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Presentacion

ECORFAN, es una revista de investigacion que ptblica articulos en el 4rea de: Revista de Ingenieria
Biomédica y Biotecnologia.

En Pro de la Investigacion, Ensefiando, y Entrenando los recursos humanos comprometidos con la
Ciencia. El contenido de los articulos y opiniones que aparecen en cada nimero son de los autores y no
necesariamente la opinién de la Editora en Jefe.

Como primer articulo estd Cuantificacion de la radiacion ultravioleta solar observada en la
Universidad Politécnica de Pachuca durante los afios 2011 a 2016 por AHUMADA-MEDINA, Albino,
SANCHEZ-BARRERA, Eréndira, VAZQUEZ-CHACON, Veronica, CHIO-AUSTRIA, Rosa Maria,
CORTES-MARQUEZ, Sandra, y SUBERVIER-ORTIZ, Laura, como siguiente articulo esta Deteccion
y prevencion de fotoenvejecimiento en universitarios por exposicion nociva a rayos ultravioleta por
VAZQUEZ-CHACON, Verdnica, CHIO-AUSTRIA, Rosa Maria, SANCHEZ-BARRERA-Eréndira,
AHUMADA-MEDINA, Albino, CORTES-MARQUEZ, Sandra y SUBERVIER-ORTIZ, Laura, como
siguiente articulo esta Efecto del acido acrilico en las propiedades térmicas de polihidroxialcanoatos
obtenidos con hidrolizados de cera de abeja por QUINTANAR-GOMEZ, Samuel, GRACIDA-
RODRIGUEZ, Jorge, ABREU-CORON, Arturo y TELLEZ-JURADO, Alejandro, como siguiente
articulo esta Influencia del método de obtencidn del extracto de perfolla de maiz en la biosintesis de
nanoestructuras de AgCI/Ag y fitotoxicidad en plantulas de Latuca sativa L. var. longifolia por YANEZ-
CRUZ, Maria Guadalupe, VILLANUEVA-IBANEZ, Maricela, ALVAREZ-GARCIA, Rocio, FLORES-
GONZALEZ, Marco Antonio, TOVAR-JIMENEZ, Xochitl, CADENA-RAMIREZ, Arturo y
HERNANDEZ-PEREZ, Maria de los Angeles, ademas el articulo Obtencion de extractos celuloliticos a
partir de Pleurotus ostreatus empleando como sustrato lirio acuatico por TOVAR-JIMENEZ, Xochitl,
TELLEZ-JURADO, Alejandro, LOPEZ-MEDINA, Emma Nallely, FAVELA-TORRES, Ernesto y
HERNANDEZ-ALDANA, Ithzmalzin.
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Cuantificacion de la radiacion ultravioleta solar observada en la Universidad
Politécnica de Pachuca durante los afios 2011 a 2016

AHUMADA-MEDINA, Albino*, SANC,HEZ-’BARRERA, Eréndira, VAZQUEZ-CHAQON, Veronica
+, CHIO-AUSTRIA, Rosa Maria, CORTES-MARQUEZ, Sandra, y SUBERVIER-ORTIZ, Laura

Recibido 18 de Julio, 2017; Aceptado 14 de Septiembre, 2017

Resumen

Obijetivos: Cuantificar la Radiacion Ultravioleta
Solar en la Universidad Politécnica de Pachuca de los
afios 2011 al 2016.

Metodologia: Descriptiva, longitudinal segin la
recopilacion de los datos, y comparativa de acuerdo
a los criterios establecidos por la Organizacion
Mundial de la la Salud entre otros.

Contribucion:  Los resultados muestran  las
intensidades de radiacion ultravioleta que se
observan en la Universidad Politécnica de Pachuca
sobrepasen valores de 9 del IUV con una frecuencia
de 94.2 dias.

Radiacion ultravioleta

Abstract

Obijectives: To quantify Solar Ultraviolet Radiation
at the Polytechnic University of Pachuca from 2011
to 2016.

Methodology: Descriptive, longitudinal according to
the data collection, and comparative according to the
criteria  established by the World Health
Organization among others.

Contribution: The results show the ultraviolet
radiation intensities observed at the Polytechnic
University of Pachuca exceed values of 9 of the IUV
with a frequency of 94.2 days.

Ultraviolet radiation

Citacion: AHUMADA-MEDINA, Albino*, SANCHEZ-BARRERA, Eréndira, \{AZQUEZ-CHACON, Verénica 1, CHIO-
AUSTRIA, Rosa Maria, CORTES-MARQUEZ, Sandra, & SUBERVIER-ORTIZ, Laura. Cuantificacién de la radiacion
ultravioleta solar observada en la Universidad Politécnica de Pachuca durante los afios 2011 a 2016. Revista de Ingenieria

Biomédica y Biotecnologia 2017, 1-1: 1-5

* Correspondencia al autor (email: ahumadam@upp.edu.mx )
T Investigador contribuyendo como primer autor.
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Articulo

2

Revista de Ingenieria Biomédica y Biotecnologia

Introduccion

La radiacion ultravioleta (UV) forma parte del
espectro electromagnético que llega a la tierra
procedente del sol; algunos animales la detectan
como luz visible, no asi los humanos. Dentro del
espectro visible se localiza por debajo de las
longitudes de los colores azul y violeta. En
relacion a otras radiaciones del espectro visible
las longitudes de onda UV, aun cuando tienen
menor penetrancia que la luz visible, son
capaces por el encuadre de su longitud de onda
de causar dafios a nivel de dermis y epidermis.
[1]. En cuanto a sus longitudes de onda se
encuentran entre los 400 nandémetros (nm)
(4x107") y los 15 nm (1,5x10°8 m); no obstante
son los rangos que van de los 100 nm a los 400
los directamente relacionados con el presente
estudio. A estos que se les clasifica en tres
diferentes bandas: UVA (315-400 nm), UVB
(280-315 nm) y UVC (100-280 nm). Estas tres
bandas llegan a la atmosfera terrestre, pero
gracias a la accion protectora del ozono
localizado en la delicada capa de la ozonosfera,
se absorben las longitudes que pudieran ser
biol6gicamente mas peligrosas como la UVB y
la UVC, alcanzando la superficie terrestre
principalmente la UVA y una porcion menor de
UVB. Ver “tabla 1”.

Particularmente es importante considerar
que la radiacion UV es capaz de ser absorbida
intensamente [2] por los dobles enlaces
conjugados de piridinas 'y piridiminas,
ocasionando que las biomoléculas se vuelvan
reactivas o ionizandolas, al grado que a la piel
humana puede ocasionarle quemaduras o
provocarle cancer.

ISSN: 2523-6857
ECORFAN® Todos los derechos reservados
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La radiacion solar UV ocurre con mayor
intensidad en nuestras latitudes durante la
primavera, verano y otofio entre las 11:00 y las
15:00 horas, siendo particularmente alta en
verano, si bien disminuye su intensidad en dias
nublados, mientras que por otra parte la
inclinacion con que llega la luz del sol durante
los meses invernales logra que disminuyan sus
efectos-: efecto escaso o sin efecto; +: efecto
leve; ++ efecto moderado; +++: efecto severo

L-~(8e 8 8 . '
Yy |cE 2L 885 [882| &% | &3
o | 2238 83 |g 88| 28| €5
S = Sad ¢ =T =] S -3
£ | EE2|535 285 |22:c| 52| 8¢
(%]
= g5 S’ a8 ge|¥=|0©
UVC |200- |0 Epidermis |- T+ [+t
290
UVB |290- 1.7 Epidermis-|- ++ ++
320 dermis
papilar
UVA (320- (6.3 Dermis + + +
400 papilar-
reticular
Visible 1400- |92 Dermis |+ - -
800 reticular
subcutanea

Tabla 1. Caracteristicas de la radiacién ultravioleta y luz
visible

Considerando que a mayor altura sobre la
linea costera, la atmosfera es mas delgada, la
OMS reporta que por cada 1000 m debe
considerarse un incremento de la intensidad de
la UV entre un diez y doce por ciento, por lo
que en una altura que oscila sobre 2,300 metros
como es la observada Valles Altos de Hidalgo,
la intensidad alcanzara entre el 23y 27 % mas
alta respecto al nivel del mar.

AHUMADA-MEDINA, Albino, SANCHEZ-BARRERA, Eréndira,
VAZQUEZ-CHACON, Veronica, CHIO-AUSTRIA, Rosa Marfa,
CORTES-MARQUEZ, Sandra, y SUBERVIER-ORTIZ, Laura.
Cuantificaciéon de la radiacion ultravioleta solar observada en la
Universidad Politécnica de Pachuca durante los afios 2011 a 2016.
Revista de Ingenieria Biomédica y Biotecnologia 2017
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Articulo

La Universidad Politécnica de Pachuca se
localiza en los Valles Altos de Hidalgo a una
altura de 2330 msnm, su clima es templado seco,
lo que origina escasa vegetacion, motivo por el
cual la radiacion solar de por si intensa por su
latitud tropical y altura, se magnifica por la
reflexion de suelos desnudos y los materiales
paredes y banquetas [3]. Actualmente se esta
conformando un grupo de investigacion que
tiene como objetivo el detectar y cuantificar los
posibles dafios dermatolégicos que se presenten
en alumnos y personal de la Institucion. Como
una primera etapa de estas investigaciones se
reporta en este trabajo la cuantificacion mensual
de radiacion ultravioleta desde el afio 2011 a la
fecha.

Dentro de la Republica Mexicana, existen
antecedentes de estudios semejantes, como los
realizados por el Departamento de
Dermatologia en el estado de San Luis Potosi en
2003 [4], en donde se reportaron las dosis de
radiacion ultravioleta en escolares mexicanos.

Metodologia

Se realiz6 una recopilacién de los datos
aportados por el sensor de luz ultravioleta
inalambrica instalado en la estacion
meteoroldgica Davis Vantage 2 que se
encuentra instalada en el Area de Tecnologias
Intermedias de la Universidad Politécnica de
Pachuca desde el afio 2011.

Los datos obtenidos se agruparon de
acuerdo a los criterios establecidos por la
Organizacion Mundial de la la Salud en
colaboracion con el Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente, La
Organizacién Meteoroldégica Mundial, La
Comision Internacional sobre Proteccion contra
la Radiacion no lonizante, y la Oficina Federal
Alemana para la Proteccion Contra la

ISSN: 2523-6857
ECORFAN® Todos los derechos reservados

Radiacién [3]. Esta publicacion responde
a los criterios reportados por Eva Rehfuess y se
basan en el el consenso alcanzado en la reunion
Internacional de Munich y est destinada a ser
usada por las autoridades nacionales y locales
y las organizaciones no gubernamentales que
realizan actividades de prevencién del cancer
de piel, asi como por los centros de
meteorologia y los medios de comunicacién
que informan sobre el IUV. Los valores del
IUV  recomendados a observar son los
siguientes

Categoria de Exposicion | Intervalo de Valores del

UV
Baja <2
Moderada 3ab
Alta 6a7
Muy Alta 8al0

Extremadamente alta 11 o mas

Tabla 2. Indices de Radiacion Ultravioleta

indice de Radiacion Proteccion requerida

Ultravioleta
1-2 No necesita proteccion
Se  necesita  proteccion.
Mantenerse a la sombra
3-456y7 durante las horas centrales del

dia. Usar camisa, crema de
proteccidn solar y sombrero

Se debe evitar salir durante las
horas centrales del dia,
mantenerse a la sombra. Es
imprescindible usar camisa,
crema de proteccion solar y
sombrero.

8,9,10,11 0 mas

Tabla 3. Recomendaciones por exposicion

AHUMADA-MEDINA, Albino, SANCHEZ-BARRERA, Eréndira,
VAZQUEZ-CHACON, Verénica, CHIO-AUSTRIA, Rosa Maria,
CORTES-MARQUEZ, Sandra, y SUBERVIER-ORTIZ, Laura.
Cuantificaciéon de la radiacion ultravioleta solar observada en la
Universidad Politécnica de Pachuca durante los afios 2011 a 2016.
Revista de Ingenieria Biomédica y Biotecnologia 2017
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Resultados Mes 810 | 10-12 | 12-14 | _ Total
Mensual
Mes 8- |10- | 12- 1 14- | Total | Marzo (31) 151 |61 |16 | 228
10 112 14 116 | Mensua Abril (30) 11 | 146 |25 |281
Mayo (31) 33 [166 [103 |[30.2
Marzo 1019 10 29 Junio (30) 28 | 105 | 138 | 27.1
Abril (30) 5 12 |13 30 Julio (31) 6.3 11 105 | 278
Agosto (31) 4.6 13.6 6.0 24.2
Mayo (31) 2 17 | 12 31 Septiembre 8.1 105 | 45 23.1
(30)
Junio (30) |3 [10 |14 27 Octubre (31) |12.3 [11.3 |08 |[244

Julio 31) |3 |7 |13 |6 |29

Agosto (31) | 2 8 19 |1 30

Septiembre | 1 15 | 12 28
(30)
Octubre 12 |11 |1 24
(31)

Tabla 4. Promedio Marzo-Octubre 2011-2016.

De acuerdo al monitoreo que se realizd
durante los afios 2011 al 2017 se observé que los
meses en donde se manifiestan los indices de
radiacion superiores a 8 que se considera alta,
hasta 11 considerada extremadamente alta,
ocurren entre los meses de marzo a octubre,
mientras que durante los meses que corren de
noviembre febrero, la radiacion no muestra
condiciones que se consideren potencialmente
perjudiciales para la piel de las personas. En la
“tabla 4”, se pueden observar los resultados
medios mensuales, cabe mencionarse que en
algunos casos por fallas en los equipos
detectores, fue necesario obtener datos
promedio. Los valores se redondearon a 9 (8-
10), 11 (10-12) y 13 (12-14).

ISSN: 2523-6857
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Total anual 63.5 | 94.2 50.0 207.7

Tabla 5. Promedio Marzo-Octubre 2011

Es importante sefialar que en algunos afos,
como ocurrio en 2011, durante los meses de julio
y agosto, alcanzaron valores por encima de 14,
lo que indica situaciones extremas. “Tabla 5”.

Discusién

Los resultados muestran las intensidades de
radiacion ultravioleta que se observan en los
Valles Altos de Hidalgo, particularmente en la
Universidad Politécnica de Pachuca que se
localiza dentro del municipio de Zempoala,
Hidalgo. Resalta principalmente el hecho de que
durante los meses de marzo a octubre se
sobrepasen valores de 9 del 1UV durante 207.7
dias, siendo el valor de 9 el que se alcanza con
mas frecuencia con 94.2 dias.

Debe observarse que los meses de mayo,
son los que presentan una mayor cantidad de dias
con radiaciones por arriba de 9, seguramente por
no presentarse nublados importantes en este mes
y el transito practicamente cenital del sol a la
linea del trépico de cancer (23° 27°). Mientras
que el mes de junio aun cuando tiene tres dias
menos por debajo de la linea de IUV, su
intensidad suele ser la méas alta del afio y
coincide con el acercamiento y llegada solar a su
cenit en la linea tropical.

AHUMADA-MEDINA, Albino, SANCHEZ-BARRERA, Eréndira,
VAZQUEZ-CHACON, Verénica, CHIO-AUSTRIA, Rosa Maria,
CORTES-MARQUEZ, Sandra, y SUBERVIER-ORTIZ, Laura.
Cuantificaciéon de la radiacion ultravioleta solar observada en la
Universidad Politécnica de Pachuca durante los afios 2011 a 2016.
Revista de Ingenieria Biomédica y Biotecnologia 2017
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Frecuentemente, se suelen confundir las
consecuencias de los efectos de la radiacion UV
como derivados de la afectacion atmosférica de
la capa de ozono como ocurre en las regiones del
extremo sur del planeta, no obstante lo
observado en el presente trabajo, son fendmenos
locales derivados de la latitud y altura. Cabe
mencionarse que no obstante la cercania de la
Ciudad de México con sus graves problemas de
contaminacion, no manifiesta la intensidad aqui
reportdadebido a la proteccién que le generan los
nublados frecuentes durante los veranos [5]. Por
otra parte, debe sefialarse que la poblacién de los
Valles Altos de Hidalgo debera sujetarse a las
debidas precauciones para evitar tanto las
guemaduras como posibles casos de cancer. Por
ello consideramos importante que el monitoreo,
asi como la divulgacion de las lecturas diarias
sean divulgadas como un proceso preventivo.
Finalmente los estudios que se han iniciado por
parte de académicos de la Licenciatura en
Terapia Fisica, habran de sefialarnos en qué
medida la poblacion se encuentra afectada.

Reconocimiento

Dr. Marco Antonio Flores Gonzalez. Rector de
la Universidad Politécnica de Pachuca.
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Deteccion y prevencion de fotoenvejecimiento en universitarios por exposicion

nociva a rayos ultravioleta

VAZQUEZ-CHACON, Verdnica*+, CHiO-AL}STRIA, Rosa Maria, SANCHEZ-BAR’RERA-Eréndira,
AHUMADA-MEDINA, Albino, CORTES-MARQUEZ, Sandra y SUBERVIER-ORTIZ-Laura

Recibido 14 de Julio, 2017; Aceptado 4 de Septiembre, 2017

Resumen

Obijetivos: Detectar, por medio de cuestionario virtual el
fotoenvejecimiento en universitarios por expaosicién
nociva a rayos ultravioleta, prevencién por medio de
fotoprevencién. Metodologia: Se realizé una investigacién
de tipo prospectiva, descriptiva y longitudinal, se aplica un
cuestionario de tipo electrénico en alumnos del Programa
Educativo de la Licenciatura en Terapia Fisica, incluyendo
el fototipo (clasificacion de Fitzpatrick),
fotoenvejecimiento, rango de frecuencia de uso de
medidas de proteccidn solar y conductas de prevencion de
medio ambiente. Se pretende realizar prevencion mediante
la imparticion de una ponencia de efectos nocivos de la
Radiacién Ultravioleta. Contribucién: Se realizd una
plataforma para prevencion y deteccion de los efectos del
Fotenvejecimiento en Universitarios. Integrando los
siguientes  aspectos:  fototipo, Fotoenvejecimiento,
cuidados del medio ambiente, dia internacional del medio
ambiente y dia internacional de prevencion de cancer de
piel, asi como: rango de frecuencia del uso de medidas de
proteccion solar en la Gltima semana. Se realiz6 una
ponencia del Tema: Efectos nocivos de la Radiacion
Ultravioleta, en el Auditorio de la Universidad Politécnica
de Pachuca, dirigido a alumnos del Programa Educativo
de la Licenciatura en Terapia Fisica, con afluencia de 150
asistentes.

Rayos uv, Fotoeducacién, Medioambiente, Prevencion
cancer de piel

Abstract

Obijectives: To detect, through a virtual questionnaire,
photo-aging in university students due to exposure to
ultraviolet rays, prevention by means of photoprevention.
Methodology: A prospective, descriptive and longitudinal
research was carried out, an electronic questionnaire was
applied to students of the Educational Program of the
Licentiate in Physical Therapy, including the phototype
(Fitzpatrick classification), photoaging, frequency range
of use Measures of solar protection and conducts of
prevention of environment. It is intended to carry out
prevention by imparting a presentation of harmful effects
of Ultraviolet Radiation. Contribution: A platform was
developed for prevention and detection of the effects of
Photenvejecimiento in University students. Integrating the
following aspects: phototype, Photoaging, environmental
care, international day of the environment and
international day of prevention of skin cancer, as well as:
frequency range of the use of sun protection measures in
the last week.A lecture on the theme: Harmful Effects of
Ultraviolet Radiation was conducted at the Auditorium of
the Polytechnic University of Pachuca, aimed at students
of the Educational Program of the Degree in Physical
Therapy, with an attendance of 150 attendees.

Uv rays, Photo-education, Environment, Prevention of
skin cancer
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Introduccion

La forma mas conocida de energia
electromagnética es la luz del sol. La frecuencia
de la luz solar (luz visible) es la linea divisoria
entre la radiacion ionizante (rayos X, rayos
cdsmicos), mas potente y de frecuencias mas
altas, y la radiacion no ionizante, mas benigna y
de frecuencias mas bajas.1]

La luz solar se subdivide en: luz visible, su
campo de accion varia de los 400 nm (violeta) a
los 700 nm (roja); infrarroja mayor de 700 nm,
también Ilamada calor; y radiacion ultravioleta
(rUV) < 400 nm. La rUV se subdivide a su vez
en UVA (320-400 nm), también Ilamada luz
negra (invisible); UVB (290-320 nm) que es mas
penetrante en la piel y UVC (< 290 nm).2]

Hay un espectro de radiacién no ionizante.
La radiacion no ionizante (RNI) engloba toda la
radiacion 'y los campos del espectro
electromagnético que no tienen suficiente
energia para ionizar la materia. Es decir, la RNI
es incapaz de impartir suficiente energia a una
molécula o un atomo para alterar su estructura
quitdndole uno o mas electrones. La division
entre la RNI y la radiacion ionizante suele
establecerse en una longitud de onda de 100
nandmetros aproximadamente. Al igual que
cualquier forma de energia, la energia RNI tiene
el potencial necesario para interactuar con los
sistemas bioldgicos, y las consecuencias pueden
ser irrelevantes, perjudiciales en diferentes
grados o beneficiosas.

El término radiacion significa
simplemente energia transmitida por ondas. Las
ondas electromagnéticas son ondas de fuerzas
eléctricas y magnéticas, cuyo movimiento
ondulatorio se define como propagacion de
perturbaciones en un sistema fisico.
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Cuando las ondas electromagnéticas
encuentran un objeto, una parte de la energia
incidente se refleja, otra parte es absorbida y el
resto se transmite.

La luz UV cuando incide en la piel humana
puede seguir uno de estos tres cursos: puede
sufrir una absorcion, reflexion o dispersion.

La luz ultravioleta (UV) es una de las
radiaciones no ionizantes del espectro
electromagnético y se situa en el rango de 100
nm longitud de onda (el cual corresponde a un
foton de energia de aproximadamente 12 eV) a
400 nm, esta limitada a la region de longitud de
onda corta y casi siempre situada como limite
entre el espectro de radiacion ionizante (menos
de 100 nm longitud de onda) y el no ionizante.
Puede estar clasificada en tipo A (315-400 nm),
tipo B (280-315 nm) y C (100-280 nm); existen
ademas otras bandas de longitudes de onda
utilizadas.

La energia de la radiacion solar esta muy
atenuada por la capa de ozono de la Tierra, que
limita la RUV terrestre a longitudes de onda
superiores a 290-295 nm. La energia de los rayos
de corta longitud de onda (UVB), mas
peligrosos, de la luz solar depende
considerablemente de su trayectoria oblicua en
la atmosfera, y varia con la estacion y la hora del
dia (Sliney 1986 y 1987; OMS 1994).

Eritema El eritema, o “quemadura solar”,
es un enrojecimiento de la piel que normalmente
aparece de cuatro a ocho horas después de la
exposicion a la RUV y desaparece gradualmente
al cabo de unos dias. Las quemaduras solares
intensas provocan formacién de ampollas y
desprendimiento de la piel.
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La UVB y la UVC son unas 1.000 veces
mas eficaces que la UVA como agentes
causantes de eritema (Parrish, Jaenicke y
Anderson 1982), pero el eritema producido por
la UVB, de mayor longitud de onda (295 a 315
nm) es mas intenso y persiste durante mas
tiempo (Hausser 1928). Esta mayor intensidad y
duracion se deben a que la penetracion de esta
radiacion de mayor longitud de onda en la
epidermis es mas profunda. La piel parece
presentar la méxima sensibilidad a 295 nm.

La dosis erittmica minima (DEM) para 295 nm
notificada en estudios més recientes para piel sin
broncear, ligeramente pigmentada, varia entre 6
y 30 mJ/cm2.

La exposicion cronica a la luz solar —en
especial, al componente UVB— acelera el
envejecimiento de la piel e incrementa el riesgo
de cancer de piel.

La irradiacion ambiental de dicho agente,
de alli que esté aumentado el factor de riesgo
para el dafio fotooxidativo, con efectos negativos
a largo plazo para el envejecimiento,
consecuente disminucion en la calidad de vida
de los pacientes y aparicion precoz de cancer
cutaneo por el dafio irreparable en el DNA
inducido por la luz ultravioleta.

La reflexion no solamente ocurre en la
superficie del estrato cdérneo, por ello en todas
las interfases puede ocurrir un indice de
refraccion. La dispersion ocurre debido a todos
los elementos estructurales que se encuentran en
la piel, como son los foliculos pilosos, las
glandulas sebaceas y los componentes celulares,
asi como las mitocondrias y los ribosomas. El
remanente de luz UV puede, por tanto, penetrar
dentro de las capas mas profundas de la piel. La
penetracién de la luz UV dentro de la dermis
expone a una variedad de células y estructuras,
la que depende en parte del grosor del estrato
corneo de la epidermis.

La profundidad de la penetracién depende
del tamafio de la longitud de onda.
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Una misma exposicion incidente de
radiacion de UVA 6 UVB resultante de una alta
exposicion puede penetrar con profundidad.

La distribucion y el tamafio de las particulas de
melanina pueden jugar un papel importante en la
proteccion de las células epidérmicas. Las
particulas de melanina se distribuyen en el
estrato corneo en dependencia del tipo de piel, se
consideran por ello seis fototipos de piel segun
la clasificacion de Fitzpatrick: Tipo I
Quemadura solar frecuente y muy fécil.
Pigmentaciéon nula o casi nula. Tipo Il
Quemadura  solar  frecuente y  fécil.
Pigmentacion discreta a veces. Tipo Il
Quemadura solar presente. Pigmentacion
ligera. Tipo IV: Quemadura solar rarisima o
ausente. Pigmentacion constante o intensa.
Tipo V: Piel moderadamente pigmentada. Tipo
VI: Piel negra.

La capacidad de la piel humana de regenerarse
disminuye con el paso del tiempo y con la
exposicion a la luz UV, por ello se produce un
aumento en la fragilidad de la misma, con una
reduccién de las células cutaneas y del tejido
conectivo colageno.

El dafio inducido al DNA por la radiacién UVB
es el principal factor que permite la induccién de
mutaciones 'y el inicio del proceso
carcinogeénico.

El envejecimiento cutaneo extrinseco comienza
alrededor de los 35 afios de edad, el sol es el
responsable del 90 % de las lesiones estéticas,
atribuidas sin ningn motivo al envejecimiento
fisioldgico.

El envejecimiento cutaneo es un fenomeno
biolégico complejo que afecta a los diferentes
componentes de la piel. Existen efectos
intrinsecos y extrinsecos en el proceso de
envejecimiento.
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En la piel existen cambios a nivel de la

epidermis como declinacion de los melanocitos
en aproximadamente un 15% por década,
duplicando su densidad en areas fotoexpuestas,
hay ademas una disminucion de las células de
Langerhans, disminuyendo la sensibilidad e
inmunidad. En la dermis hay disminucién del
colageno (1% anual) y disminucion de
fibroblastos con una disminucion progresiva del
tejido elastico en la dermis papilar. La
exposicion a la radiacion ultravioleta produce
inicialmente una infiltracion de neutrofilos en la
dermis, esta infiltracion es la llave que activa la
liberacion de enzimas como la elastasa y la
matrix metaloproteinasa. También hay una
reduccién en la capacidad de regeneracion del
ADN. Ademaés, existe una reduccion en la
microvasculatura  cutdnea; la  radiacion
ultravioleta, los rayos infrarrojos y el calor
inducen la angiogénesis.
Los efectos clinicos sobre la piel producida por
las radiaciones ultravioleta en forma crénica se
Ilaman fotoenvejecimiento, es decir el dafio
producido por el sol acelerando el
envejecimiento de la piel. Tabla 1. Este
fendmeno es independiente del envejecimiento
real de la piel, por ello puede ser evitable, y, por
lo tanto, en esta investigacion se considera el
conocimiento acerca de la prevencion utilizando
el rango de frecuencia de uso de medidas de
proteccion solar en la Ultima semana, como
sigue: (1 =nunca, 2= rara vez, 3 = menos de la
mitad de las veces, 4 = mas de la mitad de las
veces, 5 = casi todo el tiempo y 6 =siempre).
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| Daiio Descripcion Caracteristicas

{Tipol Sin arrugas

f Mackia) Fotoenvejecimiento temprano
;f .Ld.a,

Cambios pigmentarios medios.

Sin queratosis. Minimas arrugas.
Edad del paciente entre 20 y 30 afios.
Sin maquillaje o al minimo.

Minimo acné cicatrizando.

{Tipo 1 Arrugas con

|x Fotoenvejecimiento temprano a moederado
| { Moderado) movimiento

Léntigos seniles visibles tempranamente.
Queratosis palpable pero no visible.
Comienzan a aparecer lineas paralelas a la
sonrisa,

Edad del paciente entre 30 y 40 afios. Uso de
algo de base. Cicatrices de acné medias.

:T\pg m i AITUgas en reposo Fotoenvejecimiento avanzado,

| ( Avanzado) Obvia discromia, telangiectasias

| Queratosis visible.

Arrugas visibles aun sin movimiento.
Edad del paciente 50 afios o mds

Uso de base compacta.

Presencia de cicatrices de acné que el
maquillaje no cubre,

{Tipo IV Sélo arrugas

|/ . Severo fotoenvejecimiento
| { Severo)

Lesiones malignas tempranas de la piel.
Arrugas a través de toda la cara.

No hay zonas de piel normal

Edad del paciente entre 60y 70 aflos.

El maquillaje no puede usarse. Se pone secoy
cae en piezas.

Severas cicatrices de acné.

Tabla 1. Clasificacion de Fotoenvejecimiento.
Correlacion entre las practicas de exposicion solar y el
grado de fotodafio. Panama. Mayo, 2009. by Jose Manuel
Rios Yuil is licensed under a Creative Commons
Attribution-NonCommercial-NoDerivs 3.0  Unported
License. Permissions beyond the scope of this license may
be available at www.revistamedicocientifica.org.

Hay que tener presente que algunas veces
el fotoenvejecimiento va acompafiado de otro
efecto de las RUV que es la fotocarcinogénesis
o la aparicibn de lesiones premalignas:
queratosis actinica, cuerno cutaneo, queilitis
actinica, enfermedad de Bowen; o lesiones
malignas: carcinoma basocelular, carcinoma
epidermoide, melanoma maligno sobre la piel.

% /' [E] Encuesta de FOTOENVE X

docs.google.com

Encuesta de FOTOENVEJECIMIENTO
Figura 1. Plataforma de encuesta de Fotoenvejecimiento.
https://docs.google.com/forms/d/e/1IFAIpQLSfvY0t8h3V
2jjrsx9kyyK32FwpomIQZFqBtSYJedoUUZwit2w/viewf
orm
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Se realiza una investigacion de tipo prospectiva,
descriptiva y longitudinal, se aplica un
cuestionario de tipo electronico en alumnos del
Programa Educativo de la Licenciatura en
Terapia Fisica, para determinar el fototipo de
piel segun la clasificacion de Fitzpatrick,
fotoenvejecimiento, rango de frecuencia de uso
de medidas de proteccion solar en la ultima
semana y conductas de prevencion de medio
ambiente (siembra y cuidado de un arbol), asi
como: conocimiento del dia internacional contra
el cancer de Piel y dia internacional del medio
ambiente. De tal manera que al obtener estos
datos identifiquemos la relacion entre tipos de
piel y efectos nocivos de los Rayos ultravioletas
en Universitarios. Se pretende hacer prevencion
mediante la imparticion de una ponencia de
efectos nocivos de la Radiacion Ultravioleta.

Resultados

Se realizd6 una plataforma para contestar la
encuesta de Fotenvejecimiento en
Universitarios, que estuvo en acceso a partir del
dia: 23 de junio del presente afio. Integrando los
siguientes aspectos: Clasificacion de fototipo o
de Fitzpatrick, Clasificacion de los efectos
nocivos de la radiacion ultravioleta, mediante la
Clasificaciéon de Fotoenvejecimiento, asi como
preguntas acerca de: cuidados del medio
ambiente, dia internacional del medio ambiente
y dia internacional de prevencién de cancer de
piel, asi como: rango de frecuencia del uso de
medidas de proteccidn solar en la Gltima semana.

Se realizO una ponencia abordando el
Tema: Efectos nocivos de la Radiacion
Ultravioleta, impartida el dia 05 de junio en el
Auditorio de la Universidad Politécnica de
Pachuca, dirigido a alumnos del Programa
Educativo de la Licenciatura en Terapia Fisica,
con una afluencia de 150 asistentes.
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A la Directora del Programa Educativo de la
Licenciatura en Terapia Fisica de la Universidad
Politécnica de Pachuca: Dra. Rosa Maria Chio
Austria por el apoyo para la realizacion de la
presente investigacion, al Dr. Albino Ahumada
Medina por compartir conocimientos e ideas.

Conclusiones

Los efectos nocivos de las radiaciones
ultravioleta se pueden minimizar y limitar por
medio del cuidado al medio ambiente y
fotoeducacion, que involucren medidas de
proteccidn solar, y concientizacion de cuidados
del medio ambiente, se tienen que tomar en
cuenta todas las edades, incluyendo personas
con nivel académico superior.
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Resumen

Se realiz6 la caracterizacion térmica de
polihidroxialcanoatos de cadena corta y media (scl-
mcl-PHA) sintetizados con Cupriavidus necator a
partir de hidrolizados de cera de abeja (Hw) y &cido
acrilico; para evaluar la influencia de un inhibidor de
la B-oxidacién en las propiedades térmicas del
biopolimero resultante. Se observd, que el acido
acrilico favoreci6 la incorporaron de monémeros de
cadena media (mcm), ademas de promover un
aumento del % mol de 3-hidroxioctanoato (3HO), 3-
hidroxidecanoato (3HD) y 3-hidroxidodecanoato
(3HDD). Estos resultados fueron confirmados
mediante cromatografia de gases (GC) de scl-mcl-
PHA metanolizados. Las propiedades térmicas de
dichos materiales se vieron afectadas como
consecuencia de la incorporacién de los mem, lo cual
redujo su cristalinidad, dando como resultado un
elastdbmero con apariencia similar a un hule, ademas
de disminuir los valores de la temperatura de fusion
(Tm) en méas de 100 °C con respecto al PHB y
modificando su temperatura de transicién vitrea (Tg).

Cupriavidus necator, Cera de abeja, B-oxidacion,
DSC, PHA

Abstract

The thermal characterization of short and medium
chain polyhydroxyalkanoates (scl-mcl-PHA)
synthesized with Cupriavidus necator using beeswax
hydrolysates (Hw) and acrylic acid; was performed
to evaluate the influence of an B-oxidation inhibitor
in the thermal properties of the biopolymer. It was
observed that acrylic acid favours the incorporation
of medium chain monomers (mcm), in addition to
promoting an increase mol % of 3-hydroxyoctanoate
(3HO), 3-hydroxydecanoate (3HD) and 3-
hydroxydodecanoate (3HDD). These results were
confirmed by gas chromatography (GC) of
methanolized scl-mcl-PHA. The thermal properties
of these materials were affected as a consequence of
the incorporation of mcm, which reduced their
crystallinity, resulting in an elastomer with a similar
appearance to a rubber, in addition to lowering the
values of the melting temperature (Tm) by more than
100 °C with respect to PHB and modifying its glass
transition temperature (Tg).

Cupriavidus necator, Beeswax, 3-oxidation, DSC,
PHA

Citacion: QUINTANAR-GOMEZ, Samuel*f, GRACIDA-RODRIGUEZ, Jorge, ABREU-CORON, Arturo & TELLEZ-
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hidrolizados de cera de abeja. Revista de Ingenieria Biomédica y Biotecnologia. 2017, 1-1: 12-19.
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1. Introduccién

Diversos trabajos reportan que Cupriavidus
necator (antes Wautersia eutropha > Ralstonia
eutropha > Alcaligenes eutrophus) tiene la
capacidad de producir mcl-PHA a partir del
desarrollo de estrategias de alimentacion con
glucosa o fructosa, en combinacién con &cidos
grasos (Budde et al, 2011, Lopez-Cuellar et al,
2011, Insomphun et al, 2013, Rathinasabapathy
et al, 2013). Lodpez-Cuellar et al, (2011)
sintetizaron un mcl-PHA con monémeros de 3-
hidroxioctanoato (3HO) y 3-hidroxidodecanoato
(3HDD) a partir de C. necator, cultivada con
aceite de canola en una fermentacion por lote
alimentado de 3 etapas. Rathinasabapathy et al,
(2013) reportaron la sintesis de un scl-mcl-PHA
con mondémeros de 3-hidroxivalerato (3HV), 3-
hidroxihexanoato (3HHXx) y 3-hidroxioctanoato
(3HO), enlazados a 3-hidroxibutirato (3HB), a
partir del mismo método de sintesis. Debido a la
naturaleza hidrofébica de estos sustratos,
algunos estudios han implementado estrategias
de cultivo usando agentes emulsificantes para
incrementar la superficie de contacto y su
biodisponibilidad. Budde et al, (2011)
describieron un método para el desarrollo de R.
eutropha cultivada en aceite de palma a
concentracion del 1% en presencia de Tritdn X-
100 (concentracion de 0.05 %) como agente
emulsificante. Otra estrategia potencial consiste
en inhibir las reacciones de B-oxidacion de
acidos grasos para obtener una produccion mas
efectiva de mcl-PHA (Jiang, 2010).

ISSN: 2523-6857
ECORFAN® Todos los derechos reservados

Septiembre 2017 Vol.1 No.1 12-19

Insomphun et al, (2013) estudiaron los
efectos de la interrupcion de las enzimas (S)-2-
enoil-CoA hidratasa / (S)-3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa en R. eutropha para obtener
informacién con respecto al mecanismo de B-
oxidacion y regular la composicién de P(3HB-
co-3HHX) sintetizado a partir de aceite de soja
como fuente de carbono, observando una
disminucion en la fraccion molar de 3HB (55.8
mmol/L a 32.1 mmol/L) acompafiada de un
incremento de la fraccion monomérica de 3HHx
(1.1 a 4.3 mmol/L). Jiang, (2010) sintetiz6 un
mcl-PHA con mondmeros de 3-
hidroxinonanoato (3HN) y 3-hidroxiheptanoato
(3HHp) a partir de una cepa de Pseudomonas
putida KT2440 alimentada con &cido nocandico
como unica fuente de carbono. Este estudio
reportd que al adicionar &cido acrilico (0.02 g/L)
como inhibidor de la B-oxidacion al medio de
cultivo, el copolimero obtenido presentd un
incremento significativo de la fraccion de 3HN
(de 68 mol % a 88 mol %) en conjunto a la
concentracion de mcl-PHA intracelular.

La B-oxidacion de acidos grasos es la ruta
principal para la conversion de los &cidos grasos,
y compuestos estructuralmente relacionados a
precursores de mcl-PHA (Jiang, 2010). Muchos
ésteres de acidos grasos, ademas de compuestos
céreos homdlogos de diferente longitud de
cadena carbonada se encuentran en la cera de
abeja (Maia y Nunes, 2013). Estos sustratos
pueden ser liberados mediante hidrolisis alcalina
y utilizados como fuente de carbono para la
sintesis de scl-mcl-PHA. En este estudio, se
analizo el efecto del acido acrilico (Sigma-
Aldrich) como inhibidor de la B-oxidacion de
acidos grasos, durante la incorporacion de
monomeros de cadena media (mcm) y su
influencia al  caracterizar quimica vy
térmicamente los scl-mcl-PHA sintetizados con
una cepa de C. necator alimentada con
fracciones de hidrolizados de cera de abeja
(Hw).
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2. Metodologia a desarrollar

Microorganismo y medio de cultivo. C.
necator ATCC 17699 fue propagado en caldo
Luria Bertani (LB) e incubado a 30 °C. El
indculo para todos los ensayos fue preparado por
transferencia de 100 mL del matraz semilla con
medio LB, incubado por 36 h a 150 rpmy 30 °C
en un agitador rotatorio (Excella E24, New
Brunswick Scientific). El medio de fermentacion
de la etapa 1 (cultivo en lote), primer lote
alimentado en etapa 2 (produccién de biomasa)
y segundo lote alimentado en etapa 3 (sintesis de
fracciones de mcl-PHA); son descritas en la
Tabla 1. La solucion de elementos traza fue
definida por Shang et al, (2004).

Fermentacion. Los cultivos fueron realizados
por triplicado, en una unidad de fermentacion de
5 L (FA-5000, VICHI). El contenido del matraz
semilla (10% v/v) fue trasferido al medio de
fermentacion bajo las mismas condiciones
descritas en la seccion previa, el pH 7.0 fue
controlado con NaOH 2M y HCI 0.47M. Las
muestras fueron tomadas cada 3 h para
cuantificar glucosa, sulfato de amonio, biomasa
y PHA. La fermentacion fue realizada acorde al
método propuesto por LoOpez-Cuellar et al,
(2011). La solucion de glucosa de 30 g/L fue
alimentada a 50 mL/h (Chakraborty et al, 2012)
(MasterFlex L/S Model 77200-62) para alcanzar
alta densidad celular. Durante la etapa 3 (sintesis
de fracciones de mcl-PHA bajo limitacion de
nitrégeno), se utilizaron las fracciones de Hw
(AG SA: 4cido graso en ausencia de acido
acrilico, AG CA: &cido graso en presencia de
acido acrilico, OH SA: alcohol céreo en ausencia
de &cido acrilico y OH CA: alcohol céreo en
presencia de &cido acrilico) por separado como
co-sustratos (en conjunto a la glucosa remanente
de las etapas previas) a una concentracion de 5
g/L, en presencia de 0.43 g/L Triton X-100
(Sigma-Aldrich); 3 veces su CMC (Budde et al,
2011) adicionado a 0.33 L/h.
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Las fracciones de Hw en ausencia de
acido acrilico fueron consideradas como
controles negativos. En relacion a los
experimentos en presencia de &cido acrilico
(Sigma-Aldrich) se considerd adicionar una
concentracion de 3 mM (Jiang, 2010).

Técnicas analiticas. La determinacion de peso
seco (X) se realizé por gravimetria; la biomasa
residual (rX) fue definida como la concentracién
de X sin PHA (Budde et al, 2011). La
concentracion de glucosa fue determinada por el
método de DNS (Barbosa et al, 2005). La
cuantificacion de sulfato de amonio fue llevada
a cabo por el método de Weatherburn (Lopez-
Cuellar et al, 2011). La cantidad de hidrolizado
de cera de abeja residual (rHw) fue definido
como la concentracion de Hw recuperado por
centrifugado de la muestra; determinada por la
ecuacion 1 modificada, descrita por Budde et al,
(2011):

v 1
rHw = masa recuperada ( oE ) ( ) @)
V transferido V muestra

Donde, V org es el volumen de la fase
organica antes de la extraccion. Debido a que la
mezcla de disolventes incluye metanol, no todo
el disolvente permanece en la fase organica
después del contacto con el medio acuoso. Se
midi6 el V org a 15 mL cuando se utiliz6
cloroformo/metanol 10:5. El V transferido fue
de 5 mL y el V muestra de 10 mL (volumen
tomado del medio de cultivo).

Purificacion de scl-mcl-PHA. Los scl-mcl-
PHA fueron purificados a partir de reflujo con
cloroformo durante 10 minutos y precipitados
con hexano frio (Nurbas y Kutsal, 2004). El
procedimiento fue llevado a cabo tres veces para
obtener un polimero purificado y evitar la
presencia de residuos celulares ademas de
posibles metabolitos residuales presentes en la
cera de abeja. El solvente excedente fue
removido por evaporacion (R-210, BUCHI).
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Caracterizacion quimica de scl-mcl-PHA. Se
utilizé un sistema de CG Thermo scientific
modelo Trace 1310, equipado con un detector de
ionizacion de llama y una columna capilar
Thermo scientific (30 m x 0.32 mm, un espesor
de pelicula de 1.0 um). El gas acarreador fue He
(flujo de 1 mL / min). Las rampas de temperatura
fueron realizadas conforme al método de
Rathinasabapathy et al, (2013). Las muestras de
mcl-PHA fueron metanolizadas previamente
para metilar los mondémeros de acidos grasos
(Impallomeni et al, 2013). Los ésteres metilicos
resultantes fueron identificados por comparacion
de sus tiempos de retencién con estandares de 3-
hidroxialcanoatos.

Caracterizacion térmica de scl-mcl-PHA. Los
experimentos de DSC fueron desarrollados
usando un calorimetro de barrido diferencial
(Mettler-Toledo DSC822¢e). Las muestras (8 mg)
fueron encapsuladas en charolas de aluminio y
calentadas en un rango de temperatura de -80 a
220 °C usando una rampa de calentamiento de
10 °C/min y tomando la segunda corrida como
valida para determinar la temperatura de
transicion vitrea (Tg) y de fusion (Tm) (Nurbas
y Kutsal, 2004).

3. Resultados

Caracterizacion quimica de scl-mcl-PHA
sintetizados con fracciones de Hw.

En la Tabla 2 se muestran los tiempos de
retencion establecidos por CG, para los
estandares de acidos grasos y los monomeros
hidrolizados de scl-mcl-PHA. La determinacion
de las fracciones monoméricas del scl-mcl-PHA
sintetizado con la fraccion de alcoholes cereos
de Hw sin acido acrilico (OH SA), obtuvo una
incorporacion de mcm de 1.7 % mol en relacion
a la fraccién de 3HB (% mol de 98.3.
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Al cuantificar los monomeros del scl-mcl-
PHA, sintetizados con la fraccion de alcoholes
cereos de Hw y acido acrilico (OH CA), se
observé una incorporacion del 2.55 % mol
correspondiente a 3HV, 0.70 % mol de 3HO y
0.34 % mol de 3HD en relacion al 3HB (96.34
% mol). Estos resultados sugieren que la B-
oxidacion de las fracciones céreas de Hw se lleva
a cabo de manera selectiva, favoreciendo la
asimilacion mayoritaria de componentes céreos
de menor tamafio.

El bajo % mol de mcm fue atribuido a la
acumulacion previa de PHB, la cual desacelera
la asimilacion de la fraccion de alcoholes céreos
de Hw suministrada en el medio de cultivo,
acumulando lentamente en forma de scl-mcl-
PHA (Lee et al, 2008). Este efecto fue reportado
por Khanna y Sirvastava, (2007), quienes
observaron que al afiadir acido valérico a un
medio de cultivo fresco, durante la sintesis de
P(HB-co-HV) con glucosa, una gran cantidad
intracelular de PHB acumulado, produjo un
efecto  de  desaceleracion  metabdlica,
determinado por la mala asimilacion del acido
valérico y bajo % mol de 3HV en el copolimero.

Al comparar el % mol de mcm, a partir de
las fracciones de alcoholes céreos de Hw
asimiladas por C. necator, se puede deducir que
el cido acrilico interrumpe la actividad de las
enzimas enoil-CoA hidratasa y 3-hidroxiacil-
CoA deshidrogenasa, impidiendo a su vez el
catabolismo de precursores hasta acetil-CoA.
Riedel et al, (2014), mencionaron que la
inhibicion quimica de la B-oxidacion en una cepa
de R. eutropha H16 por adicién de acido acrilico
produjo co-polimeros de poli(hidroxibutirato-
co-hidroxihexanoato) [P(HB-co-HHXx)] al usar
octanoato de sodio como unica fuente de
carbono. Dicho fendmeno fue observado en el
experimento en el scl-mcl-PHA obtenido a partir
de la fraccion de alcoholes céreos de Hw en
presencia de &cido acrilico (Tabla 2).
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Los scl-mcl-PHA sintetizados a partir de la
fraccion de é&cidos grasos de Hw sin &cido
acrilico (AG SA), presentaron una composicion
porcentual de 97 % mol de 3HB en conjunto con
un 3 % mol de 3HD.

La determinacion de los monomeros del
scl-mcl-PHA sintetizado con acidos grasos de
Hw y acido acrilico (AG CA) mostro la
presencia de 3HB (95.9 % mol), 3HO (3.0 %
mol) y 3HD (1.1 % mol). La concentracion de
mcm  fue similar a la reportada por
Rathinasabapathy et al, (2013); quienes
sintetizaron un scl-mcl-PHA a partir de C.
necator alimentada con fructosa y aceite de
canola en una fermentacion por lote alimentado
de 3 etapas, obteniendo una composicion
monomérica del 99.81 % mol correspondiente a
3HB, 0.06 % mol de 3HV, 0.09 % mol de 3HHX,
0.04 % mol de 3HO.EI scl-mcl-PHA sintetizado
a partir de la fraccion de AG SA presentd un 3.0
% correspondiente a 3HDD (superior al obtenido
en el polimero sintetizado a partir de la misma
fuente de carbono en presencia de acido
acrilico).

Este resultado confirmé que la ausencia de
acido acrilico favorece la  asimilacién
intracelular de precursores de mcm; sin
embargo, su presencia en el medio de cultivo,
inhibe la B-oxidacion &cidos grasos de Hw,
generando una baja incorporacion del % mol de
fracciones de mcm en el scl-mcl-PHA resultante.
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Dicho comportamiento fue descrito por Guzik et
al, (2014), quienes al comparar la composicién
monomérica de mcl-PHA obtenidos a partir de
una cepa de P. putida KT2440 (nativa), y cuatro
cepas de P. putida KT2440 con insercion
inactiva  de las  enzimas  acil-CoA
deshidrogenasas  (insPP_1893, nsPP_2039,
nsPP_2039 y insPP_2437), observaron que la
composicion monomérica de los polimeros
producidos por las cuatro cepas mutantes, difirio
en menos del 5 % con respecto al mcl-PHA
sintetizado por la cepa nativa de P. putida
KT2440, ademas de presentar un patron de
reduccion de crecimiento y consecuente
acumulacion de PHA cuando se alimentaban
acidos grasos con longitud de cadena carbonada
de10al14C.

Impallomeni et al, (2013), reportaron al
sintetizar un mcl-PHA (con 32 % mol de 3HD)
a partir de Pseudomonas aeruginosa alimentada
con aceite de Brassica carinata como fuente de
carbono, (la cual contenia como componente
mayoritario acido cis-13-docosenoico,
C22H4202), que el % mol de mcm incorporados
en un mcl-PHA puede ser atribuido a la
complejidad de la fuente de carbono utilizada. Al
comparar los cuatro tratamientos de sintesis de
scl-mcl-PHA a partir de las fracciones de Hw, se
pudo apreciar que el acido acrilico favorece la
incorporaron de mem en conjunto a 3HB (Tabla
2), promoviendo un aumento del % mol de 3HO,
3HD y 3HDD, reportados en diferentes trabajos
de sintesis de mcl-PHA a partir de aceites
(Lépez-Cuellar et al, 2011; Impallomeni et al,
2013; Rathinasabapathy et al, 2013).

Este comportamiento sugiere ademas que
las fracciones céreas de Hw en presencia de
acido acrilico conforman un mayor % mol de
mondmeros de mcl-PHA intracelular antes de
ser degradados a acetil-CoA por efecto de la -
oxidacion (Jiang et al, 2010).
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El acido acrilico es un inhibidor de la
enzima (-cetotiolasa, lo cual genera desviacion
de intermediarios en la [B-oxidacion a PHA
(Riedel et al, 2014). Esto conforma que C.
necator, al ser incapaz de catabolizar las
fracciones de Hw por inhibicion de la B-
oxidacion, acumulo los &cidos grasos de menor
tamario de las fracciones de Hw como mcmen el
scl-mcl-PHA.

Caracterizacion térmica de scl-mcl-PHA
sintetizados con fracciones de Hw.

En el Gréfico 1 se muestra el DSC de los scl-
mcl-PHA sintetizados a partir fracciones de Hw
en presencia y ausencia de acido acrilico, usando
como referencia PHB (Tm de 173.38 °C). El
termograma correspondiente a OH SA presento
dos valores de Tm (70.19 y 77.35 °C). El
resultado de Tg obtenido en este experimento
(Tabla 3), es reportado para mcl-PHA con
propiedades elastoméricas (Impallomeni et al,
2013). Los valores de Tm y AHm (Tabla 3),
fueron similares a los obtenidos por Loépez-
Cuellar et al, (2011) para un mcl-PHA con
mondémeros de 3HV, 3HO y 3HDD. La Tm
sugirid la reduccion de recristalizacion de
mondémeros de PHB dispersos debido a la
incorporacion del 4.6 % mol de 3HDD (Lépez-
Cuellar et al, 2011).

El  termograma  del  scl-mcl-PHA
sintetizado a partir de OH CA, nuevamente
presentd una sefial doble de Tm (Gréfico 1),
atribuida a la recristalizacion de fracciones
microcristalinas de PHB (Lopez-Cuellar et al,
2011). La Tg y AHm, fueron similares a las
reportadas por Impallomeni et al, (2011) (Tabla
3); para un mcl-PHA como monomeros de
3HHx, 3HO, 3HD, 3HDD y 3-
hidroxitetradecanoato (3HTD) sintetizado a
partir de P. putida alimentada con acido ertcico
(&cido  cis-13-docosenoico, CxH40;) 'y
nervonico (&cido cis-15-tetracosenoico,
C24H1602).
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La incorporacion de monémeros de 3HB,
3HHx, 3HO y 3HD (en una composicion de
47.12 % mol, 3.62 % mol, 21.11 % mol, y 28.14
%, respectivamente), disminuy6 la Tm del scl-
mcl-PHA sintetizado con OH CA con respecto
al PHB (Khanna y Srivastava, 2007).

Los valores de AHc en ambos scl-mcl-
PHA sintetizados con OH SA y OH CA fueron
diferentes, relacionandose al aumento del % mol
de mcm incorporados en la estructura del scl-
mcl-PHA (asistido con é&cido acrilico) y la
interaccion de sus enlaces intermoleculares
(Impallomeni et al, 2011). Los resultados de Tm
y [JHm obtenidos durante el barrido térmico del
scl-mcl-PHA sintetizado con AG SA, se
muestran en la Tabla 3. La disminucion de
dichos valores con respecto a otros estudios
sugiere la presencia de un mayor porcentaje de
mcm. Al realizar el enfriamiento del scl-mcl-
PHA, ocurri6 una secuencia de transicion
exotérmica a 126.17 °C con una AHc de 6.14 J
gl Este comportamiento fue descrito por
Impallomeni et al, (2011) quienes lo relacionan
con la capacidad de algunos polimeros para
recristalizar en funcion al % mol de mcm y los
grupos funcionales presentes en las cadenas
laterales, de mcl-PHA. Los valores de Tm (74.92
y 80.92 °C) y AHm (12.36 J g') obtenidos
durante la caracterizacion térmica del scl-mcl-
PHA sintetizado con AG CA (Tabla 3),
confirmaron la presencia de mcm, debido a que
los mcm influyen directamente en la
disminucion de la Tm de mcl-PHA
(Impallomeni et al, 2011). Un ejemplo de este
fendbmeno fue descrito por Liu et al, (2011);
quienes alimentaron un cultivo con &cido
decanoico, dodecandico y tetradecandico para la
obtencion de un mcl-PHA con monomeros de
PHD a partir de P. KTQQ20 con inhibicién de la
[-oxidacion.

QUINTANAR-GOMEZ, Samuel, GRACIDA-RODRIGUEZ, Jorge,
ABREU-CORON, Arturo y TELLEZ-JURADO, Alejandro. Efecto
del &cido acrilico en las propiedades térmicas de polihidroxialcanoatos
obtenidos con hidrolizados de cera de abeja. Revista de Ingenieria
Biomédica y Biotecnologia. 2017



Articulo

18

Revista de Ingenieria Biomédica y Biotecnologia

El polimero resultante presentd una
composicion de P(16 % mol 3HD-co-84 % mol
3HDD) con una Tm de 78 °C y un AHm de 41J
g!, atribuidos a la presencia de mondmeros de
3HD y 3HDD.
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5. Conclusiones

La caracterizacion térmica de las muestras de
scl-mcl-PHA sintetizados a partir de las
fracciones de Hw, mostr6 evidencia de
incorporacion de mcm en la estructura quimica
de los scl-mcl-PHA, dando como resultado una
disminucion en los valores de Tm y Tg obtenidos
durante el barrido térmico de las muestras con
respecto al PHB. Al comparar las Tc obtenidas
por los scl-mcl-PHA sintetizados en presencia de
acido acrilico, se confirmo la incorporacion de
una mayor cantidad de mcm durante el proceso
de sintesis de scl-mcl-PHA. Estos resultados
sugirieron que el &cido acrilico, favorecié la
asimilacion de los componentes céreos de Hw,
con lo cual C. necator aumenté el % mol de mcm
como consecuencia del efecto inhibidor de la [J-
oxidacion.
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Resumen

En la obtencién de nanoparticulas (NPs) por métodos
verdes, los extractos de plantas han demostrado tener
la capacidad de fungir como agentes reductores de
varios iones debido a los metabolitos presentes en
ellas. Las NPs a base de plata tienen mayores
aplicaciones en la industria dadas sus propiedades
antimicrobianas, lo que ha propiciado una rapida
proliferaciéon de éstas en el ambiente siendo
necesario evaluar su impacto ya que las
caracteristicas fisicoquimicas de las NPs, dictadas en
parte por su método de obtencidn, tienen estrecha
relacion con su actividad biolégica 'y
comportamiento en el medio. En este trabajo se
estudio la influencia del método de obtencion del
extracto y el volumen del mismo, en la obtencion de
NPs de AgCI/Ag estables y dispersas, asi como la
evaluacion de su toxicidad en L. sativa. Los
resultados dieron a conocer que la manera en la que
se extraen los metabolitos influye directamente en la
capacidad de estabilizacion de las NPs. La adicion
de las mismas inhibi6 la germinacién de semillas y
completa formacidn de estructuras esenciales que les
permitira crecer y desarrollarse, tal efecto se atribuy6
a la absorcion y distribucion de particulas en
diferentes tejidos de la plantula.

Biosintesis, Nanoparticulas, Lactuca sativa,
Ensayos in vitro

Abstract

In obtaining nanoparticles (NPs) by green methods,
plant extracts have been shown to have the ability to
function as reducing agents of various ions due to the
metabolites present in them. The silver based NPs
have greater applications in the industry due to their
antimicrobial properties, which has led to a rapid
proliferation of these in the environment, being
necessary to evaluate their impact since the
physicochemical characteristics of NPs, dictated in
part by their method of obtaining, are closely related
to their biological activity and behavior in the
environment. In this work the influence of the
extraction method and the volume of the extract was
studied, in the production of stable and dispersed
AgCI/Ag NPs, as well as the evaluation of its toxicity
in L. sativa. The results showed that the way in which
the metabolites are extracted directly influences the
stabilization capacity of NPs. The addition of the
same inhibited the germination of seeds and
complete formation of essential structures that will
allow them to grow and develop, such effect was
attributed to the absorption and distribution of
particles in different tissues of the seedling.

Biosynthesis, Extract, nanoparticles, Lactuca
sativa, In vitro assays
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Introduccion

Las nanoparticulas (NPs) a base de plata (Ag)
son ampliamente requeridas debido a sus
propiedades antimicrobianas (Silambarasan &
Abraham, 2013), y sus métodos de obtencién
van desde los fisicos hasta los quimicos. En la
agricultura se esta investigando su uso en la
conservacion de frutos y para el control de
plagas de insectos o como fungicida (Sekhon,
2014), dando lugar al contacto con cultivos de
importancia, por lo que es vital estudiar su efecto
sobre éstos. Un método alternativo de obtencion
de este tipo de particulas es la biosintesis, donde
el uso de extractos de plantas puede ser
ventajoso sobre otros procesos bioldgicos que
involucran el mantenimiento de cultivos
celulares; no obstante, debido a la naturaleza
compleja y vasta de los metabolitos presentes, es
dificil identificar un Unico compuesto
responsable de la formacion de NPs. La
interaccion de biomoléculas tales como
terpenos,  &cidos  organicos,  quinonas,
flavonoides,  polisacaridos, proteinas y
alcaloides da lugar al proceso de reduccién de
iones metalicos y estabilizacion de las NPs,
donde se ha reportado que la disponibilidad de
éstas es uno de los factores que interviene en la
forma y tamafio de NPs obtenidas (Gan & Li,
2012). En este contexto, en el presente trabajo se
estudio la formacion de NPs mediante extractos
de perfolla de maiz obtenidos por tres diferentes
vias: infusién, decoccion y molienda. Se eligio
aquel que diera lugar a estructuras de tamarfios
nanomeétricos con las que se realizaron ensayos
sobre su efecto en L. sativa, cultivo de
importancia para la alimentacion humana.
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Metodologia a desarrollar
Preparacion de los extractos empleados en la
biosintesis de NPs

Para la obtencion de los extractos se usaron hojas
frescas (perfolla) de Zea mays que fueron
adquridas en un mercado local. Ademas del
extracto crudo preparado como se indica en
(Villanueva et al., 2015), se prepararon extractos
por infusién y decoccion de las hojas donde el
tiempo de reposo y coccion para ambos fue de
10 minutos. Todos los extractos obtenidos
fueron filtrados con membrana de 0.45 um vy se
almacenaron hasta su uso a 4°C.

Biosintesis de AgCI/Ag NPs

Se parti6 del protocolo establecido por
Villanueva et al. (2015), donde la sal precursora
utilizada fue nitrato de plata (AgNO3) adquirida
de Sigma-Aldrich y como disolvente se utilizo
agua desionizada. La sintesis se efectu6 al poner
en contacto un volumen determinado de una
solucion de AgNOs con 5 mL de cada uno de los
extractos preparados en 3 diferentes viales; el
volumen final se ajustd con agua desionizada
hasta obtener una concentracion final de 2 mM
de AgNOsz en el medio. Los viales se
mantuvieron bajo agitacion constante a 25 °C,
tomando muestras en intervalos de media hora
durante 4h para dar seguimiento a la formacién
de NPs. Luego de realizar la caracterizacion de
las NPs obtenidas se eligié el extracto que dio
lugar a estructuras de menor tamaiio, seguido del
estudio del efecto de la variacion de su volumen
en la obtencion de las NPs, empleando 1, 3, 5, 8
y 12 mL. Concluidas 4h de sintesis se
recuperaron las particulas centrifugando a 8000
rpm durante 15 min y con lavados por triplicado
al precipitado. Los precipitados se redispersaron
en agua desionizada al volumen inicial para los
posteriores experimentos.
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Caracterizacion de los extractos y las AgCI/Ag
NPs biosintetizadas.

Los extractos se caracterizaron cualitativamente
mediante marcha fotoquimica para conocer el
tipo de metabolitos presentes. La banda de
absorcion UV-Vis caracteristica de las NPs de
interés se identifico mediante la adquisicion de
los espectros correspondientes durante el
transcurso de la sintesis en un espectrofotémetro
Cole Parmer 2800. Se analizaron los tres
diferentes extractos mediante espectroscopia
FT-IR antes y después de realizada la sintesis
con un espectrofotometro Perkin Elmer, modelo
System 2000, para la identificacion de grupos
funcionales presentes. El tamafio de particula en
suspension  se  determin6 empleando un
analizador Nanotrac Wave. La morfologia y la
composicion elemental de las particulas se
observo mediante un microscopio marca JEOL
JSM6701F equipado con un Espectrometro de
Energias Dispersivas de rayos X. La naturaleza
cristalina del material se corrobordé mediante un
difractometro Bruker-D8 (CuK,=1.5406 A).
Finalmente, la  determinacion de la
concentracion de Ag se realizd en un equipo de
absorcion atbmica modelo Agilent 240FS AA.

Evaluacién in vitro del efecto de las NPs
biosintetizadas sobre la germinacién de L.
sativa.
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Se emplearon semillas de L. sativa
adquiridas con Hydro Enviroment, con un
porcentaje de germinacion conocido. Los
ensayos se llevaron a cabo mediante los
protocolos establecidos en las normas ISTA
(2010), empleando soluciones stock de las NPs
preparadas mediante el extracto crudo y por
infusion, con las que se realizaron diluciones
logaritmicas para establecer los efectos sobre la
germinacion de las semillas. Los resultados
fueron analizados mediante la prueba de Tukey,
empleando el programa NCSS (Windows Vista,
Version 0.7.1.17, Kaysvillve, Utah), reportando
diferencias  estadisticamente  significativas
respecto al control cuando p < 0.001.

Resultados

En la Figura 1 (a), se muestran los espectros FT-
IR de los extractos analizados. Los picos de
absorcion alrededor de 3382, 3368, 3337, 1384
y 1256 cm™ corresponden a vibraciones de
estiramiento de alcoholes, las bandas a 2978,
2939, 2930y 2888 cm* pertenecen a vibraciones
de estiramiento de alcanos, las bandas a 1635 y
1632 cm! son caracteristicas de vibraciones de
estiramiento de alquenos, las vibraciones de
estiramiento de alcoholes primarios se
presentaron a 1056, 1053 y 1050 cm™, mientras
que los picos a 923, 921, 871, 866, 818 y 777
cm?! pertenecen a las vibraciones de flexion de
alcanos. Estas bandas caracteristicas presentes
en los tres extractos hacen  suponer
principalmente la presencia de carbohidratos.

Las pruebas fitoquimicas dieron resultados
positivos solamente para carbohidratos vy
azlcares reductores, lo que coincide con lo
observado por espectroscopia FT-IR y lo
reportado en la literatura acerca de la
composicién quimica del extracto, que consiste
en celulosa, hemicelulosa y lignina (Gan & Li,
2012), los cuales pueden actuar en la reduccion
de los iones Ag y estabilizacion de las NPs.
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Fig. 1. (a) Espectros FT-IR de los extractos acuosos
de la perfolla de Zea mays obtenidos por infusion,
decoccién y molienda. (b) Espectros UV-Vis de la
sintesis de AgCI/Ag NPs a partir de cada uno de los
extractos.

Los resultados de la sintesis de NPs con los
diferentes extractos se presentan en la figura 1
(b). Las bandas de absorcién caracteristicas de
las NPs se observan a 354 nm para Ag, 468 y 506
nm que corresponden a AgCl, tal como se
reporta en la literatura (Seungwook et al., 2010;
Karuppiah & Rajmohan, 2013). EI méximo de
absorcion para el extracto crudo mostré un
desplazamiento hacia longitudes de onda
mayores, lo cual se puede deber a una
aglomeracion de las particulas (Karuppiah &
Rajmohan, 2013), este efecto se corroboro con
los analisis por granulometria, donde se obtuvo
una sola distribucion y menor tamafio de
particula (204 nm) en el extracto por infusion, en
comparacion con el extracto crudo (687 nm) y el
obtenido por decoccién (bimodal) 72 y 486 nm;
a partir de estos resultados se eligié el extracto
obtenido por infusiébn para las posteriores
pruebas en L. sativa.
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Los espectros UV-Vis presentados en la
figura 2 (a) corresponden a la variacion del
volumen de extracto afiadido en la sintesis. El
maximo de absorcion, caracteristico a la
resonancia del plasmon superficial de las Ag y
AgCIl NPs a 354 y 443 nm respectivamente, se
desplaza hacia longitudes de onda mayores (480
nm) conforme aumenta el volumen de extracto.
La literatura reporta que este efecto se atribuye
al aumento y coexistencia de ambas particulas
(Sahayaraj et al., 2012) asi como a un probable
incremento en la viscosidad del sistema o baja
concentracion de metabolitos encargados de la
estabilizacion, ya que por debajo o sobre los 3
mL de extracto, la moda obtenida es de 486 nm.
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Fig. 2. (a) Espectros UV-Vis de la sintesis de NPs de
AgCI/Ag a partir de 1-10 mL del extracto obtenido por
infusion. (b) Difraccion de rayos X, que corrobora la
composicién y estructura cristalina de las NPs
sintetizadas.
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Mediante el analisis de difraccion de rayos
X se corrobord la coexistencia y cristalinidad de
ambas particulas (figura 2b).

Las micrografias (figuras 3a y 3b),
muestran aglomerados de NPs de morfologia
semi-esférica, con tamafios de 144 nm,
conformados por particulas méas pequefias de
alrededor de 30-50 nm. El analisis estadistico
realizado para observar efecto en plantulas de L.
sativa (figura 3b) a 7 dias de germinacion,
mostré que a partir de 1.3 mg/L de NPs
adicionadas se tiene un efecto adverso sobre sus
caracteristicas fisioldgicas, en comparacion con
el control, impidiendo su posterior desarrollo y
crecimiento.
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Figura 3. a) y b) Micrografias de NPs a partir
de 3 mL del extracto por infusién, c) Plantulas
de L. sativa a los 7 dias de germinacion (Las
plantulas de la izquierda en la caja Petri: 0 mg/L,
a la derecha las plantulas por separado: 130
mg/L).

Conclusiones

El método por infusién para la extraccién de
metabolitos de la perfolla de Zea mays, permitio
obtener particulas estables y dispersas, donde los
carbohidratos y azlcares reductores son los
principales reponsables de dicho proceso. A
partir de 3 mL del extracto, fue posible sintetizar
AgCI/Ag NPs con tamafios de particula de 30-50
nm, siendo 1.3 mg/L la concentracion que
ocasiona un decremento significativo en la
elongacion de radicula, hipocotilo y contenido
de biomasa respecto al control.
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Obtencidn de extractos celuloliticos a partir de Pleurotus ostreatus empleando como

sustrato lirio acuatico
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FAVELA-TORRES, Ernesto y HERNANDEZ-ALDANA, Ithzmalzin
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Resumen

El lirio acuatico se considera una plaga ya que reduce
la cantidad de oxigeno disuelto e impide el paso de
luz evitando el crecimiento de la flora y fauna
acuética, sirve como nicho para la reproduccion de
mosquitos los cuales son vectores de enfermedades.
Las alterativas de solucion ha dichos problemas van
desde la erradicacion hasta el control y manejo, sin
embargo, los altos costos ocasionan que no se aplique
de forma permanente. Una opcion es el
aprovechamiento de la biomasa del lirio cuya
composicion quimica incluye lignina (3%), celulosa
(18%) y hemicelulosa (40-55%), la cual pueden ser
utilizada para obtener productos de valor agregado
como las enzimas, en este sentido, las enzimas
celuloliticas de los hongos como Pleurotus ostreatus
son las mas importantes desde el punto de vista
industrial, debido a que su actividad es mayor que la
de las obtenidas de levaduras y bacterias. Por lo antes
mencionado, el objetivo del trabajo fue obtener un
extracto celulolitico a partir de P. ostreatus
empleando como sustrato lirio acuatico (hoja y
bulbo) por medio de fermentacion en medio sélido.
Se encontr6 que la mayor actividad celulolitica para
hoja y bulbo se presenta al cabo de 12 h de
incubacion.

Lirio acuatico, Pleurotus ostreatus, actividad
celulolitica

Abstract

The water hyacinth is considered a pest species
because it reduces the amount of dissolved oxygen
and prevents the passage of light avoiding the growth
of aquatic flora and fauna, serves as a niche for the
reproduction of mosquitoes, which are vectors of
diseases. Alternative solutions to such problems
range from eradication to control and management;
however, high costs do not apply permanently. One
option, is the use of water hyacinth biomass whose
chemical composition includes lignin (3%), cellulose
(18%) and hemicellulose (40-55%), which can be
used to obtain value added products such as enzymes,
In this sense, the cellulolytic enzymes of fungi like
Pleurotus ostreatus are the most important from the
industrial point of view, because their activity is
greater than that obtained from yeasts and bacteria.
The aim of the work was to obtain a cellulolytic
extract from P. ostreatus using as substrate water
hyacinth (leaf and bulb) by solid-state fermentation.
It was found that the highest cellulolytic activity with
leaf and bulb like substrate occurs after incubation
for 12 h.

Water hyacinth, Pleurotus ostreatus, cellulolytic
activity
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Introduccion

El lirio acuatico (Eichhornia crassipes) es una
planta libre flotadora perteneciente a la familia
de las Pontederiaceae, proveniente de Brasil, a
finales de 1800 fue introducida a Ameérica del
Norte como una planta ornamental, en Africa a
principios de 1900 y en Europa en 1930, ahora
estd naturalizada en mas de 50 paises de América
Central, Asia, Australia y Nueva Zelanda. La
presencia de lirio acuadtico se debe
principalmente a las combinaciones de
caracteristicas biologicas unicas de la planta, al
calentamiento global por el efecto invernadero y
a los procesos acelerados de eutrofizacion (Yan,
Song & Guo, 2017).

El lirio puede medir hasta 1 m de altura,
estd formada por hojas dispuestas en una roseta
basal, peciolos cortos/globosos cuando se trata
de plantas jovenes o largos/cilindricos en el caso
de plantas maduras; tiene raices fibrosas y un
tallo horizontal Ilamado rizoma o estolon que
conecta varios individuos entre si (Figura 1). Su
productividad anual promedio es de 50 kg/m?
(peso seco); un grupo de plantas de tamafio
mediano puede contener hasta dos millones de
individuos por ha, con un peso aproximado de
270 a 400 t. Por su abundancia en cuerpos de
agua, ademas de su incontrolable y rapido
crecimiento, el lirio ocasiona dafios hacia
actividades recreativas e industriales, asi mismo
genera problemas de salud humana y a los
ecosistemas. Entre los efectos negativos mas
importantes pueden citarse la pérdida de agua de
cuerpos de agua por transevaporacion, la
disminucion de oxigeno disuelto, la alteracion
irreversible de ecosistemas, ademas de ser
nichos para la reproduccion de mosquitos
vectores de enfermedades (Rezania, Ponraj, Din,
Songip, Sairan & Chelliapan, 2015).
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Se estima que en México existe alrededor
de 40,000 ha con presencia de lirio, cubriendo
desde 10 hasta 100 % del espejo de agua. El
manejo de la planta representa problemas
debido, a su alto contenido de humedad (~95 %),
lo que encarece su transporte y disposicion
(Martinez & Gomez, 2007).

Existen tres estrategias para el manejo de
la planta: 1) extraccién mecénica la cual permite
mantener limpios los cuerpos de agua, sin
embargo, la extraccion, transporte y disposicion
final encarecen el proceso por lo que esta
estrategia no se aplica de forma permanente. En
este sentido, dependiendo del interés socio-
econdmico de cada cuerpo de agua, hay
programas permanentes de extraccion mecanica,
un ejemplo de ello son los canales y presas
destinadas a actividades recreativas, como
Xochimilco o la Presa San Antonio de Huasca de
Ocampo, Hgo., en donde la presencia de lirio
representa un riesgo para los motores; 2) El
control bioloégico con hongos filamentosos
(Cercospora piaropi y Acremonium zonatum) y
artropodos (Neochetina bruchi y N. eichhorniae)
ha dado buenos resultados en México y otros
paises; sin embargo, tanto por los costos del
tratamiento como por el impacto de las
condiciones climaticas (temperatura, lluvia,
corrientes de agua y luminosidad) sobre la
efectividad del tratamiento, esté método no se
aplica de forma permanente como método de
control. 3) El uso de herbicidas como diquat,
glifosato y acido 2,4-dicloro fenoxiacético para
el control de malezas; no obstante, su aplicacion
implica diversos grados de toxicidad para
especies endémicas de peces y plantas, asi como,
para hortalizas y cultivos agricolas. Aunque los
herbicidas se utilizan en el mundo para el control
de malezas, su uso es cada vez mas restringido
(Rezaniaetal., 2015; Martinez & Gomez, 2007).
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A pesar de las numerosas propuestas para
la erradicacion y manejo del lirio, la excesiva
presencia de la planta sigue afectando
numerosos cuerpos de agua, canales y sistemas
de drenaje, provocando problemas ecologicos,
econdmicos y de salud. Por su naturaleza fibrosa
y su alto contenido de agua, energia y proteina,
el lirio puede usarse en una variedad de
aplicaciones (Jongmeesuk,
Sanguanchaipaiwong & Ochaikul, 2014).

Se ha determinado que la biomasa del lirio
acudtico es capaz de generar bio-productos, es
decir, abono organico, bioles y biogés, mediante
la implementacion de biodigestores. También en
algunos estudios se propone al lirio acuatico
como fitorremediador, captando metales
pesados presentes en el agua, sin embargo,
depende del grado de contaminacién, la
disponibilidad del metal para su absorcion y la
interaccion de la planta con su habitat (Rali,
2009).

En algunos lugares lo utilizan como
alimento para animales y fertilizante organico
(Tham, 2012). Por otra parte, la biomasa del lirio
acuatico puede ser empleada para obtener
productos de valor agregado como por ejemplo
enzimas a partir de microorganismos que
utilizan como sustrato la celulosa, hemicelulosa
y lignina, aprovechando la composicion quimica
de la pared celular del lirio (Jongmeesuk,
Sanguanchaipaiwong & Ochaikul, 2014).

Particularmente, las celulasas como su
nombre lo indica, son capaces de hidrolizar la
celulosa, homopolimero  compuesto  por
unidades de glucosa unidas mediante un enlace
glicosidico p-1,4. [Estas enzimas estan
clasificadas de acuerdo con su sitio de accion en
el sustrato celulésico y se dividen en tres grandes
grupos:
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Endoglucanasas (EnG), exoglucanasas o
también conocidas como celobiohidrolasas
(ExG) y las B-glucosidasas (BG) que hidrolizan
celobiosa y oligosacaridos solubles, siendo la
glucosa el resultado final de la accion
degradativa del complejo celulolitico sobre el
polimero de celulosa (Gurgel, Marabezi, Ramos
& Curvelo, 2012).

Por otra parte, los hongos son los
principales microorganismos degradadores de
los residuos lignocelulésicos, siendo los maés
rapidos y eficientes para esto, los basidiomicetos
ya que tienen sistemas ligninoliticos, los cuales
se dividen en tres grupos, con base en la
pudricion que generan en la madera: hongos de
podredumbre blanda, parda y blanca (Hatakka &
Hammel, 2011; Elisashvili, Kachlishvili,
Tsiklauri, Metreveli, Khadziani & Agatos,
2011).

En este sentido, Pleurotus ostreatus es un
hongo saprofito o parasito débil que pertenece al
grupo de podredumbre blanca, ya que degrada
preferentemente a la lignina de las plantas,
usando enzimas oxidativas extracelulares para
romper este biopolimero altamente recalcitrante.
P. ostreatus es capaz de producir un complejo
enzimatico hidrolitico en distintos residuos
lignocelul6sicos y bajo diferentes estrategias de
cultivo. El micelio de este basidiomiceto puede
crecer en una temperatura entre 0 y 35 °C, con
un 6ptimo de 30 °C, y en un intervalo de pH
entre 5.5y 6.5. Se ha observado que después de
cosechar los cuerpos fructiferos de P. ostreatus,
en los materiales usados como sustratos las
cantidades finales de hemicelulosa, celulosa y
lignina se han reducido en un 80 % sugiriendo
que todos los materiales que contienen estos
compuestos, pobres en nitrogeno pueden ser
usados como como fuente de alimento para el
hongo (Vaca, lzurieta & Espin, 2014; Sanchez,
2009).
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Metodologia a desarrollar
Aislamiento y crecimiento de P. ostreatus

P. ostreatus se aislo a partir del cuerpo fructifero
de una seta, en placas petri con agar papa
dextrosa (PDA y gentamicina (20 mg/2 mL) 50
ML de antibidtico /20 mL de medio de cultivo)
para evitar el crecimiento de bacterias, se incubd
por 7 diasa 26 °C £ 1 °C. Al cabo de este tiempo
se observo microscopicamente.

Cinética de produccion de actividad
celulolitica de P. ostreatus

Se realizd una cinética de produccion de
actividad celulolitica de P. ostreatus a 26 = 1°C
en medio liquido el cual estaba conformado de:
glucosa (10.5 g/L), extracto de levadura (5.0
g/L), (NH4)2SO04 (2.0 g/L), Na2HPO4 (0.5 g/L),
MgSO4 (0.5 g/L), Caz(POs)2 (0.3 g/L), FeSO4
(0.02 g/L), ZnS04 (0.02 g/L), MnSO4 (0.02 g/L),
CuSOs4 (0.25 g/L) y gentamicina (125 pL). El
cultivo se agitd a 150 r.p.m. y cada 12 h se tomo
muestra para determinar la actividad celulolitica,
esto con la finalidad de determinar el tiempo de
incubacion en el cual se presenta mayor
actividad celulolitica.

Obtencion del extracto crudo enzimatico

El extracto crudo enzimatico (ECE) se obtuvo a
partir de un cultivo de P. ostreatus de 12 h,
tomando en cuenta las condiciones establecidas
en la cinética de produccion de actividad
celulolitica de dicho hongo, el cultivo liquido se
centrifugo a 4000 rpm por 10 min y el
sobrenadante se consider6 como ECE-12h.
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Fermentacion en medio solido de P. ostreatus
empleando como sustrato lirio acuatico

Para llevar a cabo la fermentacion en medio
solido (FMS), se pesaron 0.2 g de lirio acuatico
(hoja o bulbo) en tubos de ensaye y se ajusto el
contenido de humedad al 70 %, para
posteriormente esterilizar a 120 °C por 30 miny
adicionar 0.5 mL de una solucion de sales
minerales [NaNOs (80 mg/L), MgSO4 (0.02
g/L), KoHPO4 (0.5 g/L,) y KCI (10 mg/L)]. Con
la finalidad de determinar que tipo de sustrato e
inoculacion permitia obtener mayor actividad
celulolitica se inocularon con 1.2 mL del ECE-
12 h 45 tubos de ensaye que contenian hoja y 45
tubos de ensaye que tenian bulbo. De igual
forma, a 45 tubos de ensaye con hoja y 45 tubos
de ensaye con bulbo, se les adicion6 un
fragmento de 1 cm? de micelio-agar de P.
ostreatus de 7 dias de crecimiento. Todos los
tubos se incubaron a una temperatura de 26 °C +
1 °C por 15 dias, cada 24 h se tom6 una muestra
para determinar la actividad celulolitica y
proteina extracelular. Cabe mencionar que todos
los experimentos se realizaron por triplicado.

Determinacion de la actividad celulolitica por
el método del acido 3-5, dinitrosalicilico

Se coloco en un tubo de ensayo 450 pL de
carboximetilcelulosa (CMC) al 0.2 % como
sustrato, previamente disuelto en buffer de
acetatos (100 mM, pH 5.3), se adicion6 50 pL
del ECE-12h e incub6 a 40 °C por 20 min.
Transcurrido el tiempo, se afadié 750 pL de
DNS y llevo a ebullicion durante 10 min en bafio
Maria, seguido de un enfriamiento en bafio de
hielo, hasta leer su absorbancia a una longitud de
onda de 640 nm. Se calculé la actividad
enzimatica restando el valor de la absorbancia
obtenida de los azlcares reductores generados.
Como blanco de la reaccion se utilizd agua
destilada que sustituye la CMC 0.2 % y se tratd
bajo las mismas condiciones.
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A partir de una curva estandar utilizando
glucosa como patron, se determind la cantidad
de enzima requerida para liberar 1 pmol de
celulosa por minuto bajo las condiciones de
reaccion y se expresaron los resultados en
unidades de actividad (UA), (Dhillon, Kaur,
Brar &Verma, 2012).

Determinacion del contenido de proteina
extracelular

A 300 pL de la muestra (ECE-12 o extracto
micelio-agar) se adiciond 1 mL del reactivo C
preparado al instante (A (NaOH 0.4 %;
KNaCsH406-4H20 0.16 %; Na,COz 2 %; SDS 1
%) y B (CuSO4 5 H20 4 %); [100:1 viv]), se
incubd 15 min a 25 °C para después adicionar
100 pL de Fenol Folin-Ciocalteu con agua (1:1
v/v), se incub6é 30 min a 37 °C, y leyo la
absorbancia a 660 nm, la concentracion de
proteina se calcul6 a partir de una curva patron
preparada con albumina bovina sérica (BSA) en
concentraciones de 0 a 120 pg/mL (Lowry,
Rosengrough, Farr & Randall, 1951; Peterson,
1977)

Resultados
Aislamiento y crecimiento de P. ostreatus

En la Figura 2 se muestran las imagenes de
Pleurotus ostreatus luego de 7 dias de cultivo a
25°C. Macroscopicamente el cultivo presento
esporas y desarrollo de micelio blanco
algodonoso con abundante micelio aéreo y con
formacion de anillos desde el centro de la caja
hacia su periferia. Asi mismo,
microscopicamente se observaron
basidiosporas.

ISSN: 2523-6857
ECORFAN® Todos los derechos reservados

Septiembre 2017 Vol.1 No.1 26-34

Cinética de produccion de actividad
celulolitica de P. ostreatus

En la Gréfico 1 se muestran los resultados de la
cinética de produccion de enzimas celuloliticas
de P. ostreatus, donde se observa que a las 12 h
el extracto enzimatico presenta mayor actividad
enzimatica, por lo cual para la FMS se empleo
un cultivo de 12 h de P. ostreatus.

Fermentacion en medio sélido de P. ostreatus
empleando como sustrato lirio acuatico

En la Gréfico 2 se muestran los resultados de la
actividad celulolitica y de proteina extracelular
del extracto enzimtico obtenido a partir del
cultivo de 12 h de P. ostreatus, donde se observa
que la mayor produccién de celulasas se obtiene
alas 24 h (12.83 UA/gms para hoja (Gréafico 2a)
y 9.92 UA/gms para bulbo (Grafico 2b), asi
mismo, el maximo contenido de proteina
extracelular se presenta en este tiempo.

En la Gréfico 3 se muestran los resultados
de la actividad celulolitica y de proteina
extracelular del extracto enzimatico obtenido
con micelio-agar de P. ostreatus. Donde se
observa el mismo comportamiento que cuando
se empleo un ECE-12 h de P. ostreatus, la mayor
produccion de enzimas fue a las 24 h, en hoja se
obtuvo 9.15 UA/gms (Gréafico 3a) y 6.56
UA/gms en bulbo (Grafico 3b). En cuanto al
contenido de proteina extracelular, se obtiene la
mayor cantidad al tiempo de 24 h de incubacion.

En general, las enzimas xilanoliticas y
celuloliticas se expresan simultaneamente
durante la fermentacion en fase solida en
sustratos  agricolas (Membrillo, Séanchez,
Meneses, Favela & Loera, 2011), esto se debe a
que el hongo causa modificaciones en la
estructura de la lignocelulosa, lo cual estimula la
liberacion secuencial de enzimas extracelulares.
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La degradacion de la celulosa por hongos
requiere de un complejo celulolitico de al menos
tres enzimas que actiian en forma sinérgica: f3-
1,4 endoglucanasa, B-1,4 exoglucanasa y p-
glucosidasa (Hatakka & Hammel, 2010;
Elisashvili et al., 2011; Sanchez, 2009). P.
ostreatus es un hongo que degrada
eficientemente la lignina y celulosa, ya que
produce durante su crecimiento enzimas
lignoceluloliticas. por lo que, P. ostreatus es
capaz de ocasionar cambios en la composicién
quimica del lirio acuético, reduciendo las
fracciones fibra detergente neutro, fibra
detergente acido, celulosa y hemicelulosa (Sun,
Zhang & Zhang, 2004; Castro, De Aguiar-Paiva,
Souza-Dias & Dos-Santos, 2004; Fazaeli, Azizi,
Jelan & Mirhadi, 2003; Villa-Cruz, Huerta-
Palacios & Sanchez-Vézquez, 1999). Asi
mismo, la produccion de enzimas celuloliticas
puede variar dependiendo del microorganismo,
el sustrato de crecimiento y de las condiciones
de cultivo, asi como del tiempo de incubacién
(Park, Kang, Lee, Hong & Kim, 2002; Nsereko,
Morgavi, Rode, Beauchemin & McAllister,
2000). De igual forma, Benitez Moreno, Rincén
& Codon (2006) mencionan que la expresion de
los genes de enzimas hidroliticas esta controlada
por la fuente de carbono, de modo que la
transcripcion se reprime en presencia de fuentes
facilmente asimilables. Ademés, Deshpande
Nair & Khedkar (2000), indican que las
condiciones del pretratamiento, pH,
concentracion y tipo de sustrato, tipo de
inoculacion y temperatura de incubacion afectan
la produccion de enzimas celuloliticas, todo lo
anterior coincide con los resultados obtenidos en
este estudio, ya que se observo que la mayor
actividad celulolitica producida por P. ostreatus
se presenta al hidrolizar la hoja de lirio acuéatico
con los dos tipos de inoculacion evaluados, sin
embargo, al emplear el cultivo de 12 h, permitié
obtener mayor actividad enzimatica en
comparacion a la inoculacion con micelio-agar.
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Deshpande, Bhotmange, Chakrabarti &
Shastri (2008) concluyen que el lirio acuatico
debido a su biomasa lignocelulosica es un
sustrato potencial para la produccion de enzimas
sacarificantes (celuloliticas y xilanoliticas) e
indican que la méxima actividad celulolitica
producida por Trichoderma reesei (QM 9414
mutant), al emplear como sustrato lirio acutico
es de 1.2 Ul/gms al cabo de 10 dias de
incubacién. Por otra parte, el alto contenido de
proteina extracelular indica la posibilidad de
que el microorganismo no presentd problemas
para asimilar los sustratos empleados, ademas
refleja principalmente la concentracion de
enzima extracelular producida en el periodo, ya
que es la proteina soluble presente después de la
extraccion, y no la proteina de la célula fungica
(Dhillon et al., 2012).
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Conclusiones

La cinética de crecimiento de P. ostreatus,
mostro que el extracto enzimatico producido a
las 12 h presenta mayor actividad celulolitica. Y
al emplear el cultivo de 12 h de P. ostreatus es
posible obtener mayor actividad enzimatica en
comparacion a la inoculacion con micelio-agar.
Asi  mismo, se obtiene mayor actividad
enzimatica al emplear como sustrato hoja de lirio
acuatico.
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