros anteriores como hemoglobina y
hematocrito, en estos parametros sobresalen los valores del grupo

control, cuestionandose la importancia que representan las plaquetas
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y los leucocitos en embarazadas con dificultad multiorgénica y alta

presion arterial

DISCUSION

Los resultados de las edades de las participantes en el estudio
coinciden con una investigacion realizada en Colombia, donde las
gestantes con preeclampsia oscilaron entre 20 y 35 afios (Claros
Benitez et al., 2016). En ambos casos, esta franja de edad no se

considera un factor de riesgo para el desarrollo de la preeclampsia.

En relacién con el estado civil, es crucial analizarlo, ya que un estudio
en Colombia reveld que estar separada o en union libre se asoci6 a un
riesgo cuatro veces mayor de experimentar ansiedad preoperatoria.
Ademads, se observd que la mayoria de los casos confirmados optaron
por la cesarea, posiblemente buscando una mayor estabilidad tanto
para la madre como para el neonato (Quintana-Guardo, Monterrosa-
Castro, & Beltran-Barrios, 2020).

En otra investigacién, las personas que viven en unién libre y sobre
todo las solteras, son mas propensas a desarrollar ansiedad y estrés
creando un estado de inestabilidad emocional. De hecho, por la simple
razon de ser solteras, presentar PE y el hecho de llegar a ser
hospitalizada por complicaciones relacionadas a la misma, pueden
presentar episodios donde involucraria depresién posparto entre otras
cuestiones psicoldgicas, mentales y fisicas (Preciado-Duarte, Trujillo-
Madrigal, & Rojas-Espitia, 2018).

En cuanto al nivel educativo de la poblacidon estudiada, se alinea con
una investigacién que sefiala que el 50% de su poblacion total solo
habia completado la educacién secundaria como maximo nivel de
instruccion (De JesUs Garcia A et al., 2018). Otro estudio en Puebla,
México, indica que en términos de afios de estudio, se estima que mas
del 80% de la muestra habia concluido el nivel educativo basico (Garcia
M, Garcia G, Arreguin L, & Landeros E, 2011). Esto resalta la falta de
educacion entre las madres, no solo en grupos de edad jévenes, sino
en todas las franjas etarias, donde prevalece la desinformacién y/o la
falta de cuidados adecuados durante el embarazo, incluso cuando se
presentan complicaciones como la preeclampsia. Ambos estudios
sugieren una leve asociacién socioecondémica, aunque no fue el
enfoque principal de la presente investigacion, se considera que esta
vinculada al nivel educativo, la escasez, el desempleo, el poder

adquisitivo y el nivel académico.

Tabla 2. Cuantificacién de parametros bioquimicos en sujetos de estudio
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Grupo Variable Media + DE Valor p
Glucosa ? (mg/dL) 85.65+13.27 0.648
Urea ® (mg/dL) 16.66+5.94 0.627
Creatinina  (mg/dL) 1.93+8.60 0.759
Acido Urico ® (mg/dL) 4.5741.19 0.709
PCR?(mg/dL) 3.2746.95 0.492
Colesterol total ® 266.00
Controles LDL? 179.00
HDL? 57.00
TGO * (mg/dL) 28.73+23.70 0.739
TGP 2 (mg/dL) 28.21427.20 0.957
Pt0 24 h® (mg) 267.5+239.6 0.316
Glucosa ? (mg/dL) 95.75+39.76 0.648
Urea ® (mg/dL) 18.20+7.29 0.627
Creatinina ®(mg/dL) 0.59+0.06 0.759
Acido Urico ® (mg/dL) 4.25+0.35 0.709
PCR?(mg/dL) 5.97+9.00 0.492
Casos Colesterol total ® NC
LpL® NC
HDL? NC
TGO * (mg/dL) 24.00+10.00 0.739
TGP 2 (mg/dL) 27.33+17.21 0.957
Pt0 24 h® (mg) 2,858.8+4,317.1 0.316

DE= desviacion estdndar, PCR= proteina C reactiva, LDL= colesterol de baja
densidad, HDL= colesterol de alta densidad, TGO= transaminasa glutamico
oxalacética, TGP= transaminasa glutamico pirivica, Pt0 24 h= proteina en orina
de 24 horas, NC= no cuantificado, a= t de student, b= chi cuadrada.

En cuanto a la planificacion familiar y el uso de anticonceptivos, en la
vida sexual de la mujer contempordnea, la utilidad de métodos
anticonceptivos y de barrera es de suma importancia para evitar
embarazos no deseados y reducir el riesgo de infecciones de
transmision sexual (ITS). En |a presente investigacion, se observé que
el 75% de los casos y el 36% de los controles no utilizaron dichos
métodos, lo que aumenta el riesgo no solo de tener un embarazo de
alto riesgo debido al desarrollo de preeclampsia, sino también de
contraer una ITS durante la gestacion, lo que podria complicar atin mas

el embarazo.
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Tabla 3. Resultados de hemograma en sujetos de estudio

Parametro Controles Casos Valor p
Hemoglobina  (g/dL) 11.557+1.45 11.97+1.51 0.586
Plaquetas 2 (millones/mm?) 226.29+59.45 213.50+77.08 0.687
Hematocrito 2 (%) 35.25+4.01 36.1245.12 0.684
Eritrocitos 2 (millén/dL) 4.09+0.42 4.07+0.62 0.903
Volumen p'?‘(‘f“L‘;‘a”" medio 41 414131 11454230 0.979
Volumen cor ‘(’f”LS)C”'a’ medio 4 7849.07 88.90+1.70  0.373
Concentracion de
hemoglobina corpuscular 32.24+1.88 33.20+0.63 0.320
media ® (g/dL)
Amplitud de distribucién 42.5747.16 43254127  0.853
eritrocitaria * (fL)
Coeficiente de variacion de
ancho de distribucion 14.1041.91 13.2740.15 0.393
eritrocitaria ® (fL)
Leucocitos totales 11.1443.26 9364232 0293
(miles/uL)
Porcentaje de neutréfilos ® 73.30+8.40 76.32+4.60 0.483
Porcentaje de linfocitos ? 17.8746.94 15.15+6.01 0.452
Porcentaje de monocitos ? 5.98+1.85 6.60+1.89 0.524
Porcentaje de eosindfilos ® 1.5743.11 0.67+0.74 0.572
Porcentaje de baséfilos ® 0.40+0.94 0.22+0.09 0.708
Neutréfilos 2 (miles/uL) 8.28+3.12 7.08+1.39 0.452
Linfocitos 2 (miles/uL) 1.88+0.65 1.47+0.88 0.251
Monocitos ? (miles/uL) 0.65+0.24 0.60+0.21 0.690
Eosindfilos 2 (miles/uL) 0.1140.13 0.09+0.05 0.696
Basdfilos * (miles/uL) 0.03+0.01 0.04+0.03 0.511

2=t de student.

Vale la pena resaltar que los hijos de embarazos previos, el 25% vs 24%
para los casos y controles respectivamente, son de diferente padre. Lo
anterior concuerda con reportes donde se sugiere que la hipertensién
inducida por el embarazo es una respuesta inmunolégica materna al
antigeno fetal extrafio derivado del padre, contenido en los
espermatozoides y fluido seminal (Santiago Mérquez, Harold Huaman,
& Graciela Artica, 1999). Como la PE tiene un origen inmunoldgico, su
incidencia puede estar relacionada con la duracién de la exposicion a
los antigenos paternos.

Como una variable aleatoria, en donde muchas mujeres se preguntan
por qué en un embarazo no presentd PE, mientras que en otro si,
teniendo diferente pareja sexual; existen reportes donde se ha
confirmado que el padre, producto de un embarazo con PE o el padre
de un embarazo previo con PE, tiene mayor riesgo de procrear un hijo
con PE (Zuluaga, Cuartas, & Londofio, 2004).
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Como era de esperarse, los valores de TA de las participantes
estuvieron dentro de los rangos para el tipo de poblacién, resultados
que concuerdan con una cohorte donde se encontré que la morbilidad
materna grave fue significativamente mas frecuente en los casos
(8.8%) en comparacion con los controles (2.3%) (p<0.001) (Segovia
Vazquez & Alvarez, 2018).

Respecto a los principales antecedentes heredo familiares, los autores
(Toro Rendon, Correa Gutiérrez, Calle Tavera, Ocampo Mesa, and Vélez
Cuervo, 2019) mencionan la relacion de enfermedades hepaticas
cursando en embarazos con PE, esto como un factor predisponente de
la madre, en la cual ya cuenta, cursa o tiene predisposicion genética a
desarrollar enfermedades hepaticas no relacionadas con el embarazo,
como por ejemplo: enfermedades autoinmunes, metabdlicas, cirrosis,
pacientes postransplantadas y con enfermedades poliquisticas, entre
otras.

Ademads, hay enfermedades hepéticas relacionadas con el embarazo
como hiperémesis gravidica, colestasis intrahepatica gestacional,
preeclampsia/eclampsia, sindrome de HELLP, hematoma subcapilar y
ruptura hepética. Aunado al tema, estas enfermedades ya sean
presentes antes o durante el embarazo y cursando con PE, se
correlacionan con aumento de peligro y morbimortalidad de la madre
y el riesgo de un parto pretérmino ('Hepatopatia y embarazo," 2008;
Mikolasevic et al., 2018).

Respecto a los parametros laboratoriales, la quimica clinica en la
presente investigacion no se observd asociacion al desarrollo de PE en
colesterol y glucosa, sin embargo, estos resultados difieren con lo
reportado en el Estado de México donde se observd asociacion
estadisticamente significativa al desarrollo de PE para triglicéridos
(p<0.000), colesterol (p<0.011) y glucosa (p>0.000) (Duarte Mote,
Pérez Torres, & Romero Figueroa, 2014).

Es importante mencionar que en el hospital donde se realizé la
presente investigacion, por protocolo, solamente a las gestantes con
RN macrosémicos se les cuantifico el perfil de lipidos, que, en este
caso, solamente fue una embarazada, por lo que al resto de las
participantes a pesar de solicitarselo no se les cuantificé dicho perfil
por cuestiones econdmicas.

Otro estudio mostré que las gestantes con PEds y con diagndstico de
eclampsia presentaron valores mas altos de transaminasas,
deshidrogenasa lactica y 4cido Grico comparadas con los controles,
mostrando asociacion estadistica (p<0.05) (Reyna Villasmil et al,
2014).

En los parametros de importancia del hemograma, destaca la
hemoglobina, cuya baja presencia se asocia cominmente a la anemia.

Sin embargo, durante el embarazo, es normal que las mujeres
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normotensas experimenten niveles ligeramente reducidos tanto de
hemoglobina como de hematocrito, ya que es un proceso fisioldgico
que tiende a disminuir hasta cierto punto. Lo crucial en este contexto
es el control prenatal, preferiblemente mensual, con andlisis de
hemograma correspondiente para monitorear los niveles. En caso de
una significativa disminucién, es esencial que el obstetra intervenga
rapidamente para evitar que afecte la viabilidad del binomio.

Los niveles bajos de plaquetas son de suma importancia,
especialmente en los casos en los que las gestantes experimentan
complicaciones como el sindrome de HELLP eclampsia o
preeclampsia con datos de severidad (Peds). En estas situaciones
criticas, se puede considerar la interrupcion del embarazo como
medida para salvaguardar la vida tanto de la madre como del bebé
2021).

Asimismo, es relevante el monitoreo de los leucocitos, especialmente

(Andreeva et al.,

si estdn muy elevados, ya que podria indicar la presencia de una
infeccion, sobre todo en casos de infecciones en vias urinarias. Este
tipo de infecciones es una de las principales causas de
morbimortalidad materna, lo que pone en riesgo la viabilidad del
binomio (Johnson et al., 2021).

En Venezuela se reportd que las concentraciones de hemoglobina,
plaquetas, transaminasas, creatinina, 4cido Urico y proteinuria fueron
significativamente mas altas en casos vs controles (p<0.001). Las
casos presentaron valores significativamente mas altos de leucocitos
(9.8+41.7x10%/mL y 6.5+1.2x10%/mL) y neutrdfilos (7.7+1.5x10%/mL)
comparado con los controles (9.3+1.4x10%/mL y 6.5+1.2x10%/mL,
respectivamente, p< 0.05). En cuanto al conteo de linfocitos, los casos
presentaron valores mds bajos (2.0+0.5 x 103/mL) comparado con los
controles (2.4+0.5x10%/mL; p< 0.001) (Reyna-Villasmil, Mejia-Montilla,
Reyna-Villasmil, Torres-Cepeda, and Fernandez-Ramirez, 2018).

Los anteriores resultados difieren de los observados en la presente
investigacion, ya que en la poblacion del CIDOCS dichos valores se
encontraban mas bajos a pesar de estar dentro de los limites, no
presentando asociacion estadistica.

Otros autores han reportado que la anemia en las embarazadas se
asocia con amenaza de aborto (13.8% pacientes con anemia vs 5.3%
no anémicas). Ademas, el trabajo de parto pretérmino fue mayor en el
grupo con anemia 31.2 vs 10.7% (Flores Venegas, Germes Pifia F, and
Levario Carrillo, 2019).

En el caso de la poblacién analizada en CIDOCS y el HCC no
presentaron diagnéstico de anemia, esto debido en gran parte a los
cuidados maternos que llevaron las pacientes; ademas de ser
monitoreadas cada tres meses por un médico materno fetal por lo que

es importante resaltar la importancia de acudir con los expertos en el
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cuidado obstétrico y fetal. Ninguno de los casos y controles
necesitaron ser ingresadas al HCC para su control, todo fue bajo

control ambulatorio durante la consulta materno fetal.

CONCLUSIONES

Se lograron reclutar 4 casos vs 50 controles, todos con la firma de
consentimiento informado.

Surgié una subclasificaciéon entre los casos, donde el 75% (3)
desarrollaron PE y el 25% (1) restante desarrollaron Peds.

Los casos presentaron TA de 153/96.75+13.11/5.25 mmHg vs
124/78.42+18.41/13.43 mmHg los controles mostrando asociacion
estadistica (p=0.001 y p=0.003 para tension sistdlica y tension
diastolica, respectivamente).

La creatinina observada fue de 0.59+0.06 vs 1.93+8.60 mg/dL para los
casos y controles respectivamente, no presentando asociacion
estadisticamente significativa (p=0.759).

La TGO se fue de 24.00+10.00 vs 28.73+23.70 mg/dL para los casos y
controles respectivamente, sin significancia estadistica (p=0.739).

La TGP observada fue 27.33+17.21 vs 28.21+27.20 mg/dL para los
casos Yy controles respectivamente, sin asociacion significativa
(p=0.957).

El nivel de PtO 24 h en los casos fue de 2,858.844,317.1 vs
267.54239.6 mg en los controles, no encontrando asociacién
significativa al desarrollo de PE (p=0.316).

El nivel de hemoglobina observado fue de 11.97+1.51 vs 11.55+1.45
g/dL para los casos y controles respectivamente, no mostrando
asociacion significativa (p=0.586).

El hematocrito presente fue de 36.12+5.12 vs 35.25+4.01% para los
casos y controles respectivamente, no observando significancia
estadistica (p= 0.684).

Respecto a los niveles de plaquetas, se observaron 213.50+77.08 vs
226.29+59.48 millones/mm® para los casos y controles
respectivamente, no encontrando asociacién significativa al desarrollo
de PE (p=0.687).

Ninguna gestante necesitd hospitalizacion, gracias al excelente

manejo materno fetal de los obstetras.
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Prevalencia de anticuerpos anti-Salmonella enterica serovar Typhi en
individuos de Culiacan, Sinaloa, México

Prevalence of anti-Sa/monella enterica serovar Typhi antibodies in individuals from Culiacan, Sinaloa, Mexico
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue estimar la prevalencia de anticuerpos especificos anti-Salmonella enterica serovar Typhi en individuos de
Culiacdn, Sinaloa, México. Se llevé a cabo un estudio transversal en el Laboratorio de Andlisis Clinicos Universitario "MC Héctor Cuén Ojeda" de
Culiacdn, Sinaloa, México, durante el periodo 2009-2010. En este estudio participaron 366 individuos que se acudieron al laboratorio para la
obtencién de un certificado médico. A los sueros de cada uno de los participantes se les realizé la reaccién de Widal. Las muestras Widal-
positivas (dilucién =1:160), fueron analizadas mediante Western blot empleando un extracto antigénico de Salmonella Typhi (EAST). De los 366
sueros analizados, el 10.11% (n=37) fueron Widal-positivos. La técnica Western blot realizada con estos sueros permitié evidenciar los 4
antigenos mas inmunorreactivos; 35 (94.6%) detectaron la proteina de 25 kDa; 34 (91.9%) la de 24 kDa e igual nimero la de 30 kDa;
adicionalmente, 33 (89.2%) la de 60 kDa. En conclusion, se obtuvo una seroprevalencia anti-S. Typhi del 10.11%, se identificaron 4 proteinas del
EAST con inmunorreactividad elevada (>89%), el antigeno de 25 kDa fue el inmunodominante. Es necesario continuar estudiando las proteinas
detectadas, ademds de ampliar la estimacion de la seroprevalencia de S. Typhi, cuya infeccion mantiene a Sinaloa dentro de los 5 estados con
mayor incidencia de Fiebre Tifoidea en México.

Palabras clave: Antigenos, Fiebre Tifoidea, Seroprevalencia, Antigeno Inmunodominante.

ABSTRACT

To estimate the prevalence of specific antibodies against Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) in individuals from Culiacan, Sinaloa,
Mexico. A cross-sectional study was conducted at the University Clinical Analysis Laboratory "MC Héctor Cuén Ojeda" in Culiacén, Sinaloa, Mexico,
during the period 2009-2010. In this study, 366 individuals attended the laboratory to obtain a medical certificate. The serum of each individual
was obtained and analyzed by Widal agglutination. Positive samples to Widal (dilution 1:160), were tested by Western blotting using an antigenic
extract of S. Typhi (AEST). Of 366 sera analyzed, 10.11% (n=37) were Widal-positive. The Western blot developed using these sera revealed four
prominent antigens: a 25 kDa protein was recognized by 35 sera (94.6%), 24 kDa and 30 kDa proteins were reactive to the same number of sera,
with 34 (91.9%), and 33 (89.2%) recognized a 60 kDa protein. In conclusion, the anti-S. Typhi seroprevalence obtained was 10.11%, and four
proteins derived from AEST were identified with high immunoreactivity (>89%), the 25 kDa antigen was the immunodominant. It is necessary to
continue studying these detected antigens and increase our knowledge about the estimation of seroprevalence of S. Typhi, whose infection keeps
Sinaloa within the 5 states with the highest incidence of Typhoid Fever in Mexico.
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INTRODUCCION

La Fiebre Tifoidea (FT) es una enfermedad infecciosa sistémica
causada principalmente por la bacteria intracelular Salmonella enterica
serovar Typhi (S. Typhi), que afecta exclusivamente al ser humano
(Stirchler, 2023; Zhang et al, 2008). Es uno de los principales
problemas de salud en el mundo, con mayor impacto en morbilidad y
mortalidad en paises en vias de desarrollo, donde el acceso al agua
potable es limitado, los sistemas sanitarios deficientes y los habitos
higiénico-alimenticios son inadecuados (Farooqui et al., 2009; Mweu &
English, 2008; Parry et al, 2011). En este escenario, S. Typhi se
disemina a través del agua (Farooqui et al., 2009), alimentos u objetos
contaminados con heces u orina de personas portadoras de la bacteria
(Crump et al., 2004; Crump & Mintz, 2010; Sharma et al.,2009; Stiirchler,
2023). Se estima que FT afecta anualmente a unos 27 millones de
personas causando 216 mil muertes en el mundo, presentandose con
incidencia elevada en paises de Asia e intermedia en Africa y
Latinoamérica (Crump et al., 2004; Crump & Mintz, 2010; Ghenghesh et
al., 2009; Jadav et al., 2023; Mweu & English, 2008; Stiirchler, 2023).

Latinoamérica esta catalogada como una regién de incidencia media
de la FT (10-100/100,000 casos anuales) (Crump & Mintz, 2010). En
Estados Unidos la FT es una enfermedad rara con aproximadamente
300 casos clinicos reportados anualmente (Lynch et al, 2009). En
México se ha presentado un incremento en la incidencia de S. Typhi.
Segun la Secretaria de Salud en el 2022 se registraron 11,762 casos de
FT; sélo en el estado de Sinaloa se registraron 1908 del total de casos
reportados ese afo a nivel nacional (ubicandolo en 3¢ lugar nacional),
y para la semana 41 del 2023 la cifra acumula 11,433 casos (Boletin
Epidemioldgico, 2023). El grupo etario mas afectado es el de adultos
jovenes de 19 a 44 afios (Boletin Epidemioldgico, 2023). Esto sugiere
que es imperante incrementar nuestro conocimiento sobre la
epidemiologia de esta enfermedad en México y en especial en el
estado de Sinaloa, lo cual puede contribuir a mejorar las estrategias
para la prevencion y control de la FT. Para esto se requieren estudios
de seroprevalencia, mediante la deteccién de anticuerpos especificos,
para obtener informacion complementaria a la reportada por la
Secretaria de Salud sobre esta enfermedad que en México afecta a
miles de individuos cada afio. En el presente trabajo se estimé la
prevalencia de anticuerpos anti-S. Typhi en individuos que acudieron a
realizarse estudios al laboratorio de anélisis clinicos de la Universidad

Auténoma de Sinaloa durante el afio 2009.
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MATERIALES Y METODOS

Poblacio de estudio

Se incluyeron los sueros de 366 individuos aparentemente sanos que
acudieron al Laboratorio de Anélisis Clinicos Universitario “MC. Héctor
Cuén Ojeda”, UAS, ubicado en Culiacan, Sinaloa, a practicarse el
certificado médico y que hayan tenido la prueba de VDRL (por sus
siglas en inglés Venereal Disease Research Laboratory) negativa, la
cual se realiza de manera rutinaria en el examen referido. Los
participantes dieron su consentimiento informado por escrito para
ingresar a este estudio, conservando el anonimato de su identidad y
datos personales que fueros excluidos del presente estudio, de
acuerdo con el H. Comité de Investigacion de la Unidad de
Investigaciones en Salud Publica "Dra. Kaethe Willms" de la Facultad
de Ciencias Quimico-Bioldgicas, UAS. Las muestras fueron obtenidas

durante el afio 2009 y almacenadas a -20 °C hasta su uso.

Técnica de Widal

El total de los sueros fueron analizados mediante la técnica de Widal,
empleando un kit comercial (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se mezcl6 una gota del reactivo tifico “0” (o
tifico “H"), con 10 yL de suero sobre una placa de vidrio. Las
micrografias fueron tomadas a 40X en un microscopio triocular Primo
Star, Carl Zeiss, empleando una camara digital Canon de 10
megapixeles, después de una incubacién de 4 min a temperatura
ambiente en un agitador orbital (Daigger). La muestra se considerd
positiva, si desarrollé aglutinacién a un titulo 21:160, como lo sugiere
la Guia de Préctica Clinica, Diagndstico y Tratamiento para la Fiebre
Tifoidea del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), basado en

los criterios descritos en 2014 por Andualem et al. (2014).

Extracto antigénico de S. Typhi (EAST)

El extracto antigénico de S. Typhi (EAST), se obtuvo mediante
sonicacion de la biomasa del cultivo en fase logaritmica de un aislado
clinico de S.

Typhi 00190 (gentilmente donado por el Dr. Vianney Ortiz del
CINVESTAV-IPN), disuelta en amortiguador salino de fosfatos (PBS,
NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2P0O4 1.76 mM, pH 7.2),
suplementado con 20% de un coctel de inhibidores de proteasas
(Sigma). El sonicado se centrifugd durante 5 min a 1200 x g en una
microcentrifuga (Hettich Mikro 120). Al sobrenadante obtenido se le
determiné la concentracion de proteinas mediante el método de
Bradford (Bio-Rad), siguiendo el protocolo recomendado por el

fabricante. El nimero de bandas proteicas del EAST se contabilizé en
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un gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul de Coomassie R-250

(Bio-Rad), siguiendo protocolos estandar.

Western blot

El Western blot fue realizado con base en el protocolo descrito por
(Salazar-Mejia et al. 2010), con algunas modificaciones. Brevemente,
400 pg del EAST fueron separados electroforéticamente a 100 V por 2
h en geles de poliacrilamida al 12 %, en una camara de electroforesis
Mini-Protean Tetra (Bio-Rad), empleando amortiguador de corrida TGS
(Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1% p/v, pH 8.3; Bio-Rad); las
proteinas en el gel fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa
de 0.22 pm (Hybond-ECL, Amersham), y estas (ltimas fueron
blogueadas con leche descremada (Nestlé), al 5 %. A continuacion,
fueron incubadas con los sueros de individuos positivos a Widal,
diluidos 1:400, o con los sueros de los testigos a la misma dilucion.
Posteriormente, las membranas fueron incubadas con anticuerpos
anti-lgG humana conjugada a peroxidasa (Bio-Rad) y finalmente, la
reaccion fue revelada con diaminobencidina (Research Organics) y
H202 (JT Baker) (Salazar-Mejia et al., 2010).

Anilisis estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de los datos donde la media, mediana
y porcentaje, fueron calculados, asi como sus respectivos intervalos
de confianza del 95% (IC95%). La distribucion de prevalencia de
anticuerpos anti-S. Typhi por género y rango de edad se analizé
mediante el estadistico Ji-cuadrado de Pearson o prueba exacta de
Fisher, segun la distribucion de los datos. Un valor p menor a 0.05 fue
considerado estadisticamente significativo. Los andlisis estadisticos

se realizaron empleando el software Stata Intercooled 13.1.
RESULTADOS

Seroprevalencia de S. Typhi

Un total de 366 individuos fueron incluidos en este estudio, de los
cuales 167 (45.63%, 1C95%: 40.44-50.89) correspondieron al género
femenino. La edad promedio general fue de 19.6 afios (1C95%: 19.22-
20.01). Con base en la edad se generaron dos grupos, uno de 15a 17
con el 30.33% (n=111) de los participantes y otro de 18 o mas afios
(n=255) (Tabla 1). A todos los participantes se les colectaron
muestras séricas, las cuales fueron analizadas mediante la técnica de
Widal (Figura 1), obteniéndose una prevalencia de anticuerpos anti-S
Typhi del 10.11% (n=37), 35 sueros positivos al tifico “0", distribuidos
por grupo de edad como sigue: de 15-17 afios el 1.64 % (n=6); y de 18

0 mas afos, el 7.92 % (n=29); 2 sueros resultaron positivos al tifico
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“H”, ambos del grupo de edad de 18 o0 mas (0.54 %) (Tabla 2). Al
comparar los grupos de edades, se observé que en el de adultos
jovenes (18 o mas), hubo un mayor niimero de sueros positivos al
tifico “0” de S. Typhi (n=29), no existié evidencia suficiente en los
datos que demuestre que la prevalencia de anticuerpos especificos
anti-S. Typhi sea diferente entre adultos jévenes y menores de 18

afos, p=0.698.

a N

Figura 1. Reaccidn de Widal para antigeno “0” de S. Typhi. A) Testigo Positivo
(Bio-Rad), B) Suero de uno de los individuos sin reactividad, C) Suero de un
individuo con reactividad. Los sueros problema y testigo positivo fueron
analizados por duplicados a una dilucién 1:160. Las micrografias fueron
tomadas a 40X en un microscopio triocular Primo Star, Carl Zeiss, empleando
una cdmara digital Canon de 10 Megapixeles.

Identificacion de antigenos de S. Typhi

Los 37 sueros positivos a Widal fueron evaluados mediante Western
blot empleando EAST, compuesto de al menos 30 proteinas
evidenciadas mediante tincién con azul de Coomassie, cuyos pesos
moleculares oscilan desde 180 kDa hasta 15 kDa (Figura 2). Los
sueros fueron empleados a una dilucién de 1:400. En la Figura 3 se
muestra el perfil antigénico del EAST obtenido al revelar las
membranas de la técnica de Western blot se pudo contabilizar un total
de 22 antigenos presentes en el EAST y éstos fueron reconocidos por
uno o mas de los 37 sueros, pudiendo definir la frecuencia de
inmunorreactividad (Figura 3A). Un grupo de 4 antigenos mostraron
una elevada inmunorreactividad (>89%), jerarquizados de mayor a
menor frecuencia como sigue: 35 (94.6%) sueros detectaron la
proteina de 25 kDa; 34 (91.9%) sueros reconocieron a la de 24 kDa;
igual nimero de sueros (34) reaccionaron con la de 30 kDa; y 33
(89.2%) de los sueros con la de 60 kDa (Figuras 3Ay 3B).
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Figura 2. Extracto antigénico de S. Typhi (EAST). Perfil proteico resuelto en un
gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul brillante de Coomassie R-250. En
1) marcador de peso molecular (Bio-Rad), en 2) EAST donde se pueden observar
aproximadamente 30 bandas proteicas individuales con pesos moleculares del
rango de 180 hasta 15 kDa.

DISCUSION

La FT, a diferencia de otras enfermedades bacterianas como la
brucelosis, en México carece de una normatividad sanitaria oficial que
unifique los criterios para su diagndstico, y aunque el diagnéstico de
certeza incluye el aislamiento, identificacién bioquimica y seroldgica
de S. Typhi, esta resulta una estrategia poco accesible desde el punto
de vista técnico-econémico en algunas areas endémicas de paises en
vias de desarrollo como México; esto hace que la principal alternativa
diagnéstica para esta enfermedad sea la técnica de Widal (Parry et al.,
2011), que se basa en poner en evidencia anticuerpos séricos anti-S.
Typhi. Es una prueba de aglutinacién de estos anticuerpos dirigidos
contra antigenos somdticos (tifico “0”) o flagelares (tifico “H"),
considerando como clinicamente relevante una reactividad a una
dilucidn sérica de 21:160 (Andualem et al., 2014).

Actualmente se carece de estudios que indiquen la seroprevalencia
de la FT en México y en particular en Sinaloa. Los estudios de
seroprevalencia permiten estimar el contacto de la poblacion
estudiada y la bacteria mediante la deteccién de anticuerpos
especificos, contribuyendo al avance de la informacion reportada por

las autoridades de salud, pudiendo impactar en la reduccion de la
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incidencia de la FT en nuestro pais. En este contexto, se estimd la
prevalencia de anticuerpos anti-S. Typhi en personas adultas jévenes
sinaloenses, atendidas en uno de los laboratorios de analisis clinicos
de nuestra universidad, que no presentaban sintomas de la
enfermedad, bajo los criterios diagnésticos de la guia clinica del IMSS
para el diagndstico de la FT (Andualem et al., 2014). De las 366
muestras séricas analizadas por Widal, 37 resultaron positivas
equivalentes a una seroprevalencia del 10.11%, mas de 3 veces el
porcentaje reportado para individuos sanos de Nepal (Pokhrel et al.,
2009). Es relevante destacar que el 94.59% (n=35) de los individuos
presentaron anticuerpos aglutinantes al antigeno “0”, lo que sugiere
que pudieron haber estado en contacto con la bacteria recientemente
(Andualem et al., 2014; White et al., 1999). En el andlisis de la
distribucion por género, no se observd diferencia estadistica
significativa, lo que difiere con los datos mostrados por la SSA, donde
el género femenino es el mds afectado, registrando practicamente el
doble de casos que el masculino (Boletin Epidemioldgico, 2023). Al
analizar los resultados por grupo de edad, se observd
aproximadamente 5 veces mas seropositividad en el grupo de 18 afios
0 mas, dato que coincide con lo reportado por la Secretaria de Salud
de México, donde los adultos jévenes son el grupo etario mds
afectado por la FT, como lo muestra el anuario de morbilidad 2022 de
la SS consultado en octubre de 2023.

A fin de conocer el perfil antigénico de S. Typhi que sirva de base para
un estudio inmunoprotedmico mdas amplio, se analizé |la
inmunorreactividad mediante Western blot, con un 73.3% de
reactividad general, esta reduccion puede deberse a que en Widal se
emplea el suero total que incluye a todos los isotipos de anticuerpos
y en el Western blot solo se detectan las inmunoglobulinas G (o IgG),
destacando un grupo de 4 antigenos con una inmunorreactividad
superior al 89%, y que no mostraron inmunorreactividad al incubarlos
con sueros negativos a la técnica de Widal, niveles de reactividad
comparables a los detectados en pacientes con FT mediante ELISA,
reportada por Fadeel y cols., (2011). Jerarquizando de mayor a menor
la frecuencia la inmunorreactividad se observé que 35 (94.6%) sueros
detectaron la proteina de 25 kDa; 34 (91.9%) sueros reconocieron a la
de 24 kDa; igual nimero de sueros (34) (89.2%), reaccionaron con la
de 30 kDa; y 33 (89.2%) de los sueros con la de 60 kDa. Basados en el
peso molecular de los antigenos detectados en este trabajo se puede
considerar que no hubo reactividad contra las porinas (OmpCy OmpF)
(Verma et al., 2009), sin embargo, es necesario realizar mas estudios
para confirmar o descartar este dato. Aunque existe cierta semejanza
con los pesos moleculares de las proteinas antigénicas de S. Typhi

ty2 con pesos moleculares de 66, 55, 35, 33, 18, y 9 kDa reportadas
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por (Park JH et al., 2002), ninguna coincide con el peso molecular de
25 kDa, que es el antigeno mds prominente detectado en nuestro
trabajo. Es importante sefialar que los sueros evaluados por estos
autores provenian de ratones BALB/c inmunizados y no de seres

humanos como en nuestro caso.
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Figura 3. Perfil antigénico del EAST. A) La antigenicidad del extracto proteico
de S. Typhi muestra 4 bandas antigénicas principales sefialadas con flechas,
con pesos moleculares de 24, 25, 30 y 60 kDa. Los sueros se evaluaron
mediante Western blot a una dilucién de 1:400. A) 1 blanco; B) 1% testigo
negativo sin 1¢ Anticuerpo (Ab); lineas de la 1 ala 19 corresponden a los sueros
de personas positivas a la técnica de Widal; C) 2° Blanco, D) 2° testigo negativo
sin 1¢" Ab; lineas de la 20 a la 37 segundo grupo de sueros positivos a Widal.
Este resultado es representativo de tres experimentos independientes. B)
Frecuencia de reconocimiento antigénico del EAST definida por Western blot
empleando los 37 sueros positivos a Widal, de ellas las de mayor
inmunorreactividad fueron los antigenos de 24 kDa, 25 kDa, 30 kDa y 60 kDa,
destacando el antigeno de 25 kDa. Resultado representativo de 3 experimentos
independientes.

Este estudio aporta informacién reciente sobre la prevalencia de
anticuerpos especificos contra S. Typhi en Culiacan, Sinaloa, México,
que puede servir de base para futuras investigaciones. Es necesario
continuar los estudios de esta enfermedad en otras poblaciones o
comunidades del estado; ademds, podrian implementarse otras
metodologias, como ELISA, para un mayor tamizaje de muestras.
Asimismo, es interesante realizar estudios de proteémica para
identificar nuevos antigenos que pudieran servir de base para el disefio
de un método de diagnéstico 6ptimo que sea mas sensible, especifico

y asequible que los actuales.
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Tabla I. Distribucién de los individuos estudiados por género y grupo de edad

Muestra %
Total de individuos 366 100
Género

Masculino 199 54.37
15-17 63 31.66
18-+ 136 68.34
Femenino 167 45.63
15-17 48 28.74
18-+ 119 71.26

En general
15-17 111 30.33
18-+ 255 69.67

CONCLUSION

Se obtuvo una seroprevalencia anti-S. Typhi del 10.11%, se
identificaron 4 proteinas del EAST con inmunorreactividad elevada
(>89%), donde el antigeno de 25 kDa fue el mas prominente, ello
sugiere una exposicién previa con la bacteria vinculada tanto a
factores ambientales como a las célidas temperaturas la mayor parte
del afio, junto a deficientes habitos higiénicos y pobres medidas
sanitarias en la preparacién de alimentos y bebidas consumidas fuera
de casa. Es necesario continuar estudiando las proteinas detectadas,
ademas de ampliar la estimacion de la seroprevalencia de S. Typhi,
cuya infeccién ha posicionado al estado de Sinaloa entre los cinco
primeros lugares, consolidando a la FT como un problema de salud

publica en México.
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Tabla 2. Distribucién de los sueros por grupo de edad y resultado positivo a la
técnica de Widal (titulo de anticuerpos > 1:160)

Grupo de edad en aiios Positivos “0” n (%)* Positivos “H" n (%)
15-17 6° (1.64) 0(0)
18-+ 29°(7.92) 2°(0.54)
Total 35(9.56) 2(0.54)

23 del género femenino y 3 del masculino; ®15 del género femenino y 14 del
género masculino; °Los 2 individuos eran del género masculino;
*Sin significancia estadistica.
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Efecto del agente masico de separacion en destilacion extractiva

Effect of the separation mass agent in extractive distillation

Bariuelos-Ruelas L.C.", Hernéndez-Calderén 0.M.", Rubio-Castro E.", Gonzédlez-Llanes M.D., Ortiz-del-Castillo J.R.™*
'Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad Auténoma de Sinaloa, Av. de las Américas S/N, Ciudad Universitaria, 80010, México.

RESUMEN

Procesos especiales de separacion son requeridos para lograr separar una mezcla que presenta un azeétropo. En la destilacién extractiva se
afiade un agente masico de separacion (o solvente), logrando cambiar las condiciones de equilibrio. Asi, es posible eliminar el punto azeotrdpico,
aunque se agrega un componente a la mezcla y sera necesario disefiar un proceso de separacion en dos etapas. En el presente trabajo se realizé
un analisis termodinamico y de equilibrio para estudiar el efecto del agente de separacion utilizado y su proporcién en la mezcla etanol-agua,
empleando para ello gréficas pseudobinarias. Los solventes probados fueron glicerina, etilenglicol y 1,3-propanodiol. Los célculos
termodinamicos se realizaron con el modelo de solucion NRTL (por sus siglas en inglés: non-random two-liquid). Para la simulacidn rigurosa se
empled el simulador de procesos Aspen Plus (version 11, Aspen Technology Inc., USA) acoplado al software numérico Matlab (version 2017,
MathWorks, USA). Al aumentar la cantidad de glicerina, el valor promedio de volatilidad aumentd de 3.41 a 5.76. Al aumentar la proporcién de
etilenglicol, la volatilidad se incrementé de 3.43 a 4.9. Por otro lado, al emplear 1,3-propanodiol, el promedio de volatilidad disminuy6 de 2.83 a
2.26. Estos valores mostraron que el 1,3-propanodiol no funciona apropiadamente como agente de extraccién, mientras que la glicerina mostré
ser ligeramente mejor agente de extraccion que el etilenglicol al proporcionar un mayor aumento en la volatilidad relativa.

Palabras clave: Destilacion Extractiva, Volatilidad, Azedtropo.
ABSTRACT

Special separation processes are required to achieve the separation of a mixture that exhibits an azeotrope. In extractive distillation, a separation
mass agent (or solvent) is added, changing the equilibrium conditions. Thus, it is possible to eliminate the azeotropic point, although an additional
component is introduced into the mixture, requiring the design of a two-stage separation process. In this work, a thermodynamic and equilibrium
analysis was conducted to study the effect of the separation agent and its proportion in the ethanol-water mixture, using pseudobinary diagrams.
The tested solvents were glycerol, ethylene glycol, and 1,3-propanediol. Thermodynamic calculations were performed using the NRTL solution
model. For rigorous simulation, the Aspen Plus process simulator (version 11, Aspen Technology Inc., USA) coupled with the Matlab numerical
software (version 2017, MathWorks, USA) was employed. Increasing the amount of glycerol led to an increase in the average volatility from 3.41
to 5.76. Increasing the proportion of ethylene glycol resulted in a volatility increase from 3.43 to 4.9. On the other hand, using 1,3-propanediol,
the average volatility decreased from 2.83 to 2.26. These values indicated that 1,3-propanediol is not suitable as an extraction agent, while glycerol
showed to be a slightly better extraction agent than ethylene glycol by providing a higher increase in relative volatility.

Palabras clave: Extractive Distillation, Volatility, Azeotrope

*Autor de correspondencia: JesUs Raul Ortiz del Castillo
E-mail: jrortiz@uas.edu.mx
ORCID ID: 0000-0001-9102-9869 Enviado: octubre 2023 40

Registro ORCID Autores: OHC: 0000-0002-4216-2409, ERC: 0000-0002-4790-5806, MGL: 0000-0003-4015-383X Aceptado: enero 2023

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




Baiiuelos-Ruelas ef al. ulégl, ) 3,0( a
INTRODUCCION
La palabra azeétropo proviene del griego y significa mezcla que no "l ’ \L/':p
cambia su composicion al hervir (Britannica, 2020). En las mezclas a) 105,
azeotropicas, las composiciones del vapor y del liquido son iguales; & i |
por lo que un estado azeotrépico se ha definido como el estado en el §
cual la composicién de cada componente es la misma en cada una de é’ =
o

las fases coexistentes (Carravetta et al, 2022). La azeotropia
representa una alta no linealidad del equilibrio de fases de mezclas,
debido a las fuertes interacciones moleculares (Carravetta et al,
2022). En un diagrama de equilibrio liquido-vapor, un estado
azeotropico puede verse como un punto estacionario en la superficie

de equilibrio del diagrama T-xy o el diagrama P-xy (Smith, 2016).

Una forma de mostrar el equilibrio liquido-vapor es empleando
diagramas de equilibrio binario. En la Figura 1 se presentan los
diagramas de equilibrio de la mezcla tolueno-benceno, la cual es una
mezcla ideal que no presenta azeétropo. La separacion de esta mezcla
se puede lograr en una sola columna de destilacién. En la Figura 1a se
observa el diagrama de equilibrio T-xy, donde las lineas de equilibrio
liquido-vapor se encuentran separadas, lo que indica que es posible
separar completamente los componentes. Otra manera comin de
representar el equilibrio binario, para efectos de disefio, es el diagrama
x-y; en la Figura 1b se observa que la linea de equilibrio forma una
pardbola, lo cual también indica que es posible separar
completamente los componentes. En la Figura 1c¢ se puede ver que la
volatilidad relativa del benceno sobre el tolueno es practicamente

constante para todo el rango de composicién de la mezcla.

Por otro lado, la mezcla etanol-agua presenta un azeétropo. En la
Figura 2 se presentan los diagramas de equilibrio de la mezcla etanol-
agua. En la Figura 2a se observa la presencia del azedtropo de
temperatura minima a valores de concentracién de etanol elevados, lo
cual implica la imposibilidad de obtener purezas altas de etanol. Lo
mismo se observa en la Figura 2b, donde la pardbola toca la linea de
referencia (la linea de 45 grados). La Figura 2c muestra que la
volatilidad relativa del etanol-agua cambia drasticamente en funcién
de la composicién de la mezcla; teniendo valores muy altos a bajas
concentraciones de etanol, y valores bajos en altas concentraciones
de etanol. En este diagrama, el punto azeotrépico se muestra cuando

la volatilidad llega a 1.
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Figura 1. Diagramas de equilibrio de la mezcla tolueno-benceno: a) T-x,y, b) x-y,

c) volatilidad relativa-x.

En el disefio de procesos de separacion, la destilacion es la
metodologia preferida; sin embargo, cuando se presenta un azeétropo,
es necesario emplear técnicas adicionales para lograr la separacion.
Una de ellas es la destilacién extractiva, donde se utiliza un agente
masico de separacién para cambiar las condiciones de equilibrio y
lograr la separacién completa. Los factores que afectan la destilacién
extractiva son la seleccion del agente de extraccién y la cantidad a

emplear del mismo. La seleccién de un buen agente de extraccién

a



Baiiuelos-Ruelas et al.

logra incrementar convenientemente la eficiencia de la destilacién
extractiva y reducir el gasto energético. Debido a que la destilacién
extractiva tiene problemas del uso de grandes cantidades de solvente
(agente de extraccion), asi como altos consumos de energia y baja
eficiencia, se han desarrollado y optimizado solventes de alto
rendimiento para mejorar esta situacion (Pan et al,, 2019). Es por ello
que es necesario realizar una seleccion del solvente considerando un
andlisis de equilibrio. Se han publicado trabajos (Luyben, 2008:
Arenas-Grimaldo et al., 2024) donde se demuestra que la eleccion del
solvente afecta, incluso, el desempefio dindmico del sistema de

separacion.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la seleccion
del agente masico de separacién, asi como la cantidad empleada para
realizar el rompimiento del punto azeotrépico de la mezcla etanol-
agua, logrando una separacion de las especies completa (con un
99.9% de pureza). Este analisis de las separaciones se realizé a partir

de sus propiedades termodindmicas y de equilibrio.

El equilibrio de fases establece laigualdad de los potenciales quimicos
de cada componente en cada fase en contacto (Gil ef al., 2014). Para
poder modelar el equilibrio adecuadamente, es necesario establecer el
tipo de componentes en la mezcla y las condiciones de operacion. En
el equilibrio liquido-vapor, a presiones bajas y teniendo componentes
no polares, se puede modelar el equilibrio empleando la ley de Raoult
(Gil et al., 2014). Pero en el caso de tener componentes polares, la
parte de liquido no es ideal y se ajusta empleando un modelo de
solucién. Son estas mezclas no ideales las que presentan los
azedtropos, por ello, para representar correctamente la mezcla etanol-

agua, se requiere emplear un modelo de solucién.
Teoria de modelos de solucion

La expresién que modela el equilibrio liquido-vapor a presiones bajas
y moderadas para mezclas polares es conocida como ley de Raoult
modificada, y puede ser presentada por la siguiente ecuacion (Smith
et al., 2008):

_ sat
yip_xi7ipi M
donde vyi es la composicién en fase vapor del componente i, P es la
presién del sistema, xi es la composicién en fase liquida del
componente i, yi es el coeficiente de actividad del componente i, y Pis®

es la presién de vapor del componente i.
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Figura 2. Diagramas de equilibrio de la mezcla etanol-agua: a) T-x, y; b) x-y; ¢)

volatilidad relativa-x.

El coeficiente de actividad es una medida de la desviacién de la
idealidad de la mezcla, y es funcion tanto de la temperatura como de
la composicién. Las ecuaciones que se emplean para ajustar los
valores de los coeficientes de actividad se llaman modelos de
solucién. Actualmente, se cuenta con un gran nimero de ecuaciones
que permiten correlacionar los coeficientes de actividad con la

temperatura y la composicion, muchas de ellas basadas en modelos
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tedricos de interaccion entre moléculas y otras més de origen

meramente empirico.

Para la mezcla etanol-agua, se ha reportado que el modelo de solucién
NRTL (Non-Random Two-Liquid) es el mas apropiado para ajustar el
coeficiente de actividad (Lauzurique-Guerra et al., 2017; Zhu et al.,
2020; Frolkova et al., 2021; Plesu-Popescu et al., 2021; Salman et al.,
2023; Arenas-Grimaldo et al., 2024).

El modelo de solucion NRTL (Non-Random Two-Liquid) introduce la
idea de composicién local desarrollada por Wilson en la que los
multiples tamafios moleculares y las fuerzas de interaccién entre
moléculas no permiten desarrollar una distribucién completamente al
azar de las moléculas de los componentes presentes en un sistema,
generando composiciones locales. Este modelo NRTL fue propuesto
por Renon y Prausnitz (Smith et al., 2008) y es una herramienta para
describir la actividad y el coeficiente de distribucién de componentes

en mezclas liquidas no ideales.

El modelo NRTL se basa en la suposicion de que las interacciones
moleculares en una mezcla liquida no son aleatorias y que los efectos
de la no idealidad pueden ser descritos mediante la introduccién de
parametros de interaccion entre los componentes. Estos parametros
describen las fuerzas atractivas y repulsivas entre las moléculas en la
mezcla. El modelo utiliza una ecuacion que relaciona el coeficiente de
actividad de un componente con los coeficientes de distribucién de los
demas componentes en la mezcla. La ecuacién tiene en cuenta los
parametros de interaccién mencionados anteriormente, asi como las

fracciones molares de los componentes en la mezcla.

El modelo NRTL ha demostrado ser (til en la prediccién de propiedades
termodinamicas y de equilibrio en sistemas de mezclas liquidas no
ideales, como la destilacién y la extraccién liquido-liquido. Ya que la
destilacién extractiva combina estas dos técnicas de separacion, el
modelo NRTL resulta apropiado. EI método NRTL incluye tres

parametros para un sistema binario y se escribe como:

GF Gy

x1%RT ~ X; +X,Gyy

G12T12

X; +%,Gy

Iny, =x3|t ( G21 )2 + G12T1z
& 2 X1 + X3Gaq (%1 +%,Gp1)?
G1z 2 G1To1
e =t ne (5 0G)
hYz =N [112 Xy + X1 Gy * (%1 +%2G31)?

En este caso:

G1z = exp(—aty;) Gz1 = exp(—aty;)
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by bay

T21 = o7

Ti2 = o7

donde o, by, y b,4, son pardmetros fisicos para un par de especies en

particular dependientes de la composicién y temperatura.

Los parametros del modelo NRTL para la mezcla etanol-agua se
ajustaron de la base de datos DECHEMA (Gmehling et al., 2014).

MATERIALES Y METODOS

Para realizar este trabajo de simulacion fue necesario el uso de
computadoras con alta velocidad de procesamiento (procesador AMD
Ryzen 9 5900X) y alta capacidad de memoria RAM (64 GB), ubicadas
en el Laboratorio de Simulacién de Procesos de la Facultad de Ciencias
Quimico Biolégicas. Como software de tratamiento numérico para
graficar y optimizar, se empleé Matlab versién 2017 de la compafiia
Mathworks, USA. Para la obtencion de datos termodinamicos, asi
como la realizacién de las simulaciones rigurosas de procesos, se
empleé el software Aspen Plus Version 11 de la compafiia Aspen
Technology, USA.

Se selecciond como caso de estudio una mezcla azeotrdpica
insensible a los cambios de presién, siendo esta la mezcla etanol-
agua. La separacion de la mezcla etanol-agua tiene un amplio interés,
ya que el bioetanol se obtiene por fermentacién acuosa. En el proceso
de fermentacion, la concentracion de etanol alcanza un promedio entre
el 10% y el 12% (v/v) como maximo (Tse et al., 2021); y para poder
emplearlo como biocombustible, debe estar libre de agua, por lo que
la separacion debe ser completa, con una pureza del 99.9% (Jankovic
etal., 2024).

Se compararon tres agentes de extraccion para la mezcla en estudio:
glicerina, etilenglicol y 1,3-propanodiol. Se elaboraron los diagramas
de equilibrio para comparar la volatilidad relativa empleando cada

solvente.

Las gréficas de equilibrio pseudobinarias (Be elaboraron para

diferentes proporciones de solvente afiadido. Estas graficas fueron:
» @)

1. Gréficas Tvs x, y.

2. Graficas x vs y. (4)

3. Graficas de volatilidad relativa vs x.

El andlisis que se realiza en cada tipo de (Bifica se describe a

continuacion:
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a) Graficas T-x, y: Con ellas se analiza el punto azeotrépico y cdmo se
va separando al tener una mayor proporcién del solvente, pero también
se aprecia como cambia la temperatura por la proporcién de solvente

afiadido.

b) Graficas x-y: Es la grafica mas comdn en el disefio de separaciones
binarias. El azedtropo cruzaria la linea de 45 grados; en ella se analiza
que al agregar el solvente se rompe el azeétropo al no cruzar la linea;
sin embargo, en este tipo de grafica no se aprecia el perfil de

temperaturas.

c) Graficas de volatilidad relativa-x: La volatilidad relativa entre los
componentes a separar es funcion de la composicién que se tiene; en
el punto azeotrdpico, cruza el valor de 1. En esta grafica se analiza la
proporcion de solvente necesaria para que todos los valores sean
mayores a 1. También se analiza la regién de valores obtenidos,
porque, aunque se rompa el azedtropo, sigue existiendo una gran

varianza para diferentes composiciones.

Todas las gréficas se elaboraron con el software Matlab 2017 a partir
de los resultados obtenidos en Aspen Plus V11, empleando para los
célculos termodindmicos el modelo de solucién NRTL, cuyos
pardmetros de interaccion se obtuvieron de la base de datos
DECHEMA (Souza et al., 2013).

RESULTADOS

En la Figura 3 se muestran los diagramas de equilibrio pseudobinarios
T-x,y a diferentes proporciones para los solventes estudiados (1,3-
propanodiol, etilenglicol y glicerina). Se puede apreciar que, a medida
que se aumenta la proporcion del agente, se facilita la separacion entre
el etanol y el agua, eliminando el azeétropo cuando se emplean los
solventes etilenglicol y glicerina, mientras que el 1,3-propanodiol va
desplazando el punto azeotrépico. Sin embargo, se observa que esto
ocurre a temperaturas mas altas, por lo que se requerird mayor energia

para separar el agente y volver a emplearlo.
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Figura 3. Graficas pseudobinarias T-x,y a diferentes proporciones para los

solventes: a) 1,3-propanodiol, b) etilenglicol y c) glicerina

En la Figura 4 se presentan los diagramas pseudobinarios x-y. En esta
figura, también se aprecia que al aumentar la concentracion del
solvente se facilita la separacién, siendo menor la mejoria cuando se
emplea 1,3-propanodiol. Los diagramas x-y son normalmente
empleados para métodos graficos binarios; sin embargo, en las lineas,
no se puede saber el valor de la temperatura que le corresponde

porque la separacion se logra al aumentar el solvente, pero en un rango
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de temperatura diferente. Por eso, es necesario analizar la Figura 4 en 14
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Figura 4. Gréafica pseudobinaria x-y a diferentes proporciones para los

solventes: a) 1,3-propanodiol, b) etilenglicol y c) glicerina.

La volatilidad relativa en una mezcla azeotrépica cambia grandemente
en funcién de la composicidn, llegando a ser 1.0 en el azeétropo. Este
punto azeotrépico indica que la separacion del componente es
imposible. En una mezcla binaria azeotrépica, la volatilidad en funcién
de la composicién cruza por el valor de 1, ya que el componente
cambia tanto su volatilidad que pasa de ser el pesado a ser el ligero y

viceversa.
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Figura 5. Gréfica volatilidad relativa vs x a diferentes proporciones para los

solventes: a) 1,3-propanodiol, b) etilenglicol y c) glicerina

En la Figura 5 se muestra la volatilidad relativa de la mezcla
pseudobinaria etanol-agua a diferentes proporciones de los solventes.
En dicha figura se aprecia que, al aumentar la cantidad de solvente, la
varianza de la volatilidad disminuye y se aleja del 1, indicando que el
azedtropo es superado desde valores pequefios de agente de
extraccion, en el caso de emplear el etilenglicol y la glicerina como
solventes. Usando como solvente 1,3-propanodiol, no se logra alterar
el azedtropo lo suficiente como para ser seleccionado como un buen

solvente (Figura 5a).
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DISCUSION

El empleo de un agente de extraccién apropiado permite la eliminacién
del punto azeotrépico. Sin embargo, los valores de volatilidad siguen
siendo muy diferentes para poder ser considerados como constantes,
algo que se asume en mezclas ideales, y es por ello que el disefio de
la secuencia de separacion sigue siendo no convencional, requiriendo
configuraciones mas complejas (Luyben, 2015). Sin embargo, con el
empleo de un solvente es posible separar los componentes de la

mezcla original en productos puros.

Vasquez et al. (2007) presentaron un trabajo sobre destilacion
extractiva de la mezcla etanol-agua donde emplearon varios solventes,
pero utilizaron una sola concentracion de solvente (10%). Ademds,
reportan un solo valor de volatilidad relativa, siendo 1.57 al emplear
etilenglicol. Este valor corresponde a una sola composicion, lo cual es
inapropiado, como se mostré aqui en la Figura 5, donde se muestra
que la volatilidad varia en todo el rango de composicion. Lopez-
Navarro (2018) propone a la volatilidad relativa como criterio
importante en la seleccién de solvente. Sin embargo, también solo
emplean una proporcion de solvente, y reportan el valor de 2.6393 para
la volatilidad relativa cuando se emplea glicerina y 2.6203 cuando se

emplea etilenglicol.

En la Tabla 1 se presentan los valores de la volatilidad relativa
promedio de la mezcla etanol-agua cuando son afiadidas diferentes
proporciones de solvente. Los valores promedios obtenidos en el
presente trabajo son mayores en todas las proporciones de solvente a
los mostrados en los trabajos previos. También en la tabla se puede
observar que el valor del promedio de la volatilidad va aumentando al
aumentar la proporcion de glicerina (de 3.41 a 5.76) o etilenglicol (de
3.43 a 4.9), mientras que al emplear 1,3-propanodiol el promedio
disminuye (de 2.83 a 2.26). Esto indica que el 1,3-propanodiol no es un
agente de separacion adecuado, mientras que la glicerina es el que
mejor ayuda en la separacién al proporcionar el mayor promedio de

volatilidad.

Es importante agregar que, aunque el aumento de la proporcion de
solvente beneficia la separacién, no es conveniente usar grandes
cantidades, ya que posterior a la separacion del etanol, serd necesaria

la recuperacién del solvente, generando un gasto energético.

Tabla 1. Valor promedio de la volatilidad relativa etanol-agua
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PORCENTAJE DE SOLVENTE EMPLEADO

COMPONENTE 0% 10% 20% 30% 40% 50%

13-propanodiol 31157  2.8335 26286 24746  2.3548  2.2571

Etilenglicol ~ 3.1157  3.4304 37750 41402 45190  4.9025

Glicerina 31157 3.4102 38189 43437 49899 57647
CONCLUSIONES

Es posible realizar la separacién de la mezcla azeotrépica etanol-agua
en sus componentes puros, considerando la seleccién del agente de
separacion adecuado. La eleccion del solvente apropiado se llevé a
cabo mediante el andlisis de las propiedades de equilibrio, al comparar
la facilidad de separacién que se obtendria con cada solvente. El 1,3-
propanodiol no sirve como agente de extraccion para romper el
azedtropo, mientras que tanto el etilenglicol como la glicerina lograron
la eliminacién del punto azeotrdpico. La glicerina demostré ser el
mejor agente de extraccion al facilitar la separacion, ya que se
obtuvieron las mayores volatilidades relativas al emplearla, en
comparacion con las obtenidas al utilizar etilenglicol. Los valores de
volatilidad promedio obtenidos fueron mayores en todos los casos en
comparacién con los reportados en las referencias, ya que no
consideran la variabilidad en la volatilidad en todo el rango de

composiciones.
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Generacion de hiogas por digestion anaerobia a partir de nopal (Opuntia

ficus-indica ) y nejayote
Biogas generation by anaerobic digestion from prickly pear cactus (Opuntia ficus-indica) and nejayote
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RESUMEN

En México, la comercializacion del nopal verdura (Opuntia ficus-indica) y la produccidn de tortillas generan residuos agricolas y subproductos
como resultado de su amplio consumo. Los restos de la cosecha del nopal, y el nejayote un subproducto del proceso de elaboracién de tortillas,
representan una oportunidad para ser empleados como sustratos en la digestion anaerobia (DA) para la generacidn de biogas. Este estudio se
enfoca en analizar el porcentaje y gasto energético del biogas obtenido mediante esta préctica sostenible y su impacto en la gestion de residuos
y produccidn de energia renovable. Se utilizé un Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente (RAFA) a escala piloto para llevar a cabo la DA. Este
mismo fue alimentado semanalmente con residuos pretratados de penca de nopal y nejayote. Durante el estudio, se monitorearon diversos
parametros fisicoquimicos para evaluar el desempefio del proceso, pH, conductividad, alcalinidad, relacion alfa, sélidos totales y sdlidos totales
volatiles. Mediante un cromatégrafo de gases BUCK Scientific®, se determind que el biogds generado contiene un 62% de metano (CHa), y un
38% de CO2 con un rendimiento de 195 NmL/gSV y 300 NmL/gSV, al ser el proceso de adaptacién se puede ver como una fuente de energia
renovable, destacando su potencial como fuente de energia renovable. Sin embargo, el andlisis del gasto energético necesario para el
mantenimiento y alimentacién del reactor, comparado con la energia neta generada por el biogds, indicé que la produccién de biogds a base de
nopal y nejayote es un proceso sostenible. Semanalmente, se produjeron 0.0581 kW - 0.06279 kW de energia y se emplearon 16.652 kW. Es
relevante considerar que el rector estaba en una etapa de adaptacion, en la cual tanto la escala del reactor, la frecuencia de alimentacion y la
variabilidad de las magnitudes monitoreadas pueden influir en la cantidad del biogas producido.

Palabras clave: Digestion anaerobia, Biogds, Nopal, Nejayote.

ABSTRACT

In Mexico, the marketing of prickly pear (Opuntia ficus-indica) and the production of tortillas generate agricultural waste and by-products as a
result of their widespread consumption. The residues from the prickly pear harvest and nejayote, a by-product of the tortilla-making process,
present an opportunity to be utilized as substrates in anaerobic digestion (AD) for biogas generation. This study focuses on analyzing the
percentage and energy expenditure of the biogas obtained through this sustainable practice and its impact on waste management and renewable
energy production. A pilot-scale Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) reactor was used to perform AD. It was fed weekly with pre-treated
waste from prickly pear pads and nejayote. Various physicochemical parameters were monitored during the study to assess process performance,
including pH, conductivity, alkalinity, alpha ratio, total solids, and volatile solids. Using a BUCK Scientific® gas chromatograph, it was determined
that the generated biogas contains 62% methane (CHs) and 38% COz, with a yield of 195 NmL/gVS and 300 NmL/gVS. As the adaptation process
progressed, it became evident as a source of renewable energy, highlighting its potential in the renewable energy sector. However, the analysis
of the energy expenditure required for reactor maintenance and feeding, compared to the net energy generated by biogas, indicated that prickly
pear and nejayote-based biogas production is a sustainable process. Weekly, 0.0581 kW to 0.06279 kW of energy was produced, utilizing 16.652

kW. It is relevant to consider that the reactor was in
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an adaptation stage, during which the reactor scale, feeding frequency, and the variability of monitored parameters can influence the quantity of

biogas produced.

Palabras clave: Anaerobic Digestion, Biogas, Prickly Pear (nopal), Nejayote

INTRODUCCION

En la bdsqueda de soluciones sostenibles para abordar los desafios
ambientales y energéticos, la generacién de biogds mediante la
digestién anaerobia funge como una prometedora alternativa para la
produccion de energia renovable y la gestion adecuada de residuos
organicos. En México, tradicionalmente se suele consumir productos
como nopal (Opuntia ficus-indica) y tortillas, mismos que durante su
produccion generan residuos. En el caso de las tortillas se forma el
nejayote durante el proceso de coccion del maiz y la cal, lo que lo hace
un residuo bastante alcalino. Los desechos del nopal y el nejayote
poseen un potencial significativo para la generacion de biogds, gracias
a su alto contenido de materia orgdnica. El nopal destaca,
principalmente, por su presencia de carbohidratos (12-17%) (Cota-
Sanchez, 2018), mientras que el nejayote por su composicién de
carbohidratos (37.8-55.7%) y proteinas (4.9-7.4%) (Diaz-Montes vy
Castro-Mufioz, 2021).

En la actualidad, no existen estudios que determinen el rendimiento de
la generaciéon de biogds mediante una codigestion entre nopal y
nejayote; sin embargo, en la Tabla 1 se presentan algunos trabajos
donde se lleva a cabo este proceso usando nopal y nejayote por

separado.

Como se puede observar, los estudios que usan nopal como sustrato
presentan un rendimiento similar entre ellos y menor en comparacién
con los que utilizan nejayote. A pesar de esto, se pretende emplear el
residuo de nopal como sustrato en la codigestion, con el objetivo de
proporcionar una visién mas amplia y una opcion adicional para el

aprovechamiento adecuado de residuos orgdnicos.

Otro punto importante a tomar es el pre tratamiento que recibe la
alimentacién, en el caso del nopal, es recomendable afiadir un
alcalinizante debido a que la acidez del nopal en conjunto con la
formacién de acidos organicos en la acidogénesis puede afectar
negativamente el rendimiento del biogas (Parra-Orobio et al., 2014). Al
momento de hacer una co-digestién entre nopal y nejayote, la
alcalinidad de este (ltimo es favorable para reducir la necesidad de

controlar el pH mediante un alcalinizante.

Igualmente, controlar la temperatura es vital para los microorganismos
presentes en todas las fases de la digestion anaerobia (hidrolisis,
acetogénesis 'y metanogénesis),

acidogénesis, pues se ha
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comprobado que las temperaturas de condiciones mesofilicas (30-40
°C) tienen un mejor desempefio que las temperaturas de condiciones
termofilicas (50-60 °C) (Yin et al., 2018).

El propésito de este estudio fue determinar la concentracién de
metano en el biogds durante el proceso de adaptacion en un reactor
RAFA, alimentado con residuos de nopal y nejayote. Ademas, se evalué
la sostenibilidad energética de este proceso considerando la energia
requerida para el mantenimiento y la alimentacion del reactor en

comparacién con la energia obtenida a través del biogas.
MATERIALES Y METODOS

El estudio para la generacion de biogds a partir de la codigestién del
residuo del nopal y el nejayote fue realizado en la Divisién de Estudios
de Posgrado de la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Michoacana de San Nicolds de Hidalgo en el Laboratorio de Ingenieria
Ambiental, en un reactor RAFA (Figura 1) escala piloto con
dimensiones de 39 c¢m de altura y un didmetro interno de 25.5 cm
durante 25 dias. La temperatura del reactor RAFA fue monitoreada con
un termopar y estabilizada con un par de resistencias programadas
para detenerse una vez que el termopar indic6 35.0 °C.
Los andlisis fisicoquimicos realizados fueron: pH, alcalinidad,
conductividad, relacién alfa (a), sélidos totales y soélidos totales
volatiles. La determinacién de soélidos totales y sélidos totales
volatiles fueron realizadas segin la norma mexicana NMX-AA-034-
SCFI-2015. Para la alcalinidad, se basd en la norma mexicana NMX-AA-
036-SCFI-2001. Se realizaron las mediciones de pH y conductividad
utilizando un equipo multiparamétrico de la marca Thermo Scientific®
modelo Orion STAR A329 portable pH/conductivity meter, siguiendo
NMX-AA-008-SCFI-2016 y NMX-AA-093-SCFI-2000,

respectivamente. En la Tabla 2 se presenta la distribucién de los

las normas

andlisis fisicoquimicos realizados con respecto al dia y la muestra

pertinente.

Para el célculo de la relacion a del inéculo se tomd como sefial
analitica el volumen de H2S04 0.02 N usado para llegar a un pH de 5.75
y como sefial de fondo el volumen de &cido usado para llegar a un pH
de 4.3 (Jenkins et al.,1983).

Para la alimentacion (realizada una vez por semana) del reactor se

realizé el siguiente procedimiento:
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1. Pesary preparar 750 g de nopal, este pasa por un proceso
de trituracién y molienda con el fin de facilitar la hidrélisis.

2. Se mezclan 3.5 L de agua caliente para nuevamente
triturarlo y filtrar la fibra, la mezcla resultante se homogeniza
con 1 L de nejayote y un alcalinizante, en este caso, 5 g de
Ca0.

3. Una vez filtrada toda la fibra, la mezcla homogénea es

alimentada al reactor.

La determinacién del porcentaje de metano en el biogas se realizo en
un cromatégrafo de gases BUCK Scientific®, con detector de
lonizacién de flama (FID) y conductividad térmica (TCD) y columna
empacada con silica gel en tubo de acero inoxidable de 1 m de longitud
y 1/8 " de didmetro. Las condiciones de operacién fueron la
temperatura del horno de 100 °C a 200 °C, del detector FID 150 °C -
200 °Cy del TCD 100 °C - 130 °C.

Figura 1. Reactor RAFA escala piloto usado para la generacion de biogas

En la Figura 2 se muestra el sistema conectado al flujo de salida de
biogads que permite desplazar por presién un volumen de agua
proporcional al volumen de biogéds producido, este se puede conocer
debido a que el segundo bidén cuenta con una graduacién que indica
las lineas de nivel. Las muestras de efluente e inéculo son
recolectadas en su respectiva linea de salida. Para el gasto de energia

se utilizé un medidor de consumo eléctrico (Wattimetro) Steren®©.
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RESULTADOS

Con respecto a los andlisis fisicoquimicos, en la Tabla 3 se muestran
los resultados promedio y desviacién estdndar de la muestra
respectiva: en el caso de la relacion alfa (solamente realizada para el
indculo) se obtuvo un valor promedio de 0.64.

Flujo de Alimentacion
Flujo de Biogas

Flujo de agua desplazada por biogas

Descarga de Efluente

Descarga de Inéculo

Figura 2. Esquema del reactor RAFA a escala piloto, en este se muestran los
ductos por donde fluye biogas, efluente, indculo, alimentacion y agua

desplazada por el biogéds producido.

El seguimiento del comportamiento de los pardmetros: pH,
conductividad y alcalinidad se presenta en las Figuras 3. Durante los
primeros seis dias, se observé una pequefia disparidad entre el pH del
inéculo y el del efluente. Sin embargo, a partir del séptimo dia, se
evidencié un contraste mas pronunciado, presumiblemente atribuible
al impacto de la alimentacién en el sistema y la adaptacién del inéculo.
Este fenémeno se atribuye a la presencia de un pH bésico, que ejerce
influencia principalmente en el efluente, como se ilustra en la Figura
3a. En la Gltima alimentacién se tuvo un valor de pH de 7.3, se puede

apreciar que no hubo alguna afeccion en la produccion de biogas.
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Figura 3. a) Comportamiento de pH, b)Comportamiento de conductividad, c)

Comportamiento de alcalinidad.

Con respecto a la conductividad del sistema, en la Figura 3b, se
muestra una tendencia similar entre el indculo y efluente, asi mismo,
se pueden observar algunos puntos donde ambas conductividades son

altas o bajas

con respecto al promedio, esto probablemente se deba a que la

muestra no se encontraba suficientemente homogenizada, lo cual
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podria considerarse debido a la escala del reactor. La conductividad
de la alimentacion fue ligeramente menor que la del efluente e indculo
con el fin de no aumentar la concentracién de minerales, y, por ende,

la conductividad.

La alcalinidad del indéculo tuvo una menor variacion en su
comportamiento comparada con la del efluente a pesar de mantener
la alimentacion relativamente constante. Aun asi, la alcalinidad del

efluente siempre fue superior a la del indculo (Figura 3c).

El gasto energético semanal incluyé la energia necesaria para
mantener la temperatura del reactor y la energia para llevar a cabo los
procesos de pretratamiento de |a alimentacion (molienda, trituracion y
calentamiento) fue de 16.652 kWH, y la energia neta capaz de producir
el biogas obtenido durante una misma semana fue de 0.0581 kWH -
0.06279 kWH, segin los poderes calorificos consultados (Balance
Nacional de Energia, 2021; Hosseini & Wahid, 2014).

La produccién de biogds por dia fue de 1.5 NmL, y mediante
cromatografia de gases se encontrd que el biogas generado contiene
62% de CH4 y un 38% de diéxido de carbono (C0Qz2), y con un rendimiento
de 195 NmL/gSV y 300 NmL/gSV, al ser el proceso de adaptacion se

puede ver como una fuente de energia renovable.

DISCUSION

La eficiencia energética estd fuertemente influenciada por la
frecuencia de alimentacién, que en este caso fue de una vez por
semana. Ademas, el control de las variables analizadas no solamente
podria aumentar la produccién de biogas, sino también mejorar su
contenido de metano (CHa). Asimismo, una gestion adecuada de los
residuos organicos, que reduzca su acumulacién en vertederos, puede
significativamente disminuir las emisiones de gases de efecto
invernadero, lo que a su vez contribuye a la mitigacion del cambio

climatico.

Con respecto a otras investigaciones, se puede confirmar que aunque
se obtiene un rendimiento de (62%), este fue inferior en comparacion
con otros estudios en los que se lleva a cabo la obtencion de biogas
por digestién anaerobia usando por separado nopal, obteniendo un
rendimiento de 65% (Quintanar-Orozco et al. 2018; Espinosa-Garza et
al., 2018) y nejayote, reportan un rendimiento de 84% (Espafia-Gamboa
et al., 2018) y 90% (Ferreira-Rolon et al., 2014). No obstante, las

principales
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Tabla 1. Trabajos preliminares usando como base nopal o nejayote

Autor Pretratamiento/Codigestion Sistema Sustrato Porcentaje de CHa (%)
APCR (Anaerobic-
Packed Column
Espaiia-Gamboa, Reactor)
- Nejayote 84%
E.,etal, 2018 UASB (Up-flow
anaerobic sludge
blanket)
Quintanar- Nopal (Opuntia
Orozco, et al. Pretratamiento: adicién de 0.45 g de Ca(OH), 1M Semicontinuo heliabravoana 65%
2018 Scheinvar)
Espinosa-Garza, Nopal (Opuntia ficus-
- Semicontinuo 65%
etal, 2018 indica)
Ferreira-Roldn, et Pretratamiento: remocidn de sdlidos (~50%),
UASB Nejayote 90%
al., 2014 remocion del calcio (~35%) y pH cercano a 8
Tabla 2. Anlisis realizados a las muestras con respecto al dia. (A) Alimentacion, (E) Efluente, (1) Indculo
Sdlidos
Relacién ~ Sdlidos
Dia/Andlisis pH Alcalinidad  Conductividad Totales
a Totales
Volatiles
E E E |
Lunes -
| | |
E E E
Martes | -
| | |
E E E
Miércoles | -
| | |
A A A A A
Jueves E E E | E E
| | | | I
A A
E E E
Viernes | E E

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




Villapudua-Rivera ef al.

¥

viBio
u Q2

P >XO0X A

diferencias son los residuos organicos usados (en este caso, se hizo
codigestion entre nopal y nejayote), asi como, el tipo y escala del

reactor y los pretratamientos a dichos residuos organicos.

Como se mencioné previamente, este estudio cobra relevancia en
virtud de su enfoque en la gestion sostenible de residuos organicos y
su contribucién al dmbito de las energias renovables. Ademads,
proporciona un andlisis inédito al estudiar de manera conjunta dos
sustratos que no habian sido previamente investigados en conjunto.
La identificacién de la relacién entre la eficiencia y estos sustratos
podria ser de gran utilidad en la planificacion de sistemas futuros,

asegurando un rendimiento superior.

Tabla 3. Promedio y desviacion estandar de andlisis fisicoquimico.

Andlisis / Muestra Alimentacién Efluente Inéculo
pH 7.96+0.45 7.47+0.24 7.33+0.18
Conductividad (mS/cm) 3.1320+0.31 4.7476 £1.32 41183 £1.20
Alcalinidad (mgCaCOa/L) 1.9+0.48 3.712+1.31 1.166 + 0.42

Sélidos Totales (mg/L) 11700 0.00 3800 £0.00 29 525+0.00

Sélidos Totales Voldtiles (mg/L) 8600 1 0.00 1600 £ 0.00 15975+0.00

CONCLUSIONES

La digestion anaerobia aplicada al nopal y el nejayote demuestra ser
un proceso efectivo en la produccién de biogas con un contenido
significativo de metano (62% CHa), especialmente cuando se emplean
los pretratamientos de molienda, quimico y el calentamiento en la
alimentacion. Siendo este el primer estudio de su tipo en cuanto a la
combinacion de nopal (Opuntia ficus-indica) y nejayote en la digestion
anaerobia, los resultados de este trabajo ofrecen una valiosa opcién
para la implementacién de sistemas que busquen maximizar el

rendimiento en la produccion de biogas.
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