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GRANA COCHINILLA: COLOR Y SU RELACION ENTRE EL MANEJO POSCOSECHA Y
PORCENTAJE DE ACIDO CARMINICO
Gabriela Arroyo Figueroa, Tarsicio Medina Saavedra, Angel Alexis Cabrera Alvarez y Carlos
Hernan Herrera Méndez

Universidad de Guanajuato.
gabiaf@yahoo.com.mx.

RESUMEN

El método de sacrifico usado en el manejo poscosecha del insecto grana cochinilla (Dactylopius
coccus Costa) podria afectar las caracteristicas de este, como son su color y el porcentaje de acido
carminico. La calidad de la grana cochinilla se mide tomando en cuenta diversos elementos de entre
ellos, el tamafo, humedad, color, porcentaje de acido carminico, etc. Por lo que el objetivo de este
trabajo fue analizar el color del insecto seco entero y molido en relacién con las técnicas de sacrificio
dentro del manejo poscosecha y el porcentaje de acido carminico. La metodologia consistio en llevar
a cabo cuatro métodos de sacrifico (cernido, asfixia, agua caliente y congelacién), llevandolo
posteriormente a un secador solar. Esto dentro de un invernadero de produccion intensiva del insecto
en Nopaltepec, México, durante el verano del 2019. Se tomaron muestras del insecto para cada
técnica de sacrificio después del secado, se determiné el porcentaje de acido carminico, con el
método espectrofotométrico. Se midié el color del insecto seco entero y molido, mediante un
colorimetro marca Minolta CR 400 en la escala CIELab*. Como resultado se obtuvo que existen
diferencias significativas en el porcentaje de acido carminico con respecto a la técnica de sacrificio
(P<0.05), obteniéndose mayor porcentaje de acido carminico en el método de congelacion. Y por
otro lado cada método de sacrificio arrojo un color diferente para la grana seca entera y molida.
Observando que entre mayor es el porcentaje de acido carminico el color de la grana seca entera es
mas obscuro y el de la molida es mas rojizo. Por lo que se concluyé que existe una relacion entre el
color de la grana cochinilla seca y molida con el método de sacrificio y el Porcentaje de acido
carminico.

INTRODUCCION

Color en la grana cochinilla:_ Se cree que la calidad del insecto depende del color y a su vez al precio
de ésta, va relacionada con la calidad, por lo que es importante la medicién del color, generalmente
solo se valora mediante la vista (parte de pruebas organolépticas). Sin embargo, se requiere realizar
una medicién mas precisa que de como resultado un valor determinado, ya que este pudiera ser un
método para determinar la calidad del insecto sin necesidad de analizar el contenido de acido
carminico. Actualmente los compradores y productores de la grana cochinilla se basan en el
porcentaje de acido carminico que contienen el insecto para determinar la calidad de éste (Marrone.
2015).

Produccion de la grana cochinilla._Por otro lado, se considera que el proceso de producciéon del
insecto tiene influencia en la calidad del producto final (Casilla, 2012). Algunos autores consideran
que tiene mucho que ver desde el hospedero para infestacion (variedad, caracteristicas de la penca,
edad de la misma, etc); el tipo de pie de cria para la infestacion; los métodos o técnicas de
infestacion; los diferentes tipos de produccion del insecto, por ejemplo como lo es el uso de
nopalotecas con pencas cortadas y colgadas; y las condiciones en el desarrollo del insecto tales
como factores bibticos y abidticos, y finalmente la cosecha y el manejo poscosecha (como se
recolecta, los métodos de sacrificio y los métodos de secado). Sin embargo, son pocos los trabajos
referidos a estos temas, donde se pueda observar si existe o no influencia de cada uno de los puntos
anteriores sobre la calidad y caracteristicas de la grana cochinilla.

Por lo que el objetivo de este trabajo fue analizar el color del insecto seco entero y molido en relaciéon
con las técnicas de sacrificio dentro del manejo poscosecha y el porcentaje de acido carminico.

TEORIA

Se considera importante hacer una medicién técnica del color, mediante un colorimetro y a su vez
analizar a que se debe el cambio de coloraciones y por lo tanto el cambio de calidad de la grana
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cochinilla, esto para tener un mejor manejo de la produccion que lleve a la obtencién de un producto
de calidad. en la Figura 1, se muestra una fotografia de la grana entera seca, para tres diferentes
calidades (Baja, mediana y alta), con sus relativos porcentajes de acido carminico y en la Figura 2,
una fotografia de la grana molida, de igual manera para las tres diferentes calidades (Baja, mediana
y alta), con sus relativos porcentajes de acido carminico (Molero y Herrera, 2013). A simple vista se
puede observar que el insecto seco de calidad mas baja (18-20% de acido carminico), es mas rojiza,
y conforme va aumentado la calidad se va haciendo mas grisacea como es el caso de la calidad
mediana (20-21% de acido carminico). Finalmente, para una calidad mas alta el color se la grana
seca es mas plateada obscura a simple vista (21-23% de acido carminico) (Molero y Herrera, 2013).
Desde nuestros antepasados se consideraba que la grana entera seca entre mas color plateado
tenia, era de una mejor calidad, es decir un mayor porcentaje de acido carminico (Dahlgren, 1990).
Para la grana molida en la figura 2, se observa que el color rojizo va aumentando conforme aumenta
la calidad de la grana cochinilla. Sin embargo, generalmente solo se realiza la valoracion del color
por medio visual, por lo que se precisa utilizar un aparato que pueda dar un valor determinado, esto
quizas podria apoyar para medir la calidad de la grana cochinilla entera o molida sin necesidad de
determinar el porcentaje de acido carminico.

COCHINILLA ENTERA: TRES CALIDADES

Figura no. 1. Se muestra la grana cochinilla entera con sus tres calidades con su respectivo
porcentaje de acido carminico (Molero y Herrera, 2013).
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COCHINILLA MOLIDA: TRES CALIDADES

BAJA

Figura no.2. Se muestra la grana cochinilla molida con las tres calidades con su respectivo
porcentaje de acido carminico (Molero y Herrera, 2013).

PARTE EXPERIMENTAL

La metodologia consistio en medir el color de cada una de las muestras obtenidas después del
manejo poscosecha con los cuatro métodos de sacrifico (cernido, asfixia, agua caliente y
congelacion), llevandolo posteriormente a un secador solar. Esto dentro de un invernadero de
produccion intensiva del insecto en Nopaltepec, México, durante el verano del 2019. Se tomaron
muestras del insecto por triplicado, para cada técnica de sacrificio después del secado, se determiné
el porcentaje de acido carminico también por triplicado, con el método espectrofotométrico (Marmioén,
1984). Se midi6 el color del insecto seco entero y molido, con el promedio de tres lecturas, mediante
un colorimetro marca Minolta CR 400 en la escala CIELab*. Es un sistema coordenado cartesiano
definido por tres coordenadas colorimétricas L*, a* y b*, de magnitudes adimensionales (Michael et
al., 2003; Shanker y Vankar, 2007).

RESULTADOS

En la tabla no. 1, se observa el color obtenido en la grana cochinilla entera para los diferentes
métodos de sacrifico. Dado que la coordenada L* nos muestra el nivel de claridad o luminosidad del
color en la grana cochinilla entera, en un rango de 0-100, se puede decir que mientras mas préxima
a cero la coordenada L*, mas oscuro es el tono del color del insecto. En cuanto a la coordenada a*,
muestra la tendencia del color al rojo siendo numeros mayores a cero o hacia el verde siendo
numeros menores a cero. Por tanto, mientras mas positivo sea la coordenada en a* el color de la
grana cochinilla estara mas cercano al color rojo (Shanker y Vankar, 2007; Michael et al., 2003).
Como la coordenada L* representa la luminosidad, si el color es mas claro u obscuro. Se observa el
valor mas obscuro para el método de Congelacién (L*=55.07). con una coloracion menos rojiza
(a*=0.54) y un color menos azul (b*=0.34). Lo que sugiere una coloracién mas plateada. Esto a
comparacion de los otros métodos de sacrificio, para el caso de la grana cochinilla entera. Por otro
lado, al observar la tabla no. 3, se pude ver que el método de sacrificio de congelacion presento el
mayor valor del porcentaje de acido carminico (23.5£0.36%), lo que sugiere que efectivamente como
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planteaban nuestros antepasados de que entre mas plateada es la grana cochinilla entera el
porcentaje de acido carminico es mayor (Dahlgren, 1990).

Tabla no.1. Coordenadas del color de la grana cochinilla entera
Grana Entera

Secador Solar

Métodos de Sacrificio L* a* b*
Asfixia 52.72  3.05 -0.58
Congelacion 55.07 0.54 0.32
Cernidor 48.32 0.82 0.34
Agua Caliente 41.01 2.16 0.59

En la tabla no.2, se observa las coordenadas de color obtenidas para la grana cochinilla molida.
Recordando que la coordenada a*, entre mas alta sea tiene una tendencia hacia el color rojo, por lo
que se observa que los métodos de congelacion y cernido presentan los valores mas altos en la
coordenada a*, es decir una coloracidon mas rojiza. Es decir, para la grana cochinilla molida, entre
mas rojo es el color la cantidad de acido carminico es mayor (Tabla 3). Por lo que la calidad de la
grana cochinilla puede ser evaluado por medio de un colorimetro, solo que es preciso determinar si
se analiza la grana cochinilla entera o molida, ya que los resultados del color son diferentes.

Tabla no.2. Coordenadas de color para la grana cochinilla molida.
Grana Molida

Secador Solar

Métodos de Sacrificio L* a* b*

Asfixia 6.19 19.99 5.84
Congelacién 7.79 21.68 7.6
Cernido 5.72 22.05 6.53
Agua Caliente 4.81 12.95 3.26

En la tabla no. 3, se muestra el porcentaje de &cido carminico obtenido para cada una de las
muestras con los respectivos métodos de sacrificio y su desviacion estandar. Se puede observar que
el valor mas alto lo presenta el método de congelacion. Por lo tanto, se confirma que tiene que ver
el manejo poscosecha con la calidad del insecto grana cochinilla, tal como es afirmado por algunos
productores (Casilla, 2012).

Tabla no.3. Valores obtenidos del analisis del porcentaje de acido carminico para cada muestra de
cada método de sacrificio.
Método de Sacrificio % de acido Carminico

Cernidor 21.810.18
Asfixia 21.240.74
Agua Caliente 21.0£0.12
Congelacion 23.5+0.36

CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se considera importante para la grana cochinilla determinar
el color, siendo fundamental ya que se pudo observar que existe una relacién de este con el
porcentaje de acido carminico. Por otro lado, se observé que también tiene relevancia el proceso de
produccion en este caso el manejo poscosecha, aunque se tendrian que realizar mas pruebas para
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las diferentes etapas del proceso para determinar cudl de las etapas del proceso tiene mas
relevancia.
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RESUMEN

La agricultura es un sistema de manejo basado en el uso de insumos, maquinaria y energia fosil.
Pero en el ultimo siglo se ha modificado debido al crecimiento de la poblacion y la demanda implicita
que implica. Por ello, se han introducido tecnologias para aumentar el uso de los recursos naturales
y aumentar la produccion, utilizando fertilizantes quimicos, los cuales se acumulan en el suelo, agua
y atmosfera a pesar de su alto grado de toxicidad. En consecuencia, los suelos son mas compactos,
las raices de las plantas son superficiales y hay menor desarrollo y crecimiento de biomasa. Una
alternativa para evitar estos efectos es a partir de utilizar fertilizantes organicos como la
lombricomposta para aumentar la eficiencia productiva y asi aprovechar los residuos organicos. Por
lo que el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la aplicaciéon de lombricomposta como
sustrato organico en el cultivo de rabano (Raphanus sativus L.). Se sembraron semillas de rabano
en un substrato conformado por 50% suelo y 50% de lombricomposta y como control las plantas
crecieron en suelo. Se evalu6 el rendimiento y las caracteristicas morfolégicas, parametros
fisicoquimicos, antioxidantes, actividad antioxidante, contenido de proteina, acido ascoérbico y
determinacion de la actividad enzimatica de peroxidasa (POD). Uno de los resultados mas relevantes
fue el mayor rendimiento, en el tratamiento con lombricomposta. Ademas, los rdbanos cosechados
en el tratamiento con lombricomposta tuvieron mejores caracteristicas de crecimiento en cuanto a la
altura de la planta, numero de hojas (8.6), diametro del bulbo y el valor promedio de biomasa. Sin
embargo, no hubo diferencias en los parametros de color: luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y
angulo de matiz (h°); pH, °Brix, SST, porcentaje de humedad y sélidos totales entre tratamientos en
los rabanos procedentes de los dos grupos de plantas. El contenido de compuestos antioxidantes si
varid, ya que los rabanos de las plantas con lombricomposta en contraste al grupo control fue mayor
en contenido de polifenoles (2.19 y 0.28 mg EAG g™ tf), flavonoides (2.19 y 0.28 mg EAG g-' tf), en
cascara y bulbo respectivamente, y antocianinas (2.46 mg Eq. Cianidina-3-Glucésido g tf).
Finalmente, la capacidad antioxidante determinada en cascara y bulbo (6.82 y 1.12 ymol Eq. Trolox
g’ tf), la actividad antioxidante (16.2104 y 2.7215 umol Eqg. Trolox g tf), contenido de proteina
(0.00349g Eq. Albumina g tf) y actividad enzimatica de peroxidasa (60.99 UA POD g-' proteina min-
1), fueron mayor en promedio en las plantas control, pero el contenido de acido ascérbico (0.88 mg
Eq. Acido ascérbico g') fue mayor en el tratamiento de lombricomposta. En conclusién, el contraste
en la concentracion de compuestos fendlicos, capacidad y actividad antioxidante en plantas sin
tratamiento de lombricomposta (control) podria atribuirse al estrés causado por carencia de humedad
y nutrientes edaficos. Por lo tanto, el uso de lombricomposta es una alternativa para mejorar el
crecimiento, desarrollo, calidad y parametros fisico-quimicos en los frutos de rabano.

INTRODUCCION

La agricultura es considerada como una de las actividades econdmicas, sociales y ambientales
esenciales para el ser humano; provee de bienes naturales en forma de alimento, o de materias
primas para otras industrias; ademas, forma parte del paisaje y aporta ventajas medioambientales
en la conservacion del suelo, preservando la biodiversidad y procurando una gestion sostenible de
recursos naturales. Asimismo, supone unas de las actividades esenciales para el desarrollo
econdmico y social de numerosas zonas rurales (OCDE, 2019).

Con el creciente aumento de la poblacion, la agricultura se ha visto afectada drasticamente por la
alta demanda de alimentos para atender las necesidades humanas. Debido a ello se han buscado
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alternativas para incrementar la produccién reduciendo tiempos de cosecha sin afectar la calidad de
los alimentos, ademas de cuidar los suelos (Alonso, 2004).

La agricultura organica surge como una solucién para proteger el medio ambiente y las diferentes
especies de plantas y animales de los peligros de la agricultura convencional o moderna. Las formas
de producir hortalizas de manera intensiva sobre sustratos organicos, favorece la obtencién de altos
rendimientos en los cultivos, que permitira a los productores conservar los suelos, obtener ingresos
adicionales y ademas constituir una fuente de empleo segura (Gémez et al., 1999).

La lombricomposta es una fuente rica en nutrientes que aporta al cultivo los requerimientos
necesarios para su desarrollo y crecimiento; es una estrategia de desarrollo sustentable que se
fundamenta, no solo en un mejor manejo del suelo, sino también en un mayor valor comercial basado
en principios ecoldgicos (Mazariegoz, 2018).

El rabano es una hortaliza de gran importancia, debido a que esta compuesta principalmente de
acido fdlico, vitamina C y antocianinas; sin embargo, es un alimento perecedero, lo cual lo hace
susceptible a plagas, enfermedades y pardeamientos, los cuales ocasionan dafios en la calidad del
cultivo que afectan directamente la produccion y comercializacién (Patil et al., 2009).

TEORIA

En los ultimos afios se ha incrementado el uso la agricultura ecolégica, con el objetivo de producir
alimentos libres de contaminantes quimicos, con un alto valor nutricional y organoléptico. Estos
sistemas contribuyen a la proteccion del medio ambiente, la reduccion de los costos de produccion
y permiten obtener una renta digna a los agricultores (Reglamento CEE, 1991). El abono organico
es un producto natural que tiene la capacidad de mejorar la fertilidad del suelo y por ende la
produccion y productividad de los cultivos.

Al respecto, Alonso (2004), reporta que el uso de fertilizantes organicos (composta, lombricomposta
y biodigesados liquidos) mejoran el crecimiento, rendimiento y calidad de follaje del cultivo de cilantro
(Coriandum sativum, L.). Por su parte, Rizo (2011) report6 en cultivos de zanahoria, lechuga, rabano
y cilantro, que los abonos organicos (Lombricomposta y Bocashi) presentan mayor numero de
plantas germinadas y mayor rendimiento.

Asi mismo, Sol et al. (2016) reportan que la aplicacién de lombricomposta a base de café y bagazo
de cafia en Moringa oleifera L., mejora su crecimiento vegetativo, incrementa el contenido de clorofila
y aporta una mejor nutricion a la planta.

Es por ello, que el objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacion de
lombricomposta como sustrato organico en la calidad del cultivo de rabano (Raphanus sativus L.).

DISENO EXPERIMENTAL

Se emplearon semillas de rabano “champion” (Raphanus sativus L.) de la marca comercial Hortaflor
(México), las cuales se utilizaron para realizar un disefio experimental en el invernadero del Instituto
Tecnoldgico Superior de Xalapa Unidad Xico, ubicado en el municipio de Xico, Veracruz (latitud de
19°25'77"N, longitud 97°00'26"0, y altitud de 1600 msnm), donde se realizé la siembra y cultivo la
hortaliza. Para lo cual se prepararon dos zanjas (1 m de ancho x 1.5 m de largo x 0.40 m de altura),
colocando en una de las zanjas el tratamiento con lombricomposta, el cual consistié de 50% suelo y
50% de humus de lombriz, y en la otra zanja se colocé el tratamiento control, el cual fue 100% suelo.
A ambos sustratos se les realizé un analisis de suelo para poder tener referencia de sus
componentes, los resultados se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Andlisis de suelo de los tratamientos en suelo y con lombricomposta.

Suelo Lombricomposta
pH 4.95 8.30
Materia organica (%) 18.5 23.0
Acidez (cmol/Kg) 0.21 0.16
K (cmol/ Kg) 0.43 38.72
P (mg/kg) 0.44 176.10
Ca (cmol/ Kg) 2.56 9.77
N (%) 0.99 1.41
C (%) 14.89 17.28
C/N 15.0 12.0

La siembra se realizé colocando las semillas a una distancia de 5 x 20 cm entre cada hilera. La
cosecha se llevo a los 38 dias después de la siembra y fueron utilizados 10 rabanos por tratamiento
para la determinacion de los parametros desarrollo, humedad, pH, solidos solubles totales (SST),
proteina, vitamina C, fenoles totales, flavonoides totales, antocianinas monoméricas, actividad
antioxidante, capacidad antioxidante y la actividad de la enzima peroxidasa (POD).

METODOS

Obtencion de extractos

Extracto acuoso

Para determinar los °Brix y pH, se obtuvo un extracto de 10 g de rabano finamente picado, el cual se
homogeneizé (DAIHA-Brand HG-IS-A, Gangwan, Korean) a 50 rpm por 1 min en 10 mL de agua
destilada, fue filtrado y el filtrado fue utilizado para el analisis.

Extracto para proteina

Se pesé 1 g de rabano finamente picado con 6 mg de PVPP y se afiadieron 25 mL de buffer KCL a
pH 13. La muestra fue homogeneizada (DAIHA-Brand HG-IS-A, Gangwan, Korean) y posteriormente
fue centrifugada a 4000 rpm durante 20 min a 10 °C (Hettich Zentrifuge Universal 32R Tuttlingen,
Alemania). El sobrenadante fue utilizado para realizar el analisis.

Extracto para Vitamina C

Del bulbo del rabano sin cascara, se obtuvo una muestra de 2 g de rdbano y se afiadieron 10 mL de
acido oxalico 25 mM, se homogeneiz6 (DAIHA-Brand HG-IS-A, Gangwan, Korean), y filtré para su
posterior analisis.

Extracto etandlico

Para la determinacién de polifenoles, flavonoides, antocianinas, capacidad y actividad antioxidante,
se realizaron dos extractos: el primer extracto fue obtenido de 2 g de bulbo de rabano sin cascara y
el segundo extracto se obtuvo Unicamente de la cascara. Cada extracto fue homogeneizado (DAIHA-
Brand HG-IS-A, Gangwan, Korean.) a 50 rpm durante 1 min con 10 ml de metanol al 80% (v/v),
posteriormente, fueron centrifugados a 4000 rpm durante 20 min a 10 °C (Hettich Zentrifuge
Universal 32R Tuttlingen, Alemania), se filtraron, y el sobrenadante fue analizado.

Extracto enzimatico

Para el extracto enzimatico se obtuvo una muestra de 1 g de rdbano finamente picado con 0.1 g de
PVPP y se afadieron 20 mL de amortiguador de fosfato de sodio 50 mM (pH 7) a 4 °C, se
homogeneiz6 (DAIHA-Brand HG-IS-A, Gangwan, Korean.) a 50 rpm durante 1 min. Posteriormente,
se centrifugé a 4000 rpm durante 20 min a 10 °C (Hettich Zentrifuge Universal 32R Tuttlingen,
Alemania), se filtro, y el sobrenadante fue utilizado para realizar el analisis.
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Parametros

Desarrollo

Se seleccionaron 10 rabanos de cada tratamiento y se realizé6 un conteo del nimero de hojas;
mediante un vernier digital, se tomaron medidas de altura (cm), longitud del bulbo (cm) y diametro
del bulbo (mm), y con la ayuda de una balanza digital (Ohaus Adventurer Pro AV212) se realiz6 el
peso (g) por planta.

Color

Se determiné mediante un espectrofotémetro para soélidos (Konica Minolta CM-2600d, Osaka,
Japon). Los parametros evaluados fueron L*, a*, b* C* y h°, donde L* corresponde al valor de
luminosidad en una escala del 0 al 100 que corresponde a negro y blanco, respectivamente. A su
vez, a* y b* son coordenadas cromaticas, valores de a* negativo a positivo indica verde a rojo; b*
negativo a positivo indica azul al amarillo. Mientras que C* indica la cromaticidad, es decir, la pureza
del color y h° 0 angulo de matiz se refiere al tono.

Humedad y pH

El contenido de humedad se determiné mediante el uso de una termobalanza (VELAB VE-50-5
lllinois, USA) tomando 1 g de tejido de la muestra previamente cortada a una temperatura constante
de 145 °C. El pH de los extractos del bulbo de los rabanos cosechados en los tratamientos fue
medido mediante un potenciometro digital (Hanna Instruments, modelo HI 8424) como lo indica la
A.0.A.C. (1995).

Solidos solubles totales (SST)

Se determinaron los sélidos solubles por medio de un refractémetro digital (ATAGO Palette digital
refractometer, USA) y se reporté como °Brix. Las lecturas se realizaron por cuadruplicado para cada
extracto de los tratamientos.

Determinacion de proteina

El contenido de proteina fue medida por el método de Bradford (Bradford, 1976) para el cual se utilizd
0.5 mL del extracto obtenido con la solucién amortiguadora pH 13 y se adicioné 0.5 mL de la solucién
de Bradford (azul de comassie). Se registré la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm
(JENWAY 6305, Sttafordshire, United Kingdom). Los resultados fueron expresados con las unidades
de mg proteina g-' bs.

Determinacién de vitamina C

El contenido de vitamina C se cuantificé por el método de titulacién descrito por Carvalho et al., 1990,
a partir de 2 mL de la muestra filtrada del bulbo del rabano sin cascara y se adicionaron 9 mL de
acido oxalico y 1 mL de HCI 1 N. Posteriormente, se titul6 con sal sddica (2,6-dicloroindofenol) hasta
obtener un vire de incoloro a rosa, y se registro el volumen gastado. La cuantificacion se realizé con
una curva estandar de acido ascérbico de 0.005 a 0.02 mg mL-". El resultado se expresé como mg
de acido ascorbico g tf.

Fenoles totales

Los compuestos fendlicos se determinaron de acuerdo al método de Singleton y Rossi (1965).
Agregando 0.4 pL del extracto etandlico, 1 mL de agua destilada y 200 pL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, dejandolo reposar 8 min. Posteriormente, se adicioné 2 mL de Na2COsal 7% (p/v) y 1.4
mL de agua destilada, se agitd en vortex y se reposo durante 1 hora. La absorbancia se midié a 750
nm en un espectrofotémetro marca JENWAY — 6305, y la unidad de registro fue mg EAG g tf.

Flavonoides totales

Para la determinacion de flavonoides se utilizé la metodologia descrita por Zhishen et al. (1999). Se
mezclaron 250 yL del extracto de la muestra con 75 yL de NaNO: al 5% (p/v), se agitod
vigorosamente, y se afiadieron 150 pL de AICls al 10% y se incub6 durante 5 min. Posteriormente,
se adicionaron 500 yL de NaOH 1 M y se adicion6 agua destilada hasta alcanzar un volumen de 3
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mL. La absorbancia se leyé a 510 nm en un espectrofotdmetro de la marca JENWAY- 6305. Para la
cuantificacién se utilizé una curva estandar de (+) catequina (0.01 - 0.5 uyg mL"), y la unidad se
expres6 en mg EC g tf.

Antocianinas monomeéricas

La determinacion de antocianinas monomeéricas en la muestra obtenida de la cdscara de rabano se
realizé por el método de pH diferencial descrito por Giusti y Wrolstad (2001). Se utilizaron soluciones
amortiguadoras de cloruro de potasio ajustado a pH 1 y acetato de sodio a pH 4.5, los cuales fueron
adicionados a 600 pl de la muestra, llevandolos a un volumen final de 3 ml. La absorbancia se midié
a una longitud de onda de 510 nm como absorbancia maxima en el intervalo visible de 420-700 nm
con un blanco de metanol al 80% en un espectrofotometro (Shimadzu UV-1800, Kyoto, Japan). El
contenido de antocianinas monomeéricas se reporté como mg de Cianidina-3-O-glucésido g tf.

Actividad antioxidante

La determinacion de actividad antioxidante, se realizé por el método 2,2-difenil-1-picrilhidracil o
DPPH descrito por Brand-Williams et al. (1995). A 100 uL de cada extracto se adicionaron 2.9 mL
del reactivo de DPPH, se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después del tiempo
de incubacion se midié la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm. Para la cuantificacién se
realizé una curva estandar de Trolox (0.13 a 0.79 pymol ETrolox mL-"), los resultados se expresaron
en ymol Eq Trolox g - tf.

Capacidad antioxidante

La determinacion de capacidad antioxidante se realizé por el método descrito por Benzie y Strain
(1999). El reactivo de FRAP mediante la mezcla amortiguadora de acetato (0.3 M pH 3.6), con una
solucién 10 mM de TPTZ a 10 mM (2, 4, 6 —tripyridyl-s- triazine) en HCI 40 mM y una solucion 20
mM de FeCls-6 H20, en una proporcion 10:1:1. Para realizar la reaccién, a 100 pL de extracto se
adiconaron 3 mL del reactivo de FRAP, posteriormente se incubd a 37° C en bafo maria por 30 min.
Después del tiempo de incubacién se leyd en un espectrofotémetro (JENWAY 6305, Sttafordshire,
United Kingdom) a 593 nm. La cuantificacion de la actividad antioxidante se realiz6 mediante una
curva estandar de Trolox (0.1 a 1 umol Eq. Trolox mL") y la unidad de medicion fue pmol Eq Trolox
g'tf.

Peroxidasa (POD)

La actividad enzimatica se determiné por el método descrito por Zhou et al. (2015), con algunas
modificaciones. La mezcla de reaccion fue medida con 100ul de la solucién de enzima cruda, 500 pl
de guayacol 50 mM, 500pul de perdxido de hidrégeno 0.1 M, 500ul de agua destilada y 1.5 mL de
amortiguador de fosfato de sodio 50 mM (pH 7.0). La mezcla fue mantenida a 25 °C y el cambio en
la absorbancia fue medido durante 3 min a 470 nm. La actividad fue expresada como unidades de
actividad (UA) en la cual una unidad de POD fue definida como el cambio en una unidad de
absorbancia por minuto.

Andlisis estadistico

Las variables de respuesta fueron analizadas utilizando Modelos Lineales Generalizados (GLM), con
un disefo bifactorial. Donde los factores analizados fueron el tratamiento con dos niveles: la
composicion del sustrato (tratamiento 50% lombricomposta y 50% suelo fértil), y el grupo control
(100% suelo fértil); y el extracto con dos niveles (Cascara y Bulbo). La medicién de las variables de
respuesta fue sobre unidades experimentales independientes con 2 réplicas por tratamiento por
cuadruplicado (n=16). Las variables respuesta fueron transformadas a intervalos “rankeo” (Conover
e Iman 1981), para cumplir con los supuestos de distribucién de error normal y homogeneidad de
varianzas. Posterior al analisis, se realiz6 la conversion de los valores promedio e intervalos de
confianza a su escala original. Los analisis fueron procesados en el software estadistico JMP 6 (SAS
Institute Inc., Cary NC 1989-2007).
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RESULTADOS

Desarrollo

En el rendimiento del cultivo, se obtuvo un mayor nimero de rabanos en lombricomposta (107) en
comparacion con el control (suelo) (27), presentando sélo un 33.5 % de defectos los rabanos de
lombricomposta, mientras que los rabanos del grupo control un 77.3% (Figura 1). Estos resultados
nos indican que el uso de lombricomposta ayudaria a incrementar la produccion de rabano,
disminuyendo pérdidas, e incrementando su comercializacion.

Figura 1. Defectos de rabanos cultivados en suelo (A) y defectos de rabanos cultivados en
Lombricomposta (B).

En cuanto a la altura de la planta, no hubo diferencia entre tratamientos (Tabla 2). Khede et al. (2019)
reportaron un comportamiento diferente en rabano (Raphanus sativus L.) cv. Japanese White, donde
la altura de la planta fue mayor en los rabanos de lombricomposta en comparacioén con el control;
mismo comportamiento fue reportado por Kumar y Gupta (2018), en rabano (Raphanus sativus). Por
su parte, Moreno et al. (2005) reportaron en plantas de tomate un comportamiento similar a lo
observado en este estudio, ya que la altura de planta no fue afectada por la aplicacion de
lombricomposta en combinacion con arena.

Tabla 2. Variables del desarrollo vegetativo de rabanos cultivados en suelo y lombricomposta.

Parametros Control Lombricomposta
Peso (g) 24.38+3.03P 51.70+3.032
No. Hojas (Unidad) 7.2+0.33° 8.6+0.332
Altura (cm) 24.13+0.892 25.9440.892
Diametro (mm) 30.99+1.26° 41.53+1.262
Longitud (cm) 11.31£0.482 7.43+0.48°

Valores promedio (+ error estandar) con la misma letra no son
significativamente diferentes (P < 0.001)

El numero de hojas, diametro del bulbo y peso de los rabanos con lombricomposta fue mayor en
comparacion con el control, mientras que la longitud del bulbo fue mayor en el grupo control (Tabla
2) (Figura 2). Kovshov y Iconnicov (2017) reportaron una similar tendencia en la variedad de rabano
Raphanus sativus L. cv. “Sofit”, donde el mayor diametro y peso se obtuvo en el cultivo con biohumus,
con un incremento de 43.55% y 17.7% con respecto al control. Asi mismo, se ha reportado en otras
variedades de rabano (Raphanus sativus L. cv. “Granat”, “Japanese White”) que el uso de diferentes
tipos y proporciones de lombricomposta incrementa el didmetro y peso (Khede et al., 2019; Kovacik
et al., 2018; Kumar y Gupta, 2018). Por su parte, Gémez et al. (2008) reportan una mayor longitud
del bulbo (Rhabanus sativus L.) con un fertilizante organico de composta en relacién con los rabanos
sin abono organico, lo cual difiere a lo reportado en este estudio.
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Figura 2. Rabano cultivado en Lombricomposta (A) y suelo (B).

El mayor nimero de hojas, diametro del bulbo y peso observado en rabanos cultivados en
lombricomposta, puede ser atribuido a la capacidad de retenciéon de agua y nutrientes de los
fertilizantes organicos (Jeavons, 2002). Ademas, uno de los componentes mas importantes en la
lombicomposta es el nitrégeno, que participa en el crecimiento y desarrollo de la planta, asi como
también favorece el incremento de la produccién y ayuda a mejorar la repuesta ante diferentes tipos
de estrés (Kishorekumar et al., 2020).

Color, Humedad, pHy SST

En los parametros de color, la luminosidad (L*), cromaticidad (C*) y angulo de matiz (h°), asi como
el porcentaje de humedad y pH, no difirieron entre los tratamientos, mientras que los SST en rabanos
del grupo control fue mayor en relacién con los rabanos en lombricomposta (Tabla 3). Mientras que
Khede et al. (2019) reportaron un mayor contenido de SST en rabano (Raphanus sativus L.) cv.
Japanese White con lombricomposta en comparacién con el grupo control. EI mayor contenido de
SST en rabano cultivado en suelo, podria ser atribuido a una acumulacion de sustancias de reserva
por una disminucién en el porcentaje de humedad y tamafo de los bulbos (Khede et al., 2019).

Tabla 3. Parametros de color y fisicoquimicos de rabanos cultivados en suelo y lombricomposta.

Parametros Control Lombricomposta
Luminosidad (L*) 38.63+0.872 37.86+0.872
Cromaticidad (C*) 28.97+1.362 29.58+1.362
Angulo de matiz (h°) 22.64+1.462 22.38+1.462
Humedad (%) 97.754+2.202 97.25+2.202
SST (°Brix) 1.83+0.032 1.63+0.032
pH 6.1+0.05° 6.24+0.052

Valores promedio (x error estandar) con la misma letra no son
significativamente diferentes (P < 0.001)

Proteina

El contenido de proteina no difirié entre los tratamientos (Figura 3A), presentando un valor promedio
de 3.39 mg Eq. Albumina g tf el grupo control y 2.99 mg Eq. Albumina g tf los rabanos en
lombricomposta. Estos valores son menores a lo reportado en Raphanus sativus L. var. “Pusa
chetaki” con valor promedio de 7.97 m g tf (Kapoor et al., 2014).

Acido ascorbico

El valor promedio del contenido de acido ascérbico fue mayor en el grupo de rabanos que crecieron
en lombricomposta (88.2486 mg Ac. Ascérbico 100 g tf) respecto al grupo control (60.7541 mg Ac.
Ascorbico 100 g tf) (Figura 3B). Lo cual difiere a lo reportado por Kovacik et al. (2018) en rabano
(Raphanus sativus L.) cv. “Granat” en diferentes combinaciones de lombricomposta, puesto que el
contenido de acido ascérbico fue mayor en el grupo control, ademas reportaron un valor promedio
de 10.27-16.19 mg g, lo cual es inferior a los reportado en este estudio. Liao et al. (2009) indicaron
que aplicaciones de dosis pequefas de nitrégeno pueden dar como resultado un aumento en el
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contenido de vitamina C en las raices y hojas de rabano, lo cual explicaria los resultados de este
estudio.

Fenoles totales, flavonoides totales, antocininas monoméricas y actividad antioxidante

El mayor contenido de fenoles totales, flavonoides totales, antocianinas monoméricas y actividad
antioxidante se observo en el grupo control respecto al grupo de rabanos en lombricomposta (Figura
3C, D, E, F y G, respectivamente). Al respecto Kapoor et al. (2014) reportaron en rabano Raphanus
sativus L. var. Pusa chetaki un intervalo de flavonoides totales de 10.29 a 17.61 mg 100 g' tf y de
antocianinas de 0.72 a 1.61 mg g tf, valores menores a los obtenidos en este estudio. Ademas,
estos mismos autores reportaron que el incremento en el contenido de antocianinas es debido al
estrés provocado por un incremento en las concentraciones de mercurio.

El menor contenido de fenoles, flavonoides, antocianinas y actividad antioxidante, registrado en los
rabanos cultivados en lombricomposta, puede ser explicado por la menor actividad de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL), polifenol oxidasa (PPO) y algunas isoformas de peroxidasa (POD);
las cuales son enzimas reguladoras clave para la biosintesis de compuestos fendlicos de plantas y
de la transcripcion de muchos genes que codifican a PAL; dichas enzimas incrementan su actividad
por efecto de condiciones ambientales adversas, como bajos niveles de nutrientes, particularmente
N y microelementos metalicos (Ruiz et al., 2003; Velickovic™ et al., 2014; Wada et al., 2014).

Peroxidasa (POD)

La actividad de POD fue 1.5 veces mayor en los rabanos del grupo control, respecto a los rabanos
en lombricomposta (Figura 3H). Estos resultados indican un mayor estrés en los rabanos cultivos en
suelo sin lombricomposta por una menor retencién de agua y menor contenido de nutrientes, lo cual
gener6 un incremento en las concentraciones de perdxido de hidrégeno (H2032), principal sustrato de
la enzima, provocando su mayor actividad (Levine et al., 1994). Un comportamiento similar fue
observado en rabano Raphanus sativus, ‘Early Menu’ expuestos a estrés por plomo, donde un
incremento en los niveles de plomo generd mayor concentracion de H202 y una mayor actividad de
la enzima POD (Biteur et al., 2011).
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Figura 3. Contenido de proteina (A), Acido ascérbico (B), Fenoles totales (C), Flavanoides totales
(D), Antocianinas monomeéricas (E), Actividad antioxidante (F), Capacidad antioxidante (G) y
actividad de enzima POD (H) en rabanos cultivados en suelo y lombricomposta.
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CONCLUSIONES

Los rabanos cultivados con lombricomposta presentaron mayor rendimiento, crecimiento y
desarrollo; asi como mejores caracteristicas de calidad externa como longitud, altura, peso y nimero
de hojas; ademas una menor actividad de POD. Por lo tanto, el uso de lombricomposta es una
alternativa para mejorar significativamente el crecimiento, desarrollo y calidad del cultivo de rdbano.
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RESUMEN

La contaminacion de suelos causada por derrames de Hidrocarburos Totales de Petréleo (HTP)
representa un serio problema ambiental. Las consecuencias de la contaminacion con HTP son la
afectacion a la flora, fauna y los microorganismos del suelo; asi como dafios a los sistemas de
produccion, salud, economia de las poblaciones afectadas. Para la recuperacion de suelos
contaminados con HTP, la biorremediacion se ha establecido como un tratamiento eficiente,
econdmico, sustentable. El éxito de la biorremediacion depende de la caracterizacién de los
microorganismos del propio sitio contaminado, para posteriormente establecer las condiciones bajo
las cuales estos organismos puedan utilizar la mayor cantidad de HTP como fuente de carbono. En
este trabajo se recuperaron microorganismos de suelos contaminados con HTP proveniente la
colonia Santa Margarita de la Zona Metropolitana de Guadalajara con el objetivo de caracterizar a
aquellos capaces de degradar residuos de hidrocarburos y determinar si eventualmente esos suelos
podrian recuperarse mediante atenuacién natural. Las muestras de suelo fueron recolectadas con
tubos de plastico rigido (a manera de mini-nucleador). Para la recuperacion de microorganismos, las
muestras de tierra fueron sometidas a procesos de enriquecimiento, enriquecimiento selectivo,
cultivo selectivo y pruebas bioquimicas y enzimaticas. Posteriormente se realizaron cinéticas de
crecimiento en medios libres de carbono que contenian residuos de HTP, hexano y catecol, donde
se evalud la capacidad de adaptacion a ambientes contaminados y metabolitos de HTP. Se
recuperaron bacterias Gram negativas, predominantemente del género Psudomonas asi como
hongos y levaduras. Se realizaron tres cinéticas de crecimiento bacteriano, una solo con las
Pseudomonas recuperadas, otra de las bacterias Gram negativas en consorcio y por ultimo una con
todos los microorganismos recuperados, incluyendo las Pseudomonas. En cada cinética y por
separado, la fuente de carbono consistié en residuos de HTP. Se realizaron ademas dos pruebas de
viabilidad de crecimiento en hexano y catecol. Pseudomonas fue el microorganismo que presenté el
mejor crecimiento y se mantuvo con la mayor carga microbioldgica en todas las etapas de las
cinéticas con HTP, ademas de mantenerse viable cuando estuvo en contacto con hexano y catecol.
Las otras cepas recuperadas mostraron una buena adaptacion a medios con HTP como fuente de
carbono, ademas de degradar otros hidrocarburos como el catecol y hexano. Estos resultados son
comparables a otros estudios realizados en espacios geograficos y climatolégicos diferentes al
seleccionado. Es necesario profundizar el estudio del metabolismo de las cepas en diferentes
condiciones y concentraciones de HTP, ya sea como residuos, o como fracciones simples, para
conocer mas la capacidad biodegradadora de los entornos naturales que han sido afectados por la
presién antropogénica.

INTRODUCCION

De acuerdo con estadisticas de PEMEX!"l, durante el afio 2017 se registraron 223 eventos
relacionados a contaminacion por hidrocarburos totales de petréleo (HTP) en el ambiente, de los
cuales 47 se trataron de fugas y 176 derrames, siendo de estos ultimos 163 en suelos y 13 en agua
accidentales en el ambiente ocasionados por HTP (Figura 1) sin tomar en cuenta los derrames de
tomas clandestinas. Por otro lado, la PROFEPA (Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente)
durante el 2017 recibié 665 notificaciones de emergencias ambientales de las cuales 259 fueron
provocadas por derrames en los suelos de hidrocarburos y otras sustancias quimicas relacionadas
en suelos.
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Figura 1. Estadisticas porcentuales de fugas Imagen tomada del'!

Las caracteristicas fisicoquimicas en los hidrocarburos nos ayudan a conocer cémo afectan dichos
componentes en el ambiente y de esta forma, decidir cémo gestionar algun método para remediar el
medio contaminado. Para fines ambientales, la propiedad mas importante a considerar es la
solubilidad en agua. Una alta solubilidad promueve una mayor movilidad, y es menor la probabilidad
de ser acumulativo, bioacumulativo, volatil y persistente.!

La biorremediacién se define como un proceso que se basa en mecanismos bioldgicos para reducir
la concentracion de contaminantes a un estado inocuo. El recurso indispensable en la
biorremediacion son los microorganismos ya que tienen la facultad de cambiar la naturaleza de los
contaminantes ya que poseen enzimas con la capacidad de utilizar ese tipo de compuestos como
fuente de energia.l®! La Bioaumentacion, es una técnica de biorremediacion de suelos contaminados
con HTP que consiste en la introduccion de microorganismos especificos cuando los
microorganismos nativos no cuentan con la capacidad suficiente para biodegradar los compuestos.
Estos deben de tener una capacidad superior de biodegradar los contaminantes ademas de ser
faciles de cultivar, tengan un crecimiento rapido, tolerantes a concentraciones elevadas de
contaminantes y tener una capacidad amplia de sobrevivir en diferentes condiciones ambientales. [
Las fracciones de HTP se biodegradan dependiendo de la afinidad de las bacterias hacia los
compuestos disponibles, asi como de la estructura y del peso molecular de los componentes. El
orden de degradacién de las diferentes fracciones de HTP seria entonces: Alcanos lineales >
Alcanos ramificados >Aromaticos de bajo peso molecular >Ciclo alcanos. [

Por lo expuesto anteriormente, es importante identificar y caracterizar la flora presente en sitios
contaminados con HTP, dado que los tipos de microorganismos encontrados alli dependeran de las
condiciones ambientales y geograficas; debido a esto, son capaces de crecer en este tipo de
ambientes lo que los asocia a poseer una capacidad biorremediadora. A partir de lo anterior, esta
flora puede ser caracterizada y utilizada para pruebas de degradacion in vitro y posteriormente en
ensayos mas elaborados in situ, para recuperar suelos contaminados con HTP mediante
mecanismos de bioaumentacion.

Este trabajo tuvo como propdsito identificar y caracterizar la flora bacteriana proveniente de suelos
contaminados por HTP proveniente la colonia Santa Margarita de la Zona Metropolitana de
Guadalajara con el objetivo de encontrar microorganismos con la capacidad de degradar
hidrocarburos que puedan contribuir a la biorremediacion de suelos contaminados.

TEORIA

Se entiende por hidrocarburo a un grupo amplio de compuestos quimicos que provienen del petréleo
crudo, consisten en una mezcla de productos quimicos que en su mayor parte contiene hidrogeno y
carbono. Il Cuando los HTP son liberados al medio ambiente pueden causar diversos estragos en
el ecosistema, por ejemplo algunas fracciones de HTP flotan en el agua desarrollando una pelicula
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superficial delgada y la parte pesada del HTP se sedimentara en el fondo del agua afectando al
ecosistema que se encuentre en dicha agua como peces y los organismos que se encuentren en el
fondo, sin embargo, algunos de esos organismos con bacterias y hongos tienen la capacidad de
descomponer algunas fracciones de HTP. [8

En el ser humano, la exposicién continua o frecuente a los HTP puede traer problemas en la salud
del individuo expuesto; en la cual influyen muchos factores como dosis, duracién y la forma de
contacto con el HTP. No se tiene la certeza los efectos de HTP en general, si no de fracciones
pequefias de HTP como el benceno, tolueno y xileno. Estas fracciones pueden el sistema nervioso
central (SNC).

La diversidad bacteriana que se encuentra en suelos contaminados por HTP son en su mayoria de
tipo Gram negativas debido a que son mas resistentes que las Gram positivas.[¥! Siendo
Pseudomonas, Acinetobacter y Serratia algunos de los géneros de mayor importancia en la
degradacion de hidrocarburos. Existen diversos microorganismos dentro del habitat natural del
medio que poseen la capacidad de biodegradar compuestos como el HTP de manera natural; para
que esta se puede llevar a cabo es necesario que existan las condiciones ambientales adecuadas
en el medio como temperatura, fuentes de carbono, concentracion del contaminante, entre otros. En
el medio ambiente, los HTP son biodegradados por bacterias, levaduras y hongos o un consorcio de
los mismos.[1%

Las bacterias que tienen la capacidad de adaptarse y crecer en medios sélidos y liquidos con
petréleo son consideradas como posibles oxidadores de hidrocarburos. De acuerdo a un estudio
realizado en el 2002 por Maria Rivera se cree que poseen en su membrana un grupo especifico de
oxigenasa que este asociado con la produccion de agentes de superficie; estos son compuestos que
tienen una fraccién hidrofilica y una hidrofébica reduciendo la tensién superficial del medio acuoso
aumentando asi la solubilidad,[' de los HTP y por consecuencia la disponibilidad para la bacteria.l'2
Particularmente, el género Pseudomonas consume todo tipo de sustratos siendo capaz de degradar
muchos tipos de compuestos organicos como azucares y aminoacidos, alcoholes, hidrocarburos
(alcanos de cadena ramificada), acidos humicos e inclusive algunos plaguicidas sintéticos;!"s!
produce biosurfactantes que se utilizan para la limpieza de suelos contaminados con HTP o metales
pesados y elabora enzimas. Las Pseudomonas son ecolégicamente significativas en el suelo y agua
y son los responsables de la degradacidon de muchos compuestos solubles que se derivan de la
ruptura monomérica de materiales de plantas y animales en habitad oxigenados.['3!

La biorremediacion de suelos contaminados con HTP, se basa en que la cadena respiratoria o
transportadora de electrones de las células de los microorganismos, producird una serie de
reacciones oxido-reduccion con la finalidad de obtener energia. La cadena comienza con un sustrato
organico (en este caso HTP) que actia como dador de electrones de modo que la actividad
metabdlica de la célula consume dicho compuesto.[' Los aceptores mas utilizados con el oxigeno,
nitratos, hierro (lll), sulfatos y dioxido de Carbono. Si el oxigeno es utilizado como aceptor de
electrones la respiracion ocurrira en condiciones aerobias y todos los procesos de biodegradacion
seran de tipo aerobio.l' Si utiliza Sulfatos o Diéxido de Carbono se produce en condiciones
reductoras o anaerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo anaerobio.

La identificaciéon y caracterizacion bacteriana con capacidad degradadora de HTP nos sirve para
poder establecer las condiciones bajo las cuales se puede someter el tratamiento de biorremediacion
para poder obtener el mayor rendimiento posible.["5]

PARTE EXPERIMENTAL

La hipétesis bajo la que se trabajo fue la siguiente: La recuperacion de microorganismos bacterianos
y fungicos de suelos contaminados con HTP provenientes de Santa Margarita tienen la capacidad
de crecer y adaptarse a medios adicionados con restos de diésel como fuente de Carbono.

Se recolectaron muestras de suelo de la calle Santa Mercedes, entre Avenida de Jesus y Avenida
Acueducto, Santa Margarita, Zapopan, Jalisco, México. La recolecciéon de muestra de suelo se
realizé en lugares donde habia restos de hidrocarburos en la superficie del empedrado y se
encontraran libres de humedad. Dichos sitios de muestreo fueron identificados desde la A hasta la
G y un blanco de campo (Figura 2).
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Figura 2. Sitios de recoleccion de la muestra. Imagen tomada desde Google Maps

Para la recolecciéon de las muestras se emplearon tubos de plastico rigido (a manera de mini-
nucleador), dicho tubo se enterré aproximadamente 5 cm de profundidad en cada uno de los sitios
seleccionados para la recoleccion de la muestra. La tierra extraida se deposité en su respectiva bolsa
de cierre rotulada. Este procedimiento se realiz6 por triplicado en cada sitio depositandose cada uno
en una bolsa diferente (denominadas A, B y C). Cada muestra fue procesada por triplicado.

Enriquecimiento microbiano en las muestras de suelo

Por cada 10 g de muestra de suelo de cada bolsa se anadieron 90 mL de Agua Peptonada (AP) y
se homogenizaron. Se filtré la solucién obtenida y se transfirieron 10 mL a un matraz Erlenmeyer de
250 mL de capacidad conteniendo 200 mL de Caldo Soya Tripticaseina (CST) y otros 10 de la
solucion se transfirieron a otro matraz con 200 mL de Caldo Lactosado (CL). A partir del matraz con
CST se realizaron diluciones seriadas 1:10 hasta llegar a una concentracién cercana al patrén 0.5
de la escala de McFarland por turbidimetria. Se tomaron 0.1 mL de las ultimas dos diluciones (5 y 6)
para la inoculacion en una caja Petri con medio Mueller-Hinton (AMH).

La técnica de siembra empleada fue Extension en Superficie (ES) utilizando un asa de Digralsky
metalica. Las cajas Petri inoculadas se incubaron 24 h a 30°C para realizar posteriormente el conteo
de las células viables. Se inocularon ademas alicuotas de todos los matraces procesados en medios
selectivos (Agar MacConkey, AMC; Agar Cetrimida, AC y Agar Dextrosa Papa, ADP), con la finalidad
de identificarla microbiota genérica (Figura 3).

Las condiciones de incubacion fueron de 24h con una temperatura de 30°C para los medios AMC y
AC y de 4 a 5 dias a 25°C el medio ADP. Una vez que concluyé el tiempo de incubacion se realizé
una descripcion morfolégica macroscépica de las colonias aisladas y tincion de Gram o de cinta
adhesiva con azul de metileno para la identificacion microscopica. Se continué con pruebas
enziméaticas de diferenciacion (Oxidasa).
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Figura 3. Diagrama general de recoleccién y tratamiento de muestra. Elaboracion propia

Cinéticas de crecimiento microbiano

Se realizaron cinéticas de crecimiento microbiano utilizando las cepas aisladas con la finalidad de
verificar si era posible el crecimiento de estos microorganismos en un medio de cultivo teniendo
unicamente residuos de TPH como fuente de carbono. En total, se realizaron cuatro cinéticas: una
de prueba con glucosa con una concentracion del 2 % W/V, y tres con residuos de TPH al 2 % V/V
(provenientes de un taller mecanico) en medio minimo (MM, Robledo-Ortiz et al., 2010). Las cinéticas
con residuos de TPH se realizaron de manera individual con: consorcio de bacterias Gram negativas,
consorcio de Pseudomonas sp. y, por ultimo; un consorcio de Gram negativas, Pseudomonas sp. y
hongos respectivamente (denominado “pool”).

Las cepas fueron previamente pre-adaptadas con la finalidad de acortar la fase de adaptacion. Las
lecturas de la DO de cada matraz cultivado se realizaron en un espectrofotometro Jenway (Geneva)
a una longitud de onda de 600 nm, usando como blanco agua destilada (Figura 4). Para obtener la
concentracion en UFC/mL a partir de la densidad optica utilizé el estandar de turbidez 0.5 de la
escala de MacFarland a 600 nm obteniéndose 0.72 como absorbancia, lo cual equivale a 1.5 x 108
UFC/mL; de ahi se hicieron las relaciones a las concentraciones obtenidas en cada uno de los
tiempos de las cinéticas de crecimiento. Las lecturas de absorbancia obtenidas se utilizaron para la
elaboracioén de graficas de DO contra tiempo (en horas). Esta técnica se realiz6 para la cuantificacion
indirecta del crecimiento microbiano.
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Figura 4. Diagrama Cinética del crecimiento bacteriano. Elaboracion propia

Prueba rapida de crecimiento en catecol y hexano

Se llevaron a cabo pruebas de viabilidad y cultivabilidad en catecol y hexano de las bacterias Gram
Negativas en MM agregando como fuente de carbono catecol y hexano. En Tubos Falcon™ con
capacidad de 3 mL se agregaron 2 mL de MM y después se procedié a afadir diferentes
concentraciones de Catecol y Hexano a cada tubo de acuerdo con la Tabla 1. Se tomé a partir de
una UFC aislada de cada uno de los cultivos refrescados del grupo de bacterias Gram negativas y
se inocularon en los tubos. Esta prueba se realizé6 de manera individual para cada cepa. Los tubos
Falcon inoculados se colocaron en un Shaker a 100 rpm y 30 °C durante 72 h aproximadamente o
hasta observar turbidez del cultivo en el tubo. Para corroborar que los microorganismos tuvieron la
capacidad de crecer con esa fuente de C se realizé un cultivo, tomando una alicuota y depositandola
en 3 mL de CST, posteriormente incubado de 24 h a 30 °C. Una vez transcurrida la incubacion se
observaron los tubos para ver si presentaban crecimiento (turbidez) indicando que las cepas eran
viables.

Tabla 1. Concentracién de solventes utilizada para prueba rapida de crecimiento en catecol y

hexano
Solvente Concentracion Volumen Concentracion
(mg/mL) anadido (pL) final (mg/mL)
Hexano 1 65.5 500 16.375
Hexano 2 6.55 10 0.3275
Catecol 1 100 5 0.25
Catecol 2 10 5 0.025

Concentraciones tomadas de experimentos de Ayala (2019).
Tabla, elaboracién propia

Las concentraciones de hexano y catecol utilizadas en esta investigacion fueron las propuestas por
Ayala, 2019.'8] Estas concentraciones se basaron en el minimo metabolizable reportado por otras
bibliografias.

RESULTADOS

Recuperacion, aislamiento e identificacién microbiana

En los cultivos en los medios de enriquecimiento, se observé un incremento considerable en la carga
microbiana después de la incubacién, cultivadas en un medio que proporcioné los nutrientes
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necesarios (Tabla 2). A tiempo cero la mayor carga microbiana fue de 1.9 x 10’UFC/g mientras que
a las 18 h fue de 8 x 10°UFC/g. De acuerdo con las caracteristicas de crecimiento en los medios de
cultivo selectivos, se aislaron los microorganismos: Proteus sp., E. coli, Pseudomonas sp., Serratia
sp. y P. aeruginosa. Fue aislada ademas una cepa de Pseudomonas con un comportamiento
particular en AC. Esta cepa fue caracterizada molecularmente por Ayala (2019) como Pseudomonas
plecoglossicida. Respecto al cultivo selectivo para hongos y levaduras en ADP, se aislaron las cepas
de Rhodotorula sp., Candida sp., Cladosporium sp., y Acremonium sp.

Tabla 2. Conteo de UFC viables
To por muestra recolectada T+1s por muestra recolectada
Bolsa Dilucion 5 Dilucion 6 Dilucion 8 Dilucion 9

A 6.5x 108 UFC/g | 1.9x 107 UFC/g |3.3 x 109 UFClg 5,(1()9 UFClg
B 58x 105 UFC/g | 5x 10UFC/g 3.7 x 10° UFC/g8 x 10° UFClg
C 4.7x 106 UFC/g | 8x10°UFC/g |8 x10° UFC/g 8 x 10° UFCIg
Promedio | 5.6 x 106 UFC/g | 1.06 x 107 UFC/g 2.6 x 10° UFC/g7 x 10° UFCIg

Cinéticas de crecimiento en HTP

Las cinéticas se realizaron con la finalidad de ver si los microorganismos aislados de las muestras
de suelo eran viables cuando se cultivan con residuos de HTP. Pero comparando previamente como
crecen de forma normal cuando tienen glucosa como fuente de carbono. En la cinética con glucosa,
en el tiempo cero se observé una diferencia de dos logaritmos entre cada de las metodologias de
conteo (DO vs. UFC) y en los siguientes monitoreos se observan concentraciones entre 8 y 9
logaritmos. En la Figura 5, la linea verde que corresponde a la evaluacion de la biomasa por medio
de la DO se observo un ligero descenso en la absorbancia del tiempo 0 a las 96 h, pero se mantuvo
practicamente constante. Por otro lado, la cinética con cuenta directa de microorganismos (como
UFC) el pico de mayor crecimiento microbiano se observé a las 24 h, con mantenimiento hasta las
48 h siendo este rango de mayor actividad metabdlica de los microorganismos.
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Figura 5. Cinética prueba con glucosa al 2%. Verde: Densidad 6ptica. Rojo: crecimiento
bacteriano

Las cinéticas con residuos de HTP, realizada con bacterias del género Pseudomonas, fueron

expresadas en términos de Log10UFC/mL. En la Figura 6, se muestra la similitud de las tendencias
en los conteos de los microorganismos (tanto con la DO como cuenta viable), arrojando como
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resultado que las Pseudomonas rescatadas tienen potencial para crecer en un medio con residuos
de HTP siendo a las 24 h el pico maximo de crecimiento. Transcurridas las 96 h se observé un
aumento en la poblacion indicando que las bacterias se adaptaron a las condiciones que se
desarrollaron pudiendo ser este el comienzo de la fase estacionaria.
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Figura 6. Cinética de crecimiento Pseudomonas. Verde: Densidad éptica. Rojo: Crecimiento
bacteriano

En la cinética de consorcio (usando todos los microorganismos obtenidos del AMC y afiadiendo a
las Pseudomonas sp.), la DO del consorcio se mantuvo hasta las 96 h con una carga de células
viables alta (DO min: 7.71; DO max: 8.0). Por otro lado, la cinética por cuenta viable muestra un
crecimiento exponencial desde las 0 hasta las 48 h, manteniéndose sin incrementos después de las

72 h (Figura 7).
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Figura 7. Cinética de crecimiento de hongos y bacterias en consorcio. Verde: Densidad éptica. Rojo:
Crecimiento bacteriano

Narvaez en el 2008 realizé un cultivo mixto bacteriano con cepas aisladas que se encontraron
presentes en derramamientos de petroleo; dicha cinética mostré un crecimiento exponencial entre
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los dias cero y cinco que perdurd hasta el séptimo dia y a lo cual vino un descenso en la poblacion
celular luego hasta el dia 9 el cual nuevamente incremento hasta el dia 12; seguido de esto la
poblacién mixta entr6 en fase de declive hasta el dia 21, la concentracion siempre perduré entre los
6y 9 logaritmos de concentracion.!'”l Los resultados de este trabajo son muy similares a los obtenidos
por este autor. En esta investigacion se utilizaron no unicamente bacterias, fueron incluidos los
hongos y levaduras aislados. Se sabe que los hongos no poseen la misma capacidad de degradar
HTP como con otros residuos; sin embargo, si llegan a poder degradar este tipo de compuestos. A
pesar de ello y debido a que se encuentran de manera natural en el medio ambiente del que fueron
extraidos pueden tener una actividad importante con el metabolismo o degradacion de los residuos
que dejan las bacterias creando un ambiente de Comensalismo.

Viabilidad y cultivabilidad en catecol y hexano como fuentes de carbono

Se realizaron pruebas de viabilidad de las bacterias Gram Negativas en medio mineral (Composicion
tomada de Robledo Ortiz et al., 2010!'8l),agregando como fuente de Carbono catecol y hexano con
la finalidad de observar cuales de estas bacterias poseen la capacidad de mantenerse viables en
este tipo de compuesto. En la Tabla 3 se muestran las cepas que mostraron un resultado positivo al
colocarlas en hexano o catecol como unica fuente de carbono. Las concentraciones usadas fueron
Hexano 16.375 mg/mL (1) y 0.3275 mg/mL (2) y de Catecol 0.25 mg/dL (1) y 0.025 mg/dL (2). De las
cepas que crecieron en catecol se repitidé la prueba para confirmar su capacidad para utilizar el
catecol como fuente de carbono. A dichas cepas se le realizaron ensayos de PCR para analizar la
presencia de los genes en las diferentes cepas bacterianas, siendo de interés el gen catA (Catecol
1,2-dioxigenasa) que fue encontrado en A1, B2, G1, G5 y P4. Asi como el gen xylE (Catecol 2,3-
dioxigenasa) que se encontro en B2 y el gen alkB (Alcano 1-monooxigenasa) en A1.

Tabla 3. Resultados prueba rapida de crecimiento en catecol y hexano

Bacteria | Sustancia | Crecimiento Bacteria Solvente Crecimiento
G1 Hexano 1 Positivo P1 Catecol 1 Positivo
G1 Hexano 2 Positivo P1 Catecol 2 Positivo
G1 Catecol 1 Positivo P3/A1 Catecol 1 Positivo
G1 Catecol 2 Positivo P3/A1 Catecol 2 Positivo
G4 Hexano 1 Positivo P4 Hexano 1 Positivo
G4 Hexano 2 Positivo P4 Hexano 2 Positivo
G4 Catecol 1 Positivo P4 Catecol 1 Positivo
G4 Catecol 2 Positivo P4 Catecol 2 Positivo
G5 Hexano 1 Positivo P5/B2 Hexano 1 Positivo
G5 Catecol 1 Positivo P5/B2 Hexano 2 Positivo
P1 Hexano 1 Positivo P5/B2 Catecol 1 Positivo
P1 Hexano 2 Positivo P5/B2 Catecol 2 Positivo

Por ultimo; en el caso de las cepas P3 y P5 se enviaron los amplificados de 16Spara su
secuenciacion al Laboratorio Nacional de Gendémica para la Biodiversidad (LANGEBIO), las
secuencias de estos fragmentos se compararon contra la base de datos del NCBI (16S ribosomal
RNA sequences), con lo cual se determiné el organismo filogenéticamente mas cercano. La cepa
P3, tiene un porcentaje de similitud de 96.66% con Pseudomonas plecoglossicida, mientras que P5
presenta un 93.73% de similitud con la misma especie (Ayala, 2019).

CONCLUSIONES

Las cepas recuperadas mostraron una buena adaptacion a desarrollarse en un medio con HTP como
fuente de carbono, ademas de degradar otros hidrocarburos como el catecol y hexano. El género
Pseudomona debido a su gran capacidad para degradar gran cantidad de sustratos de diferente
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naturaleza puede jugar un papel muy importante en la biorremediacion de suelos contaminados con
HTP, se puede concluir que:

La carga microbiana que se encuentra en su entorno natural después de una incubacién con los
nutrientes y condiciones adecuadas se puede cultivar selectivamente y asi asegurar una mayor
recuperacion de microorganismos.

El aislamiento e identificacion de microorganismos nos sirve para encontrar cepas con capacidad
potencialmente biorremediadora y conocer la microbiota de los suelos contaminados.

De las tres cinéticas realizadas con los microorganismos identificados presuntivamente, la de
Pseudomonas fue la que mas estable y que con mayor carga microbiolégica se mantuvo, resultados
comparables en similitud con otros estudios expuestos.

Aunque todas las cepas se recuperaron de un suelo contaminado con HTP no todas poseen la
capacidad de metabolizar dichos compuestos.

Es necesario profundizar el estudio del metabolismo de las cepas a diferentes condiciones y
concentraciones para conocer mas su capacidad de degradaciéon de HTP.
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RESUMEN

La Salvia hispanica L. (chia) es una planta de la familia Lamiaceae originaria de México y
Centroamérica que ahora se encuentra ampliamente distribuida por el mundo. Existen cerca de 7900
especies, de las cuales alrededor de 700 crecen en México. La chia es una planta de ciclo anual que
puede alcanzar un metro de altura y tipicamente posee hojas de 6 cm de largo por 4 cm de ancho.
Estas plantas florecen en el verano y posteriormente desarrollan un fruto con semillas ovaladas de
aproximadamente 1.7 mm de largo que contienen significativas cantidades de aceite, fécula y
mucilago. Comunmente, las semillas de chia son usadas como alimento o suplemento alimenticio
para las personas. Por ejemplo, la harina de las semillas de chia es abundante en proteinas y se
utiliza en la elaboracién de panes y galletas. Ademas, de estas semillas se extrae un aceite rico en
omega 3 que se consume como suplemento alimenticio. Las semillas de chia también se consumen
enteras en bebidas refrescantes como el agua de limén. Si bien, los beneficios nutricionales y
digestivos de las semillas de chia son reconocidos, nuestro interés se centra en darle valor agregado
a su mucilago a través de un uso no-alimentario en el area de fotoproteccion ya que es un
polisacarido soluble en agua que retiene la humedad, lo cual puede ser util en la fabricacion de
cosmeéticos topicos. Mas aun, en estudios previos se analizé la factibilidad de elaborar protectores
solares para la piel con mucilago de chia como ingrediente activo y se demostré que este material
de origen vegetal tiene capacidad para absorber radiacion ultravioleta potencialmente dafina para
la piel. Una de las principales ventajas del mucilago de chia usado como ingrediente activo en
protectores solares es su inocuidad, lo cual lo hace mas seguro para las personas, a diferencia de
los fotoprotectores quimicos que contienen ingredientes ligeramente toxicos. EI mucilago de las
semillas de chia puede ser extraido mediante maceracién quimica con agitacién mecéanica o con
ultrasonido. En este trabajo se optimizé el rendimiento del proceso de extracciéon del mucilago de
chia mediante maceracién quimica con agitacion mecénica. Para lo anterior, se determiné el
rendimiento del mucilago de chia extraido a diferentes temperaturas de maceracién y distintos
volumenes de solvente. Por una parte, se extrajo el mucilago a temperaturas de maceracién que
variaron de 30 a 55 °C con incrementos de 5 °C, obteniéndose el mayor rendimiento a 30 °C. Con
respecto a la cantidad de solvente para la maceracién, el maximo rendimiento de extracciéon se
obtuvo para voliumenes iguales o superiores a 60 ml de agua por cada gramo de semillas de chia.
La optimizacién del proceso de extraccion permite obtener la mayor cantidad posible de mucilago de
las semillas de chia, reduciendo su costo y haciendo mas factible su uso en aplicaciones no-
convencionales tales como la elaboracién de protectores solares organicos de uso diario para la piel.

INTRODUCCION

La chia (Salvia hispanica L.) es una especie anual que pertenece a la familia de las Lamiaceae que
esta constituida por 300 géneros y 7 subgéneros, con alrededor de 7900 especies.! Se ha cultivado
en regiones tropicales y subtropicales, y ha sido conocida y utilizada como alimento, medicina y para
la manufactura de pinturas por indios americanos y mexicanos rurales.?®

Esta planta tiene una altura aproximada de 1.0 metros y sus tallos son ramificados, de seccién
cuadrangular con pubescencias cortas y blancas. Las hojas opuestas con bordes aserrados miden
tipicamente 6.0 cm de longitud y 4.0 cm de ancho. Las semillas son ovales, suaves, brillantes y
miden entre 1.5y 2.0 mm de longitud. Segun la variedad, su color puede ser blanco o negro grisaceo
con manchas irregulares que tienden a un color rojo oscuro.® Estas semillas contienen cantidades
importantes de aceite, fécula y mucilago. El mucilago consiste en células que se hinchan o se
desintegran en fibrillas espirales delgadas cuando entran en contacto con agua.”-'® Este mucilago
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es un polisacarido de alto peso molecular que contiene grupos hidroxilo y acido carboxilico. El
mucilago de chia es un tetrasacarido con una cadena principal compuesta por (1—4)-3-D-
xilopiranosil, (1—4)-a-D-glucopiranosil, (1—4)-B-D-xilopiranosil con ramificaciones de 4-O-metil-a-D-
acido glucuronico en la posicion 2 de B-D-xilopiranosil de la cadena principal.’

El protocolo general de extraccion del mucilago de chia consiste en sumergir las semillas en un
solvente (i.e. agua) por un tiempo determinado.'? Este procedimiento ha sido modificado por
diferentes autores con el propdsito de aumentar el rendimiento de la extraccion sin alterar la
composicién quimica del extracto.

La maceracién es un proceso de extraccion solido-liquido donde la materia prima posee una serie
de compuestos solubles en el liquido de extraccion que son los que se pretende extraer. El proceso
de maceracion genera dos productos que pueden ser empleados dependiendo de las necesidades
de uso, el sdlido ausente de esencias o el propio extracto. La naturaleza de los compuestos extraidos
depende de la materia prima empleada, asi como del liquido de extraccion.'3

A pesar de que existen estudios sobre la extraccion del mucilago de chia, hacen falta mas estudios
que optimicen su rendimiento y simplifiquen la extraccion. Por esto, el objetivo de este estudio es
optimizar el proceso de extraccién de polisacaridos en chia mediante maceracién quimica con
agitacion mecanica. Este método consiste en etapas simplificadas para reducir los costos.

PARTE EXPERIMENTAL

En este trabajo se determinaron las condiciones a las que se obtiene mas mucilago de chia durante
su proceso de extraccion mediante maceracion quimica con agitacién mecanica para optimizar su
rendimiento de extraccion, y al mismo tiempo sea econémico y sustentable. Para esto, aqui se extrajo
el mucilago a diferentes temperaturas de maceracion y empleando distintos volimenes de agua
como solvente. Para las series de extracciones de mucilago se utilizaron porciones de 5 g de semillas
de chia, agua destilada y agitacion mecanica a 600 rpm.

En cada extraccién de la primera serie de experimentos se empled una temperatura de maceracion
distinta, comenzando en 30 °C y aumentandola en intervalos de 5 °C hasta terminar en 55 °C, por
debajo de la temperatura a la cual el mucilago comienza a degradarse. El volumen de solvente fue
de 300 ml para todos estos ensayos. Esta parte del proceso de optimizacion se esquematiza en la
Figura 1.
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Figura 1. Optimizacion de la temperatura de maceracion con volumen de solvente constante en el
proceso de extraccion de mucilago de chia.

En la segunda serie de extracciones se fue variando el volumen del solvente, comenzando con un
volumen de 200 ml y aumentandolo en intervalos de 50 ml hasta 350 ml. La temperatura de
maceracion se fijé en 30 °C y permanecio constante en estos ensayos. Esta otra parte del proceso
de optimizacién se esquematiza en la Figura 2.
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Figura 2. Optimizacién del volumen de solvente a temperatura de maceracién constante en el
proceso de extraccion del mucilago de chia.

Para la maceraciéon quimica se pesaron 5 gramos de semillas de chia secas y se colocaron en un
vaso de precipitados. Después se afiadié agua destilada en el volumen previamente definido en el
disefio experimental. Luego, el vaso de precipitados se colocdé en una placa con temperatura
constante y se mantuvo a esa temperatura durante 45 minutos con agitacion mecanica empleando
un agitador magnético. En la Figura 3 se esquematiza la maceracio