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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
DIRECCION DE INVESTIGACION, INNOVACION Y POSGRADO

INTRODUCCION

Una de las funciones sustantivas de la universidad es la investigacion, tarea a través de
la cual la Universidad Autonoma de Querétaro, asume el compromiso de social de
dar respuesta a necesidades sociales en diversos ambitos. Aunado a lo anterior, la
investigacion, al estar vinculada con la docencia y en la mayoria de los casos con la
vinculacion permite proporcionar a las y los estudiantes una formacion integral, por esto,
nuestra institucion promueve distintas acciones para enriquecerla.

Desde la Direccion de Investigacion, Innovacion y Posgrado, se propone la realizacion de
actividades que contribuyan a la formacion en investigacion de nuestro estudiantado, es
por lo anterior, que ano con ano se organizan los Veranos de la Ciencia, que consiste
en una estancia de cinco semanas en donde las y los estudiantes colaboran dentro de un
proyecto de investigacion tutelado por una de las investigadoras o investigadores de
nuestra universidad, con el objetivo de acercarles a la ciencia, formarlos en investigacion
y despertar el interés por cursar un posgrado.

Los veranos de la ciencia se realizan en dos modalidades: el Verano de la Ciencia UAQ,
dirigido a estudiantes que cursan el quinto semestre en adelante y el Verano de
Introduccion a la Investigacion, dirigido a estudiantes que cursan del primero al
cuarto semestre. Estos programas, en comparacion con otros similares, es que en los
realizados por nuestra institucion pueden participar estudiantes de cualquier semestre y
profesores de cualquier facultad, lo cual amplia la oportunidad de formacidn tanto para
estudiantes como para investigadores e investigadoras.

Es asi que, este afio celebramos la edicidn nimero 21° del Verano de la Ciencia UAQ y el
numero 16° del Verano de Introduccidn a la Investigacion, en los que han participado 30
y 17 estudiantes respectivamente.

En la presente compilacion presentamos el producto final de cada uno de los
participantes, el cual consiste en un informe de actividades de la estancia con formato de
articulo cientifico. Los trabajos presentados, ademas de que ejercitan a las y los
estudiantes en la escritura con fines de comunicacion académica, muestra el trabajo
realizado y los aprendizajes adquiridos.
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Agradecemos a las y los estudiantes, a los investigadores e investigadoras por su
participacion e interés.

Deseamos que lo aprendido trascienda en la formacion personal y cientifica de las y los
participantes.

Atentamente
“Educo en la Verdad y en el Honor”

Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifia
Directora de Investigacion y Posgrado

Dra. Azucena de la Concepcion Ochoa Cervantes
Coordinadora Académica de Investigacion
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Resumen:

La laguna de Santa Ana Maya Michoacan, ha tenido
un incremento notorio en cuanto a contaminacion
por parte de sus pobladores. Esto a su vez ha
repercutido en la economia y forma de vida de las
personas residentes. Los objetivos de esta
investigacion son exponer los factores de dicha
contaminacion que se relacionan con los ambitos
sociales y culturales del poblado de Santa Ana Maya
Michoacan, asi como analizar las consecuencias y
alcance de la contaminacion en la laguna desde un
enfoque socioambiental. Utilizamos una
metodologia criminogréafica de caracter cuantitativo
y cualitativo; tras el trabajo de campo, encuestas,
entrevistas y analisis de datos, encontramos que la
contaminacion se ha venido acrecentando por la
anomia generalizada dentro del poblado.
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Palabras clave: socioambiental, criminografia,
contaminacion, anomia.

Abstract:

The lagoon of Santa Ana Maya Michoacéan has had
a noticeable increase in terms of pollution by its
inhabitants, this in turn has affected the economy
and way of life of the people who inhabit the town,
the objectives of this research are to expose the
factors of this contamination that are related to the
social and cultural spheres of the town of Santa
Ana Maya Michoacan, as well as to analyze the
consequences and scope of the contamination in
the lagoon from a socio-environmental approach.
We use a quantitative and qualitative
criminographic methodology; After field work,
surveys, interviews and data analysis, we found
that contamination has been increasing due to the
generalized anomie within the town.

Key words: socio-environmental,
criminography, contamination, anomie.

Introduccion:

El lago de Cuitzeo es el segundo mas grande del
pais y esta secandose, con el morirdn cientos de
especies de flora y fauna, lo que provocara
cambios climéaticos y afectara directamente la
economia de los pueblos que le rodean y que
dependen de actividades como la pesca y la
agricultura. Santa Ana Maya es uno de estos
pueblos, por ello en la siguiente investigacion
analizaremos algunos de los factores sociales y
culturales que influyen en la contaminacion de lo
que ellos llaman “la laguna”, que no es mas que
una parte del lago de Cuitzeo. Asi pues,
entenderemos como es que la anomia generalizada
del poblado impulsa a que se mantengan préacticas
contaminantes dentro de la laguna, también se
hablara de las consecuencias y alcance de esta
contaminacion desde un enfoque socioambiental.
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Objetivos:

e Exponer los factores de esta contaminacion
que se relacionan con los &mbitos sociales
y culturales del poblado de Santa Ana
Maya Michoacan.

e Analizar las consecuencias y alcance de la
contaminacion en la laguna desde un
enfoque socioambiental.

e Georeferenciar los focos rojos de los
principales agentes contaminantes.

Metodologia:

Para la elaboracion de esta investigacion se hizo
uso del método criminogréafico, el cual es una
propuesta de una nueva herramienta de trabajo de
campo que toma sus origenes en la etnografia, no
obstante, estd enfocada en la comprension de los
fendmenos antisociales.

Esta investigacion se realizd desde dos tipos de
fuentes, cualitativas y cuantitativas.

En el apartado cualitativo se realizaron marchas
exploratorias por las orillas de la laguna, se
entrevistd a 4 pescadores y 3 ambientalistas,
también se realiz6 una encuesta a 47 personas que
residen en el municipio de Santa Ana Maya,
mediante Google Forms, dicha encuesta fue
difundida en grupos de Facebook del municipio,
incluia preguntas como:

“;Cuéles son los contaminantes que usted
identifica en la laguna?”, “;Qué actividades se
realizan en la laguna?”, de igual manera se
preguntaban sobre los fendmenos antisociales y
contaminantes que los pobladores pudieron haber
observado. En una lista de acciones, también se
les pregunto si se les habia afectado en algun
ambito, social, de salud o econémico.

Por otra parte, en el apartado cuantitativo se
revisaron fuentes de rigor cientifico para entender
un poco mas del contexto general, analizando asi
investigaciones con respecto a la contaminacion,
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flora y fauna del lago e imégenes satelitales de
Google Maps, Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) Y Foto Coordenadas para
analizar el espacio y evolucion de la sequia del
lago, asi como sus principales contaminantes.

Resultados:

Contexto general:

Santa Ana Maya es un pueblo (cabecera
municipal) que se encuentra al norte del Estado de
Michoacan, con una poblacion registrada de
12,812 habitantes en el afio 2020 por el INEGI.
Entre las principales actividades econdmicas de
dicho poblado se encontraban la pesca, la
ganaderia y la agricultura, esto debido a la laguna
que esta en las orillas de Santa Ana Maya, la laguna
que se encuentra en los alrededores del pueblo es
una parte del lago de Cuitzeo, mismo que se
extiende hasta otros poblados como Capacho,
Iramuco, Araro, Huandacareo, Chucandiro,
Cuaracurio, Rancho Seco, entre otros mas.

El lago segun la Comisién Nacional de Aguas
(CONAGUA) tiene wuna extension de 306
kilometros cuadrados, siendo asi el segundo mas
extenso del pais, al ser uno de los lagos mas
grandes, su flora y fauna son igualmente
abundantes y variadas. Una investigacion expone
que: “El Lago de Cuitzeo tiene una riqueza
floristica sorprendentemente alta, representada por
40 familias, 70 géneros y 92 especies, de estas
altimas 25 fueron acuaticas estrictas, 30
subacuaticas y el resto consiste de plantas
tolerantes”. (Rojas y Novelo, 1995, ppl.)

Mientras que en una investigacion del Laboratorio
De Biologia Acuatica (dependencia federal) se
comenta que algunas de las especies que habitan el
lago de Cuitzeo son “chehua (diferentes especies),
barrigdn, tiro, mojarra (pilapila), charal (diferentes
especies), gupy, carpa (Ciprinus carpio y Carassius
aureatus), rana zancona, mosco, y el acocil o
camaron (Cambarellus montezumae)”. (Alvarado,
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2021, s/p). Sin embargo, debido a las malas
practicas y a algunos factores socioambientales, el
segundo lago méas grande de México estd por
desaparecer y con él las especies que viven dentro,
a continuacion, anexaré una imagen satelital
recuperada del INEGI, donde se muestra la
evolucion del lago tras 20 afios de malas practicas:

Fig.1, INEGI, (2020). “tipo de mapa: indice de Clasificaciones de
Agua Superficial desde el Espacio (ICASE) Landsat.”. [consultado
en 2022].

En algin momento Santa Ana Maya, se considero
un pueblo pesquero, sin embargo, la pesca ya no es
una actividad regular en dicho lugar, esto debido a
la sequia y contaminacion del lago; tras realizar
diversas entrevistas a pescadores, comentan que
por las sequias, contaminacion del lago y
principalmente aumento del tule, es imposible
entrar con las canoas y pescar. llegaron a contarse
109 pescadores, pero ahora solo unos 6 son los que
aun realizan esa actividad, actualmente 46
pescadores aun pagan sus placas (a los pescadores
les cobran $180 MXN aproximadamente al mes,
por las placas de sus lanchas) y esperan volver a
pescar en algin momento (19 de julio del 2022).

Contexto particular:

Tras una encuesta realizada se detectdo que los
pobladores de Santa Ana Maya, han podido
detectar diversos agentes contaminantes dentro de
la laguna, que en general se extienden por el lago
de Cuitzeo, como son: Drenajes descargados sin
previo tratamiento, excretas de animales,
principalmente porcinas y de ganado, basura en
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general, tintes textiles drenados de las fabricas de
ropa del poblado de Uriangato, fertilizantes,
quemas de tule y lirio, escombro que suelen tirar
en las orillas de la laguna, etc. De igual manera
93.6% de los entrevistados expresa haber visto
quemas de tule (El tule es una planta semiacuética
que crece en las orillas de la laguna y funciona
como un filtro natural, sin embargo, actualmente
ha crecido demasiado al punto de ser una plaga y
algunas personas lo queman para despejar la
laguna y poder entrar a pescar) y 38.3% de estos
afirman haber visto que tiran abonos o alguna
sustancia no identificada dentro de la laguna.

Debido al mal tratamiento del agua, la falta de
filtros en los desfogues de drenaje entre diversos
factores que ya comentamos, se ha contaminado y
ha propiciado la sequia de la laguna, con ello se ha
llevado a diversas probleméaticas ambientales y
sociales, pues la laguna, que se encuentra a la orilla
de diversas colonias pobladas por cientos de
personas, es ahora un foco de infeccién del cual
no se genera el suficiente recurso ni para sostener
a una familia, pues al menos la pesca ya no es una
actividad que se pueda practicar ahi para subsistir,
pese a que antes Santa Ana Maya se pudiese
considerar un pueblo pesquero. De igual manera
las quemas de tule solo provocan que este filtro
natural, solo se expanda mas en las orillas de la
laguna, “chupando” la poca agua que aun queda en
ella y al crecer cubre algunos de los caminos
creados por pescadores y ganaderos, dificultando
asi que estos ingresen a realizar sus actividades y
haciendo de ellos lugares para la criminalidad,
donde jovenes y adultos de esta comunidad van a
consumir alcohol y otras drogas, siendo este
fenomeno identificado por 73.9% de los
entrevistados; de igual manera 8.7% de los
entrevistados  confirmé  haber  identificado
violaciones sexuales en las orillas de la laguna y
17.8% identificd tiroteos.

Lo SENA



A continuacion, se anexa un mapa que presenta los
principales puntos de contaminacion en la laguna,
en este se ven los 3 desfogues de drenaje, las pilas
de excremento y un corral de ganado dentro de la
laguna:

Fig.2, Georreferencia de focos rojos (principales contaminantes).
(T.E) tiradero de excretas animales, (D) desfogues de drenaje, (C)
corral de ganado. Fuente: elaboracién propia con mapa de Google
Maps Y Foto Coordenadas (2022).

Contexto diacronico-sincronico:

En este apartado se realiza un analisis cualitativo
de los procesos sociales historicos de la
problematica para un mejor entendimiento del
contexto actual, y es que en diversas entrevistas
realizadas a personas que han visto el cambio
gradual de Santa Ana Maya desde hace afios hasta
el dia de hoy, se comento lo siguiente:

“Cuando llegamos no habia ni luz, ni nada de esto,
tampoco habia drenaje ni nada, habia bien poquilla
gente” (Luis, oficio ex-pescador, 2022).

“tu mirabas el agua de la laguna antes y haciamos
caldo y lo cosiamos con agua de ahi, tomabamos
agua [...]” (Jorge, oficio ex-pescador, 2022).

Esas fueron las palabras de algunos pobladores que
han vivido toda su vida en Santa Ana Maya, de
igual manera una de las ambientalistas del poblado
comento lo siguiente:
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Cuando se contamina con materia organica
hay manera de que se biodegrade, que los
mismos microorganismos, las plantas,
hagan ese proceso, dependiendo de la
cantidad de material, pero ahora esta
contaminada con plasticos, con cosas que
dificilmente se van a biodegradar en la
laguna (Silvina, quimico farmaco-biéloga
y ambientalista, 2022).

De igual manera uno de los primeros pescadores
coment6 lo siguiente, con respecto a la
contaminacion:

Alla por la unidad van y tiran escombro,
hay que exponer a las autoridades, nosotros
haciamos una tarea, €éramos poquitos
éramos 12 pescadores, ti te vas pa’ la
orilla, t0 te llevas tu canoa [...], nos
llevibamos la basura en la canoa, tu
tomabas agua antes de ahi y ahora[...]ami
me gustaria ver que el lago se recuperara
[...] (Luis, oficio ex-pescador, 2022)

Esa es una de las practicas e intentos que tuvieron
algunas de las pocas personas que se interesaron
por rescatar la laguna, la cual era una de sus
principales fuentes de ingreso, con ella se sostenian
decenas de familias, ahora han tenido que buscar
nuevas fuentes de ingreso, con ello hacemos
referencia a la bdsqueda de nuevos empleos y/o
migracion, esto expresa el entrevistado:

la gente que va a perder su vida alla al otro
lado y si aqui ubierta trabajo no habria
necesidad de eso [...] antes sacabamos
mojarrotas, carpotas bonitas y ahora
quienes se dedican a la pesca no les alcanza
ni pa’ comer” (Luis, oficio ex-pescador,
2022)

Pero, ¢como fue que la laguna en un transcurso de
10 a 20 afios paso de ser una gran fuente de ingreso
a ser un foco de infeccion?, uno de los pescadores
comentd que “La misma contaminacion cerr0 las
brechas que teniamos para entrar y pus (Sic)

SOMOS UAQ
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también se acab0 el pescado” (Pablo, oficio ex-
pescador, 2022). Asi mismo el tule al ser quemado
se reproducia en mayor medida esto combinado a
otros factores contaminantes y a las malas
practicas del poblado ya mencionadas, llevé a una
sequia parcial de una gran parte de la laguna, asi
como a convertirla en un foco de infecciones.

Contexto cultural implicito:

Pese a que se han intentado algunos proyectos para
intervenir en la contaminacion de la laguna y
recuperar espacios de pesca, asi como trabajar el
lirio y limpiar la basura que los pobladores tiran
dentro de las orillas de la laguna, no se ha podido
Ilevar a cabo ninguno de estos proyectos de forma
eficiente, esto debido a la actitud que muchos de
los pobladores toman, ya que si limpian un espacio,
estos “se encargaran de contaminarlo el doble”, si
contratan una maquina para fumigar un espacio de
la laguna y librarlo del tule, para que los
pescadores puedan ingresar a pescar nuevamente,
la mayoria de los pobladores “interesados”, no
ayudarian y por el contrario criticaria y juzgarian
las intenciones del proyecto y a quienes participan
en él; esto debido a la anomia dentro del poblado.
Para entender mejor el concepto de anomia se
aborda su definicion: “La conducta andmica no
solo merece ser definida como ausencia de normas,
sino también como desprecio por ellas [...] La
anomia cuestiona los sistemas de relaciones y
reglas que vinculan a los individuos entre si y a
estos con la sociedad” (Moreno y Durén, 2018, p.
156). Si bien en Santa Ana Maya no hay reglas
conocidas que regulen la contaminacion y el mal
uso de los recursos, la Constitucion Politica De Los
Estados Unidos Mexicanos plasma en el articulo
27 que “las aguas son propiedad de la Nacion y
sienta las bases para que el Estado regule su
aprovechamiento sostenible, con la participacion
de la ciudadania y de los tres niveles de gobierno.”
(, AC. S/A). Pero en este poblado parece
consolidarse una anomia generalizada donde no se
muestra respeto por la autoridad, ni esta para con
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los gobernados, de igual manera entre vecinos
tiende a notarse faltas de normas éticas y sociales,
asi mismo la falta de conciencia ambiental es una
mas de estas carencias.

Tras la investigacion realizada se plantean algunas
propuestas de solucién, que empezarian por las
campafias de concientizaciébn ambiental en las
escuelas y en el poblado en general, donde se haria
conciencia del dafio y el alcance que esta
contaminacion puede tener, asi como, la
repercusion en

su economia y salud, de igual manera, hacer
campafas de limpieza en las orillas de la laguna;
se sugiere implementar filtros naturales en los
desfogues de drenaje que desembocan en la laguna
0 buscar una alternativa méas sustentable para los
drenajes; tomando en consideracion las palabras de
varios pescadores, el fumigar unos 70 metros
cuadrados de tule en tiempos de sequia, es una
buena alternativa para ayudar a esta poblacién, de
esta manera podran acceder a un lugar de pesca
mas abierto y ayudaria a que menos agua fuera
consumida por el tule, asi llegaria mas agua
“limpia” al pueblo, pero esta debera ser cuidada y
protegida por normas y reglamentos que deberan
difundirse en el pueblo; por ello lo dltimo es la
implementacién y difusion de multas y sanciones
para quienes contaminen de forma directa la
laguna.

Discusidn y conclusiones:

En esta investigacion se analizaron los principales
contaminantes de la laguna de Santa Ana Maya, su
alcance y repercusion desde una perspectiva
socioambiental, de igual manera se dio cuenta de
porqué muchas de las intervenciones han
fracasado, debido, entre otros aspectos, a la anomia
generalizada en dicho poblado, por ultimo, se
propusieron algunas acciones que ayudarian a
cambiar un poco la situacién de esta problematica
y las consecuencias en este poblado.
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Fig.4, caminos hechos a la mala por los pobladores, dentro del
territorio de la laguna (seca).

Fig.5, pila de abono 2 dentro de las orillas de la laguna.
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Fig.6, desechos de corrales de ganado dentro de territorio de la Fig.7, corral de ganado dentro de territorio de la
laguna. laguna

Fig.8, rana calcinada, tras una quema de tule.
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Resumen

En el mundo hay una gran demanda de alimentos de
buena calidad y los alimentos que se suelen
comercializar por lo general, son altos tanto en
carbohidratos como en grasas, por lo que se
realizaron estudios de estabilidad a las barritas
adicionadas con (Archeta domesticus) que tienen
como objetivo ser un sustituto alto en proteina de
bajo impacto al medio ambiente, estas estan
almacenamiento de 0 a 30 dias, las cuales tienen
cuatro formulaciones (F1, F2, F3 ,F4) y estan a tres
diferentes temperaturas(25°C, 35°C y 45°C) ; para
determinar la estabilidad de todas estas barritas, de
la cuales la formulacion 2 y 4 estan adicionadas con
grillo (Archeta domesticus) ademés la férmula 4
también contiene edulcorante no caldrico ();en este
caso especifico los objetivos a cumplir son la
estabilidad en almacenamiento en barritas
adicionadas con grillo (Archeta domesticus),por lo
que las técnicas fisicoquimicas que llevamos a cabo
fueron pH, humedad, actividad de agua vy
colorimetria para comparar con las barritas normales
; con estas técnicas nos podemos dar cuenta de como
se comportan sus macronutrientescon el paso del
tiempo y a diferente temperatura bajo los parametros
ya mencionados; Los resultados que obtuvimos
fueron muy positivos, por lo que se lograron los
objetivos y determinamos que las barritas son
estables al estaren almacén por 30 dias.

Abstract

In this project we made different techniques for the
analysis of bars in storage, in this case from 0 to 30
days, which have four formulations and are at three
different temperatures (25°C, 35°C and 45°C); to
determine the stability of all these bars, some added
with cricket (Acheta domesticus) anda non-caloric
sweetener; The physicochemical techniques that
we carried out were pH, humidity,water activity
and colorimetry; With these technigues we can see
how its macronutrients behave over time and at
different temperatures under the aforementioned
parameters; The results we obtained were very
positive , so the objectives were achieved and we
determined that the bars arestable when stored for
30 days.

Keywords:  Techniques, bars, storage,
formulations, temperature, stability, cricket,
sweetener,  physicochemical, colorimetry,
wateractivity, humidity, pH, macronutrients.

Introduccion

Las tendencias alimenticias de hoy en dia no son

muy favorables para tener una vida saludable. Las

dietas que se consumen tienen un exceso de

carbohidratos y grasas, y poca proteina. Esto ha

traido como consecuencia un incremento de

enfermedades metabdlicas. Por lo tanto, es

importante identificar alternativas de alimentos mas

saludables. Los insectos comparados con el ganado

convencional generan menos emisiones de gases de

efecto invernadero y por lo tanto, producen mayor

contaminacion ambiental (Barton y col.,2020).

El grillo (Acheta domesticus) son una fuente
importante de proteinas, fibra y otros compuestos con
beneficios a la salud (Gertrudis Moreno, 2020). Sin
embargo, una de las principales limitaciones de su



consumo es la poca aceptabilidad del consumidor.
Con base a lo anterior, se ha propuesto incorporar
a los insectos como harina en alimentos tipo snack,
como son las barras (Bartkowicz, y Babicz-
Zielinska,2020).

Estas barras pueden ser elaboradas con alto
contenido de proteinas y bajo contenido de
azucares, siendo unode los principales puntos a
considerar, la estabilidad

de las barras.

En este proyecto se propone desarrollar barritas
altas en proteina y bajas en carbohidratos,
adicionando harina de grillo (Achetadomesticus).
y evaluar sus propiedades fisicoquimicas durante
almacenamiento

“Exo, dice que los grillos aportan un 65% de
proteina y comparandolo con la carne de res que
aporta un 33%, y que aportan 2.2 veces mas hierro
que la espinaca. Por el lado medioambiental Exo
dice que los grillos aportan 100 veces menos gases
de infecto invernadero que las vacas y que requiere
de tan solo un galén de agua para una libra de
proteina de grillos, las vacas 2000 galones por
libra” (Portillo, 2017). Por eso es que se decidid
trabajar con este tipo de alimento que promete
ayudar mucho tanto al ambiente como a su
consumidor, a pesar del prejuicio que tienen la
mayoria de personas sobre los insectos estos son
considerados un superalimento.

Objetivos

Objetivo general: Determinar la estabilidad en
almacenamiento a 3 temperaturas (25°C, 35°C y
45°C) de baritas adicionadas con grillo (Acheta
domesticus).

Objetivo especifico: Determinar el efecto de
almacenamiento de barritas adicionadas con grillo

(Acheta domesticus) y edulcorante no cal6rico sobre
pardmetros fisicoquimicos como color,actividad de
agua, humedad y pH.

Colorimetria: Las medidas de color se registraron
usando los parametros CIELAB, con las
coordenadas L* (luminosidad), a*(rojo/verde) y b

* (amarillo/azul) usando un colorimetro Minolta
(CROMA METER CR-210, MEX). Los datos
generados se compararon con el rango
colorimétrico del programa colorizer.

Actividad de agua: La actividad de agua se
determind en el equipo Aqualab (Serie 4TE, MEX)
en una proporcion representativa de la muestra
(aproximadamente 1.5-2 g).

Humedad: Este parametro se analiz6 mediante el
método gravimétrico el cual consiste en determinar
la pérdida de peso de una muestra entre 0,5y 1,5 gr
de masa aproximadamente. Cuando es sometida a
una temperatura de 105° C.

Determinacion del pH: La muestra de harina (1 g)
se mezcl6 con 10 mL de agua destilada hervida en
un vaso de precipitados de 25 mL. Se ajusto la
temperatura a 20 °C y se midié su pH con un
potenciometro.

Resultados

Uno de los principales parametros de degradacion,
cuando se mide la estabilidad de un alimento es el
pH. El pH de las 4 formulaciones durante 30 dias de
almacenamiento a 25, 35 y 45 °C se muestran en la
tabla 1. Ddnde se aprecia una ligera disminucion a
los 30 dias, sin embargo, el efecto de disminucion
mas pronunciado se aprecia en los tratamientos
almacenados a 45 °C, 30 dias en las F3 y F4, que
fueron las que usaron sucralosa como edulcorante.



°T Dias | F1 F2 F3 F4

0 6.12+ 6.02+ 6.19+ 6.22+
25°C 0.03A | 0.05A | 0.01A | 0.01A

15 6.03+ 5.98+ 6.08+ 5.97+
0.15A 0.03A 0.15A 0.06A

30 6.01+ 5.94+ 6+ 5.92+

0.04A 0.01A 0.05A 0.01A

0 6.12+ 6+ 6.19+ 6.13+

35°C 0.09A 0.05A 0.03A 0.15A

15 5.95+ 5.73+ 5.88+ 5.68+
0.15A 0.03A 0.03A 0.08A

30 5.8+ 5.71+ 5.7+ 5.44+

0.05A 0.01A 0.03A 0.02A

0 6.08+ 6.06+ 6.18+ 6.17+

45°C 0.01A 0.07A 0.06A 0.03A

15 5.75+ 5.52+ 5.02+ 4.89+
0.9A 0.28A 0.05A 0.07A

30 5.36+ 4.96+ 458+ 457+
0.09A 0.16A 0.01A 0.05A

Tabla 1. pH promedio de las barritas a las diferentes
temperaturas y tiempos £ una desviacién estandar y prueba
estadistica de tukey

En el caso de la humedad tenemos valores muy
bajos lo cual es bueno, ya que en otros estudios
similares se encontrd, “"La humedad de las barritas
se encuentra en torno al 12-14 % para todas las
formulaciones obtenidas, este valor es cercano al
exigido por la Reglamentacion Técnico-Sanitaria
Real Decreto de 26 de junio (RD 1094/1987) en
relacion a los productos con cereales para el
desayuno, la cual indica que ésta debe ser menor al
12% (Alvarez Miguel, A. 2019) . Lo cual nos indica
que este proceso Y los ingredientes que se utilizaron
son muy favorables y estables, aunque es la formula
4 presenta mayor humedad como nos indica la tabla
2, aun asi, sigue siendo muy estable y estd por
debajo de lo maximo recomendado.

°T Dias F1 F2 F3 F4
2500 0 273+ 2.90+ 5.24% 7.06+
0.35A 0.29A 0.64A 1.92a
15 3.13% 518+ 6.21+ 6.88+
0.12a 0.16A 1.33a 1.08A
30 248 3.95+ 6.86+ 8.24%
0.68A 0.31A 0.07A 0.70A
350C 0 2.95+ 4.44+ 5.92+ 7.67+
0.35A 0.68A 0.35A 0.87A
15 3.86% 7.84% 7.52+ 7.86%
0.35A 0.26A 1.27A 0.92A
30 3.4z 4.90% 6.81+ 7.73%
0.35A 0.16A 0154
45°C 0 255+ 2.72¢ 4.34x 6.61+
0.12a 0.67A 1.26A 1154
15 3.98% 3.68+ 6.69+ 8.14%
0.35A 0.26A 0.91A 1.08A
30 346+ 5.81+ 6.42+ 5.38%
0.35A 0.29A 1.29A 117A

Tabla 2. Humedad promedio de las barritas a las diferentes
temperaturas y tiempos * una desviacion estandar y prueba

estadistica de tukey

Para esta prueba fue un algo indiferente si las
barritas estaban a temperaturas diferentes o tenian
mucho tiempo en “"vitrina”", pero hay que tener
cuidado con que este se mantenga como un
producto seco, en este caso obtuvimos resultados
muy positivos, ya que estan por debajo de los
rangos en que crecen las bacterias™” La mayoria de
los microorganismos, incluyendo las bacterias
patdgenas, crecen mas rapidamente a niveles de aw
de 0,995 -0,980 (Andino et al., 2010). ", los
resultados son muy similares y respecto a otros
estudios, *” La humedad fluctuo de 5.31 a 10.84%,
mientras que la actividad de agua se reportd de
0.35 a 0.45 (de acuerdo con Medina, M. D. 2006)
““pero como vemos en nuestra tabla 3 obtenemos
algo similar y es que no afecta de manera
significativa a nuestras barritas y se mantiene muy
bien como producto seco.



°T Dias | F1 F2 F3 Fa

0 0.57+ | 0.24+ | 0.58+ | 0.61+
25°C 0.15a | 0.27a | 0.02a | 0.124
15 | 0.53+| 0.51+ | 0.6 | 0.55+
0.01a | 0.16a | 0.01A | 0.03A
30 | 033t |05+ | 0.37x | 0.56+
0.11a | 0.01a | 0.01a | 0.02a
0 0.52+ | 0.48+ | 0.53+ | 0.6+
35°C 0.04a | 0.02a | 0.01a | 0.02a
15 |05+ | 051+ 0.6+ | 0.59+
0.05a | 0.16a | 0.17a | 0.01A
30 | 0.33£|0.32+ | 0.55+ | 0.53+
0.03a | 0.01a | 0.03a | 0.02a
0 0.53+ | 0.44+ | 0.63+ | 0.59+
45°C 0.12a | 0.09a | 0.054 | 0.03a
15 | 0.51+| 05+ | 0.6+ | 0.27+
0.01a | 0.02a | 0.01a | 0.08a
30 | 0.48+|0.51+| 057+ 0.43+
0.15a | 0.11a | 0.12a | 0.01A

Tabla 3. Actividad de agua promedio de las barritas a las
diferentes temperaturas y tiempos £ una desviacién estandar
y prueba estadistica de tukey

Con la colorimetria tuvimos resultados variados,
ya que usamos la formula AE* = [AL*2 + Aa*2

+ Ab*2]1/2, si el resultado es mayor a 3 es una
diferencia detectable para el humano y como vemos
en la tabla 4 en cuanto a color se puede ver que el
color en muchas de las barritas si fue diferente con
el paso del tiempo y la temperatura, pero no soy
muy significativas y comparando tenemos que ~"En
cuanto a la pureza de color y el tono no se
encontraron diferencias significativas por efecto de
la incorporacion de harina de grillo™ Pero si
encontramos que al tener harina de grillo se hacian
de un color mas marrén al igual que en otros
estudios similares que dicen

Concentracion de harina de insecto”™”
(Alvarez,2019)

°T Dias | F1 F2 F3 F4
25 0-15 | 3.07 | 6.03 | 9.84A | 8.78
A A A
0-30 | 1.02 | 5.29 | 2.01 | 3.87
A A A A
35 0-15 | 1.33 | 243 | 9.93 | 7.37
A A A A
0-30 | 1.13 | 1.99 | 3.88 | 3.39
A A A A
45 0-15 | 4.13 | 3.50 | 12.23 | 7.90
A A A A
0-30 | 240 | 3.34 | 0.42 | 2.29
A A A A

Tabla 4 Colorimetria promedio de las barritas a las diferentes
temperaturas y tiempos y prueba estadistica de tukey

El analisis del color realizado a través de la medida
de las coordenadas de color CIE L*a*b* no se han
encontrado diferencias significativas en dichas
coordenadas, sibien se ha observado una disminucién
en la luminosidad y un cambio de color hacia marrén
delas barritas al aumentar la

Discusion y conclusiones

Para finalizar tenemos que este estudio cumplio
con sus objetivos, ya que las barritas son estables
como se demuestran las pruebas anteriores,
obtuvimos valores muy aproximado en los
estudios y al realizar pruebas estadisticas
utilizando el software JMP con un valor menor a
.05 con el que sacamos una prueba de tukey,
tenemos que con el paso del tiempo de 0 a 30 dias
y a diferentes temperaturas (25°C, 35°C y 45°C)
son estables en todas sus formulaciones (F1, F2,
F3y F4) ya que no muestran unas variaciones fuera
de lo normal y se encuentran en el rango aceptable
para el consumo sin perder sus propiedades
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Resumen: La Aerobiologia es el estudio de las
particulas que se encuentran suspendidas en el aire,
estas particulas incluyen esporas de hongos. Existen
ya trabajos sobre granos de polen en la zona norte del
municipio de Querétaro, pero este conocimiento sobre
el polen, se contrapone con las esporas fungicas,
debido a esto se busca documentar el contenido de
esporas en el Campus Juriquilla para determinar la
diversidad fangica ambiental durante el mes de junio
del afio 2022. En el presente analisis se observaron un
total de 3,407 esporas/m®. En cuanto a la distribucion
mensual el dia que expone la mayor cantidad de
esporas es el dia 10 de junio, con 514 esporas/m?,
mientras que el 7 de junio presento la menor cantidad
con 33 esporas/m®. La cantidad y diversidad de
esporales que se encontrd en este analisis
probablemente estuvo influenciada por los fenomenos
climaticos y las relaciones ecoldgicas.

Palabras clave: Esporas de hongos, atmésfera.

Abstract: Aerobiology is the study of particles
suspended in the air, these particles include fungal
spores. There are already works on pollen grains in
the northern area of the municipality of Quereétaro, but
this knowledge about pollen is opposed to fungal
spores, due to this it is sought to document the content
of spores in the Juriquilla Campus to determine the
fungal diversity during the month of June of the year
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2022. In the present analysis, a total of 3,407
spores/m® were observed. Regarding the monthly
distribution, the day that exhibits the greatest number
of spores is June 10, with 514 spores/m3, while June
7 presented the least amount with 33 spores/m3. The
quantity and diversity of spores found in this analysis
was probably influenced by climatic phenomena and
ecological relationships.

Key words: Fungal spores, atmosphere.

1. Introduccion

La Aerobiologia se ocupa del estudio de un gran
namero y diversidad de particulas se encuentran
suspendidas en el aire, constituyendo los aerosoles
atmosféricos, estas particulas incluyen esporas de
hongos, siendo la aeromicologia la diciplina que se
encarga de las esporas en el aire. Las esporas de los
hongos son los componentes més abundantes de los
bioaerosoles, contandose hasta cientos de millas en
las muestras de aire analizadas. El tamafio de las
esporas de hongos puede variar de 3 a 100 pum, aunque
lo més frecuente es que sean menores de 20 pm. Los
hongos se multiplican mediante muchas clases de
células germinales o esporas; las formadas de modo
exdgeno, y que generalmente sirven para la
multiplicacion vegetativa, reciben el nombre de
conidios. Las esporas pueden formarse después de
procesos sexuales y de meiosis (meidsporas) o de
mitosis (mitdsporas). Algunos hongos se multiplican
por falla del micelio en células aisladas (oidios). En
los ciclos vitales de los hongos se producen fases o
estados asexuales y sexuales. La fase asexual y las
esporas que producen se denominan anamorfas,
mientras que la fase sexual, sus estructuras
reproductoras y las esporas producidas se denominan
teleomorfas. Las esporas de la fase anamorfa y
teleomorfa de un ciclo pueden ser morfologicamente
muy diferentes. Las esporas de origen sexual
(meidsporas), se clasifican en funcién del esporangio
que las producen (por ej., asca o basidio) y de la
estructura en la que éstos se originan (esporocarpo,
cuerpo fructifero) (Gutiérrez y Saenz, 2003).
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Existen ya trabajos sobre la dindmica de los granos de
polen en la atmosfera en la zona Norte del municipio
de Querétaro (Ojeda & Hernandez, 2019), gracias a
esto el contenido polinico de la zona de la ciudad esta
bastante caracterizado, pero este conocimiento sobre
granos de polen, se contrapone con la falta de
investigacion sobre esporas fungicas. Esta falta de
informacién plante6 la necesidad de estudiar y
cuantificar las esporas de hongos presentes en la
atmosfera del Campus Juriquilla.

2. Objetivo

Documentar y evaluar el contenido de esporas de
hongos en la atmosfera del Campus Juriquilla para
determinar la diversidad fungica ambiental durante el
periodo del mes de junio del afio 2022.

3. Materiales y métodos

3.1. Obtencion y procesamiento de muestras

3.1.1. Captacion de las particulas aerobiol6gicas
Para el muestreo aerobioldgico se utilizo un captador
volumétrico tipo HIRST situado en la azotea del
edificio D del Campus Juriquilla, que consta de un
soporte circular en el cual se dispuso una cinta
Melinex. Para darle la capacidad de adherir particulas,
se deposita sobre la cinta una fina pelicula de silicona
(Gelvatol) y una mezcla adhesiva (vaselina y parafina
en tolueno). Una vez preparado el tambor se
transporta hasta el captador (Juarez, 1977).

3.1.2. Colocacion de la unidad de impacto

El tambor esté conectado a un mecanismo de relojeria
gue genera una rotacion de 2 mm/hora, cumpliendo
una semana al dar una vuelta completa, entonces, el
tambor se sustituye y el mecanismo se activa
manualmente cada siete dias a las 12:00 horas en los
dias martes del mes de junio. Tras la realizacion del
cambio del tambor que contiene la cinta, este debe
guardarse transportarse hasta el laboratorio para
preparar el montaje (Baxter et al. 2005).

2. Preparacion y montaje de muestras
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3.2.1 Preparacion de muestras

Se retira la cinta y se coloca sobre una regla de
metacrilato transparente y se procede a cortar la cinta
en fragmentos de 48 y 24 mm, en el caso de los
extremos, correspondientes a 24 y 12 horas para tener
muestras diarias 'y horarias, quedando ocho
fragmentos para ser montados sobre un portaobjetos.
Como norma, la muestra se dispone sobre el
portaobjetos donde el inicio quede a la izquierda y el
fin a la derecha (Manual de Calidad y Gestion de la
REA, 2007).

3.2.2. Montaje de las muestras

Una vez se mcolocan los fragmentos, se aplica
glicerogelatina con fucsina, la glicerogelatina es
solida a temperatura ambiente, entonces es necesario
someterla unos minutos al bafio Maria a una
temperatura de 45 ° C para que se vuela liquida y se
dispone un cubreobjetos. Se deja pasar un tiempo para
que la glicerogelatina se solidifique junto con la
fucsina para el tefiido de las esporas y analizar a
microscopia (Juarez, 1977).

3.3. Analisis de muestras

3.3.1. Lectura de las preparaciones

Para la observacion de esporas se realizaron de cuatro
barridos horizontales continuos a lo largo del
portaobjetos a 40x10 aumentos, los barridos deben ser
equidistantes entre si y del borde de la preparacién en
el caso del primer y Gltimo barrido. De esta manera
el &rea analizada corresponde a un 12-13% del total
(Dominguez y Vilches et al., 1991).

3.3.2 ldentificacion de esporas

Para la identificaciébn de los tipos esporales se
utilizaron libros con claves taxonoémicas (Ellis, 1971,
Barnett y Hunter, 1972).

3.4. Tratamiento y procesado de los datos

Debido a que la concentracion esporal debe
expresarse por metro cubico de aire (esporas/m3) es
necesario calcular un factor de correccion vy
multiplicarlo por el nUmero de esporas, este factor de
correccion toma en cuenta el volumen de succion de
aire (10 litros/minuto), y el diametro de la superficie
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del campo de vision del microscopio (40x10
aumentos=0.45 mm). Este factor de correccion,
entonces, tiene un valor de 0.54.

4. Resultados

4.1 Concentracion de esporas fangicas por metro
cubico de aire

Durante el periodo del andlisis en la atmosfera del
Campus Juriquilla en el mes de junio del 2022 se
observaron un total de 3,407 esporas/m?, las esporas
de hongos pertenecen al Phyllum Ascomycota y se
encuentran distribuidos en 4 clases, 13 ordenes, 23
familias y 40 géneros que presentaron un solo
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morfotipo cada uno, es decir, se observaron de igual
manera 40 morfotipos diferentes, los cuales se
encuentran ilustrados en la lamina | en orden
alfabético. ElI género mas representativo fue
Cladosporium con un total de 1,800 esporas/m?
(52.86%), le siguen géneros considerados secundarios
desde un punto de vista cuantitativo ya que
presentaron mas de 100 esporas, los cuales son
Alternaria 237 esporas/m® (6.96%); Delitschia, 132
esporas/m® (3.87%); Pithomyces, 113 esporas/m®
(3.32%). Finalmente, los géneros restantes fueron
minoritarios ya que presentaron cantidades totales
inferiores a 100 esporas/ma3.

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Dias del mes de junio

Grafica I. Concentraciones diarias de esporas flngicas por metro cubico de aire (esporas/m3) durante el mes de junio del 2022 en la atmésfera

del Campus Juriquilla.

En cuanto a la distribucién mensual, la grafica I
contiene el numero total de concentraciones diarias de
esporas por metro cubico llevadas a cabo en el mes de
junio del afio 2022 en la atmdsfera del Campus
Juriquilla. En la gréafica también se muestran los picos
méas altos de los dias que exponen las mayores
concentraciones de esporas por metro cubico los
cuales son los dias 10 de junio, en el cual se registrd
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la mayor cantidad de esporas con un total de 514
esporas/m?, le siguen los dias 11 de junio, con 489
esporas/m?; 25 de junio, con 468 esporas/m®y 24 de
junio, con 449 esporas/m®; mientras que los dias con
las menores concentraciones de esporas por metro
cubico fueron los dias 22, con un total de 33
esporas/m?, y 7 de junio, con 34 esporas/m®.
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4.2 Diversidad de esporas de hongos atmosféricas

Lamina I. 1-40. Morfotipos de esporas fungicas observadas durante el mes de junio del 2022 en la atmésfera del Campus Juriquilla.
1.- Alternaria, 2.- Asperisporum, 3.- Badhamia, 4.- Bipolaris, 5.- Bispora, 6.- Ceratiomyxa, 7.- Ceratosporium,

8.- Circinotrichum, 9.- Chaetomium, 10.- Chaetosphaerella, 11.- Cladosporium, 12.- Curvularia, 13.- Delitschia, 14.- Didymella,

15.- Diplodia, 16.- Drechslera, 17 .- Epicoccum, 18.- Fusarium, 19.- Gliomastix, 20.- Helminthosporium, 21.- Keissleriella,

22.- Leptosphaeria, 23.- Leptosphaerulina, 24.- Massarina, 25.- Massariosphaeria, 26.- Nigrospora, 27 .- Paraphaeosphaeria,

28.- Pestalotiopsis, 29.- Pithomyces, 30.- Plagiostoma, 31.- Pleospora, 32.- Puccina, 33.- Septonema, 34.- Spegazzinia,

35.- Sporormiella, 36.- Stemphylium, 37 .- Tetraploa, 38.- Torula, 39.- Trichia, 40.- Ustilago.
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5. Discusion

Durante el analisis que abarco el mes de junio del afio
2022, de los 40 tipos de tipos de esporas observadas,
las que presentaron una mayor concentracion en el
aire del Campus Juriquilla fueron los géneros
Cladosporium, con un total de 1,800 esporas/m3, y
Alternaria, con 237 esporas/m?. Estos tipos flngicos
corresponden con hongos muy frecuentes y de amplia
distribucion en la atmdsfera como lo han encontrado
diversos autores en estudios aeromicologicos que
documentaron la concentracion y diversidad de
esporas de hongos en el aire (Gorjon et al., 2003; Ruiz
& Séanchez, 2004; Vijay et al., 2005). En estos
estudios que se hicieron en un lapso de un afio
lograron recaudar mas de 100,000 esporas/m3 y de los
cuales el género mas abundante en todos los estudios
realizados fue Cladosporium con mas del 51% del
total de las esporas analizadas en los estudios
mencionados, esto indica la abundancia de este
género en la atmosfera es permanente en cualquier
lugar. El siguiente género en abundancia fue
Alternaria el cudl representaba entre el 13-28% del
total de las esporas analizadas, estos datos solo fueron
presentes en algunos estudios (S&evkova &
Tropekova, 2020; Gorjon et al., 2003), mientras que
otros estudios encontraron Aspergillus y Coprinus
como los hongos secundarios mas abundantes, esto
indica que la abundancia del género Alternaria puede
modificarse tal vez dependiendo de los factores
climaticos. Una muestra de lo dicho anteriormente es
el estudio que hicieron Gorjon y colaboradores en
2003 durante un afio en el municipio de Salamanca,
donde encontraron como género mas abundante
Cladsoporium seguido de Alternaria; Salamanca y el
estado de Guanajuato presentan climas y vegetacion
parecidos al del estado de Querétaro debido a que
ambos estados pertenecen a la zona del Altiplano
mexicano.

Se sabe que una caracteristica de las esporas de
hongos es su alta frecuencia en la atmésfera siendo las
particulas mas abundantes en el aire, sin embargo,
esto no es inalterable ya que la concentracion de
esporas de organismos fungicos en el aire varia
dependiendo de las condiciones meteoroldgicas como
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lo han reportado ciertos autores (Lin & Li, 2000;
Quintero et al., 2010; Almaguer et al., 2013; Guarin
et al., 2015); la cantidad y tipos esporales que se
encontré en este analisis probablemente estuvo
influenciada por los fenémenos climéticos atipicos
que se presentaron durante el periodo de muestreo en
mes de junio, lo que pudo haber influido en su
dispersion en el aire. Los climas predominantes en
esta region se caracterizan por ser semiseco-templado
y semiseco-semicalido, presenta una temperatura
promedio anual de 19°C, cuenta con una precipitacion
promedio anual de 549 mm donde lluvias inician en
junio (Martinez et al., 2017).

La diversidad de esporas de hongos también
corresponde con las relaciones ecoldgicas que se
presentan en cierto lugar como la diversa vegetacion
ya que la amplia distribucion de esporas en la
atmosfera es debido a su carécter parésito y
fitopatdgeno. La diversidad de esporas observadas en
el anlisis podria coincidir con la vegetacion del lugar
ya que algunos hongos seguramente pueden ser
patdégenos de diferentes especies de plantas que
existen en la zona. Segun Rzedowski (1978), el
municipio y zona conurbada pertenecen a la Provincia
Floristica de la Altiplanicie con una vegetacién
predominante de matorral xérofito, pastizal y bosque
espinoso. También se han encontrado en el municipio
los tipos de vegetacion bosque tropical caducifolio,
matorral subtropical, matorral crasicuale, pastizal y
vegetacion acuatica (Martinez et al., 2017). En cuanto
al Campus Juriquilla hay areas silvestres que siguen
preservando la vegetacion silvestre de las areas
naturales que se encuentran en la zona conurbana del
municipio de Querétaro ya que el campus presenta
vegetacion de matorral xérofito y crasicuale.

6. Conclusion

Este tipo de investigaciones permiten conocer la gran
diversidad de esporas fungicas que se encuentran
suspendidas en la atmosfera, dando a conocer que
existen géneros de hongos como Cladosporium y
Alternaria que pueden permanecer en el aire en
concentraciones muy altas. Estos  analisis
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aeromicoldgicos son de gran interés ya que se pueden
aplicar a varios campos medioambientales ya que las
grandes cantidades de esporas en el aire pueden
afectar la calidad y ser los principales causantes de la
contaminacion del aire del aire al influir en la quimica
y fisica atmosférica, de la biosfera y del clima al
actuar como nucleos de condensacion y cristalizacion
de gotas de agua y hielo en nubes y niebla (Fréhlich-
Nowoisky et al., 2009).

Las esporas en el aire no solo afectan al medio
ambiente, sino, que también es relevante para la
ecologia ya que varios tipos de esporas de hongos son
de importancia fitopatégena infectando a plantas
nativas o a grandes cultivos afectando a la agricultura
y la industria agroalimentaria.

Este tipo de trabajos aeromicoldgicos tambien son un
instrumento atil en la Salud Pablica ya que existen
esporas que tienen un lugar importante en las alergias
respiratorias cuando se inhalan, como sinusitis
alérgica y asma (Kurup y Banerjee, 2000; Vijay et al.,
2005; Crameri et al., 2006). Ademas, las esporas no
solo se mantienen libres en el aire, sino que pueden
colonizan ambientes cerrados como las instalaciones
del lugar de trabajo ya que pueden ingresar desde el
exterior por el aire de los sistemas de ventilacion, pues
los filtros no evitan el paso de particulas del tamafio
de las esporas donde pueden establecerse y crecer en
las paredes o en los muebles y asi causar alergias.
Entonces, una vez analizado el contenido
aeromicoldgico del Campus Juriquilla, se pueden
realizar investigaciones mas detalladas sobre aquellas
esporas que tienen un lugar importante en las alergias
respiratorias y de esta manera el conocimiento
acumulado debe formar parte de las actuaciones
sanitarias que se llevan a cabo desde salud publica
para tomar las medidas preventivas oportunas y asi
poder prevenir diversas enfermedades humanas de
tipo alergenico y respiratorio.
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Resumen

El céncer es una enfermedad causada por la
multiplicacién de un grupo de células de manera
incontrolable y autonoma, invadiendo tejidos y
organos. Esto es ocasionado por la alteracion del
ADN de la célula, la cual provoca mutaciones que
afectan al crecimiento y division normal de las
células, multiplicindose de manera acelerada,
formando un tumor.

La biologia molecular permite el estudio de las
células desde sus constituyentes moleculares, como
proteinas y acidos nucleicos, mediante los cuales se
pueden analizar los organelos de la célula, su estado y
comportamiento. Las alteraciones genéticas en
tumores pueden ser divididas en cuatro categorias de
acuerdo con Pérez, R.(2017): cambio en secuencia del
gen, alteraciones en el nimero de cromosomas,
traslaciones cromosdmicas y ampliaciones geneticas,
las cuales pueden ser analizadas empleando técnicas
de biologia molecular, mejorando y detallando este
andlisis. Durante la estancia se realizaron distintas
técnicas de biologia molecular como PCR,
electroforesis en gel, analisis microscopico, etc., las
cuales se busca detallar en este trabajo, junto a la
explicacion de los inconvenientes presentados y
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resultados obtenidos. El procedimiento correcto para
estas técnicas es de gran importancia para el
diagndstico y el estudio del cancer, por lo tanto, se
busco realizarlos de forma exacta, con el menor
porcentaje de error posible.

Abstract

Cancer is a disease caused by the multiplication of a
group of cells in an uncontrollable and autonomous
way, invading tissues and organs. This is caused by
the alteration of the cell's DNA, which causes
mutations that affect the normal growth and division
of cells, multiplying rapidly, forming a tumor.

Molecular biology allows the study of cells from their
molecular constituents, such as proteins and nucleic
acids, through which the cell's organelles, their state
and behavior can be analyzed. Genetic alterations in
tumors can be divided into four categories according
to Pérez, R. (2017): change in gene sequence,
alterations in the number of chromosomes,
chromosomal translations and genetic extensions
which can be analyzed using molecular biology
techniques, improving and detailing this analysis.
During the stay, different molecular biology
techniques were carried out, such as PCR, gel
electrophoresis, microscopic analysis, etc., which are
sought to be detailed in this work, together with the
explanation of the inconveniences presented and the
results obtained. The correct procedure for these
techniques is of great importance for the diagnosis
and study of cancer, therefore, it was sought to
perform them accurately, with the lowest possible
error rate.

Introduccion

De acuerdo con el Instituto Nacional del Cancer, la
tasa de casos nuevos por afio de cancer es de 442,4
por 100 000 habitantes, convirtiéndose en la segunda
causa de muerte a nivel mundial. Este impacto sobre
la tasa de mortalidad provoca un elevado impacto
socioecondémico y de salud a nivel nacional e
internacional, por lo que su diagndstico, tratamiento y
estudio representan un reto para la ciencia. La
biologia molecular es una rama de la ciencia utilizada
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en el estudio de esta enfermedad, ya que permite
conocer y analizar de forma precisa aspectos
moleculares de las células y los mecanismos quimico-
moleculares que intervienen en la formacion y
desarrollo de esta enfermedad, mediante diferentes
vias de sefializacion y caracterizacion.

En el ciclo celular, especialmente la interfase, se
subdivide en: G1l(aumento en el tamafo celular), S
(replicacion ADN) y G2 (preparacion para mitosis).
Una correcta regulacion del ciclo celular es
fundamental para que las células lleven a cabo un
ciclo normal, replicando adecuadamente su material
genético y dividiéndose. En un organismo
multicelular, es necesario que exista un equilibrio
entre la division celular para reemplazar aquellas que
sufrieron de muerte celular. Estas son las bases del
cancer, es decir, en el desequilibrio del aumento de
proliferacion celular se forma un tumor. Otra forma
en la que las células comienzan a proliferar es al no
lograr una apoptosis correcta, provocando un ciclo
celular més réapido, y después de un cierto nimero de
divisiones celulares, se obtiene mayormente células
atipicas.

Figura 1. Alteracion en el curso de la division
celular.

(Rev.R,Acad.Cienc.Exact.Fis.Nat. 2015;107)

Estos procesos de proliferacion acelerada e incorrecta
es el resultado de mutaciones en los genes que
controlan estos procesos. Algunos tipos de
alteraciones genéticas en el cancer son:
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e Cambio en secuencia del gen: Son inserciones
de nucledtidos en la secuencia del gen. Se
detecta mediante PCR en tiempo real.

e Alteraciones en el nimero de cromosomas:
Pérdida o ganancia de cromosomas.

e Amplificaciones genéticas: Se encuentran
multiples copias de amplicones (0.5-10 mega
bases de ADN).

(Pérez-Cabeza & Cardenas-Cardenas, 2017)

Estas alteraciones junto a otros cambios y reacciones
moleculares, especialmente modificaciones a nivel
genético son estudiadas mediante técnicas de biologia
molecular, la cual permite describir y concluir de
manera precisa y detallada fendmenos celulares
presentes en enfermedades.

Objetivos

Explicar y definir el fundamento de distintas técnicas
de biologia molecular utilizadas en el laboratorio para
el estudio de células y ADN; asi como la metodologia
adecuada, materiales y posibles inconvenientes
durante la practica. También se busca realizar un
andlisis y justificacion breve de los resultados
obtenidos durante estas pruebas.

Metodologia

La pruebas y técnicas realizadas en el laboratorio en
su mayoria se basan en el uso del ADN y células, por
lo que todo el material utilizado se someti6 a un tipo
de esterilizacion y limpieza, adecuada dependiendo el
tipo de materia prima de la cual estdn hechos. La
importancia de la esterilizacion del material radica en
la eliminacion de microorganismos y restos de
material en el equipo a utilizar, ya que estos pueden
ocasionar resultados erroneos y complicaciones en
otras técnicas, interviniendo en las conclusiones de la
experimentacion. El material de plastico y vidrio que
tendré contacto directo con las muestras a utilizar en
la practica son esterilizados en un autoclave,
envolviéndolos con papel Kraft, para posteriormente
ser introducidos en el autoclave, ajustando las
medidas de temperatura y presion acuerdo al
fabricante y a la capacidad de resistencia del material
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introducido. Una vez realizado esto, el material es
colocado en la secadora, la cual actia mediante
conveccion forzada, secando el material en su interior,
eliminando toda la humedad posible.

Una vez esterilizado el material a utilizar en las
técnicas relacionadas con pruebas moleculares, se
realiz6 la limpieza adecuada de la campana para
cultivo celular, utilizando soluciones de limpieza
adecuadas (etanol al 70 %) y luz ultravioleta durante
40 minutos. La limpieza del material como de la
campana de cultivo es realmente importante para cada
técnica de laboratorio, especial cuando se trabaja con
células, ya que la contaminacion de un cultivo celular
se debe a la introduccién de microorganismos que
dafian o destruyen las células presentes.

Cultivos celulares

Durante la realizacion de varias pruebas en el
laboratorio, se observaron distintos cultivos celulares
con contaminacion, la cual se observaba mediante el
microscopio; en donde las células presentaban
granulacion en su estructura, asi como en el medio se
observaban algunas impurezas, las cuales podian ser
bacterias.

Células al con

Figura 2.
contaminacion.

microscopio

Para confirmar la presencia de bacterias en el cultivo
se realiz6 una tincion Gram, la cual se basa en el
fundamento de la coloracion de microorganismos
buscados de acuerdo a la presencia de
peptidoglucanos en su pared celular; las bacterias
Gram negativas cuentan con una capa fina de
peptidoglucanos, tifiéndose de color rosado, mientras
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que las bacterias Gram positivas cuentan con una
pared celular compuesta principalmente por
peptidoglucanos, reteniendo el colorante y tifiéndose
de color morado. Como primer paso para realizar la
tincion, se centrifugd varias veces él tubo con la
muestra, decantando el sobrenadante; una vez que se
observaba el precipitado libre de medio de cultivo,
este se coloco sobre un porta objetos junto a una gota
de agua destilada, la cual se evaporé cuidadosamente
con la flama de un mechero. Una vez listo el
portaobjetos se agregd colorante violeta de genciana
durante 30 segundos, enjuagando con agua destilada,
después se agrego yodo durante 1 minuto, se enjuago
con alcohol al 70% y finalmente se agregd safranina
durante 30 segundos, enjuagando con agua destilada.
Una vez lista la tincion, se observo al microscopio con
ayuda del objetivo de 100X y aceite de inmersion. Al
microscopio se podian observar algunos cocos,
estreptococos y estafilococos, confirmando la
presencia de bacterias en el cultivo. Las muestras
contaminadas no eran de utilidad, ya que los
microrganismos presentes podian intervenir en los
resultados y analisis.

Para continuar con la confirmacion de la
contaminacion se descongeld otra muestra de células,
las cuales se encontraban suspendidas en
dimetilsulfoxido (DMSO), para evitar la formacion de
hielo dentro del tubo. Para eliminar el DMSO de la
muestra se colocaron en 2 ml de células con 8 ml de
medio de cultivo EMEM, el cual estd compuesto por
concentraciones adecuadas de sustancias requeridas
para el crecimiento celular. El tubo que contenia
ambos compuestos se centrifugd a 2000 rpm durante
10 minutos a 26 °C. Una vez finalizada el periodo de
centrifugacion, se decantd el sobrenadante y se le
agregaron 4 ml de PBS al 1% al sedimento, el cual se
volvio a centrifugar en las mismas condiciones. Este
ultimo paso se realizd varias veces hasta observar el
minimo medio de cultivo presente. Cuando la muestra
estaba lista, se decantd el PBS, y al sedimento se le
agregaron 2 ml de medio de cultivo EMEM, una vez
homogénea la mezcla, se agregd lentamente a una caja
Petri, junto a 2 microlitros adicionales de medio de
cultivo. El fundamento del uso del buffer fosfato
salino (PBS) se centra en el mantener un pH
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fisiologico y concentracion electrolitica contantes
para las células, facilitando su estabilidad. Para
finalizar el proceso de ‘‘enjuague’’ del cultivo celular,
se guardo la caja Petri en la incubadora, la cual se
encuentra a 35-36°C. Esta incubadora cuenta con
gasificacion de CO: el cual es util para controlar la
humedad y pH del medio, creando una condicion
adecuada para las células en el cultivo.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Mediante la clonacion de ADN en la biologia
molecular se pueden replicar copias idénticas de un
fragmento. La reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) es una técnica de laboratorio que permite
replicar muchas veces una determinada region de
ADN de forma in vitro. La PCR se basa en el cambio
de temperaturas de manera rapida para desnaturalizar
el molde de ADN y separar sus cadenas.

En esta técnica de laboratorio se utiliz6 como cebador
el Forward Primer y el Reverse Primer, los cuales son
regiones de ADN de cadena sencilla que permiten
flanquear la region a replicar. Los Primer se unen al
molde de ADN mediante complementariedad de
bases, para después ser extendidos por la polimerasa,
copiando la region que se encuentra entre ellos. El
paso seguido para la PCR fue colocar en dos tubos
las cantidades siguientes:

AM BM
Primer FW 1L 1uL
Primer RV 1L 1uL
cDNA SK 0.53 L (1:20) | 8 pL
H-O DEPC 7.47uL

El tubo BM actia como control negativo, ya que
contiene todos los reactivos excepto el ADN molde,
esto sirve para detectar posibles errores.

Una vez listos los tubos se introdujeron al
termociclador, el cual fue programado de la siguiente
forma:

e Desnaturalizacion inicial (98°C durante 10
segundos): Se rompen los puentes de
hidrogeno, quedando una cadena molde para
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la sintesis de cadena
complementaria.

e Desnaturalizacién
segundos).

e Alineamiento (60°C durante 5 segundos):
Los iniciadores se alinean a sitios especificos
de las cadenas a amplificar.

e Extension (72°C durante 15 segundos): Se
sintetiza una nueva cadena, uniéndose la ADN
polimerasa a los iniciadores comenzando la
replicacion.

e Extension final (72°C durante 60 segundos).

e Hold (4°C).

La desnaturalizacion, alineamiento y extension se
repite durante 30 ciclos, tardando 2-4 horas
aproximadamente. Una vez terminada la
programacion del termociclador, los resultados se
visualizaron mediante electroforesis.

una nueva

(98°C durante 4

Electroforesis en gel

La electroforesis en gel es una técnica de laboratorio
que permite separar fragmentos de ADN segun su
tamafo. Esta técnica permite observar si la PCR fue
correcta, en este procedimientos buscaba la secuencia
de ADN de genes MYC, especialmente el gen N-
MYC, el cual es asociado a neuroblastomas y
linfomas. Para confirmar la presencia de esta
secuencia se realiz6 la PCR, para posteriormente
realizar la electroforesis. Esta técnica se basa en
aplicar una corriente eléctrica a través de gel que
contiene las moléculas de interés, y éstas en base a su
carga y tamafo se desplazan a través del gel y sus
poros.

Para la realizacion de este procedimiento se prepard
un gel con 0.2 gr de agarosa, 2.5 pL de SYBR Safe y
25 ml de TBE 1X; una vez solidificada la mezcla, se
coloco en la camara para electroforesis, de manera
que los pozos quedaran en la misma direccion que el
anodo negativo donde se agregaron 250 ml de TBE
10X hasta cubrir el gel. Como siguiente paso, se
colocaron gotas de 1 pL sobre un papel Parafilm;
utilizando una micropipeta se tomé 1 pL de las
muestras a analizar y se mezclaron con las gotas de
colorante. Una vez homogenizada la mezcla de
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sustancias, se agregaron a los pozos del gel. En esta
técnica es necesario el uso de un marcador de peso
molecular, el cual es una escala de tamafio conocido,
con la que se pueden comparar las otras muestras.
Para su preparacion, se us6 1 pL de marcador
mezclado con 0.5 1 pL de colorante; esta mezcla se
colocé en el ultimo pozo del gel. Finalmente, se
colocé la tapa de la cdmara y se encendio la corriente
eléctrica durante 40 minutos. Debido a los grupos
fosfato del ADN, éste tiene una carga negativa, por lo
que con la energia eléctrica comienzan a desplazarse
a través del gel hacia el polo positivo de la camara.
Los fragmentos mas pequefios viajan mas rapido por
los poros del gel, llegando mas cerca al polo positivo,
mientras que los fragmentos méas grandes no se
moveran mucho, quedando cerca de los pozos. Una
vez finalizado el tiempo de la corriente eléctrica, los
fragmentos fueron separados, formandose bandas de
distintos tamanos, los cuales fueron visibles al colocar
el gel bajo luz UV dentro del fotodocumentador.

Resultados y discusion

Cultivos celulares

Los cultivos celulares visualizados al microscopio
presentaban contaminacion; se podian observar
pequefios granulaciones tanto en las células como en
el medio de cultivo. La tincion Gram llevada a cabo
para confirmar la presencia de bacterias, fue exitosa,
ya que al microscopio se observaron bacterias en
forma de cocos y estreptococos principalmente.
Durante distintas pruebas, revisiones, preparacion de
cultivos y analisis de muestras se observaron
microorganismos contaminantes, indicando que
durante el procedimiento y en el uso de material y
equipo se encuentra la fuente principal de
contaminacion.
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Figura 3. Muestra al microscopio

Figura 5. Revelacion de geles en luz UV.

La revelacién de los geles realizados indica que
ocurrieron algunos errores; en el gel de la derecha el
marcador de peso molecular que se encuentra en la
ultimo pozo no se observa en forma de bandas claras,
si no que se observa una sola banda larga. Los demés
carriles del gel no se observaron con claridad,
indicando que durante el procedimiento pudieron
ocurrir algunas contaminaciones, problemas con la
carga del pozo, problemas con la corriente eléctrica o
una mala visualizacion con el fotodocumentador.
Dentro de los pozos de este mismo gel se observan
dos puntos, los cuales indican un posible error al
descargar la muestra dentro del pozo, especialmente
una perforacién del gel con la micropipeta; este error
interfiere en la distribucion de la muestra, asi como en
su visualizacion ante la luz UV.

El gel de la izquierda presenta una distribucion de las
bandas més uniforme; el marcador de peso molecular
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se visualiza en formas de pequefias bandas delgadas.
Las demas bandas del gel se observan de manera mas
clara, mostrando su separacion de acuerdo a su
tamafo y carga eléctrica. La comparacion de la
muestra se realizd con el marcador del peso
molecular, el cual indica cadenas de peso conocido, y
con este es posible saber si la PCR fue correcta, asi
como la presencia de cadenas de interés.

Conclusiones

La realizacion de la distintas técnicas de biologia
molecular junto a sus resultados obtenidos me
permiten entender la importancia de estos procesos
durante las investigaciones realizadas a nivel celular
y molecular.

Las técnicas in vitro del laboratorio de biologia
molecular como el cultivo celular requieren de
condiciones especiales y precisas para su correcto
almacenamiento y  desarrollo. Todo  este
procedimiento realizado para el manejo de los
cultivos celulares y muestras de células me
permitieron comprender y aprender la sensibilidad e
importancia de las células y el material genético en el
area de la investigacion sobre el cancer.

La PCR vy electroforesis realizadas fueron en general
exitosas, ya que las muestras corrieron de manera
correcta y su revelacion a luz ultravioleta. Durante la
realizacion de esta técnica comprendi la importancia
del ADN, junto a las caracteristicas de las cadenas de
tamafio especifico, y su contribucion a las
investigaciones sobre el ADN, sus cadenas,
interacciones y mutaciones.

Durante el proceso de estas técnicas se presentaron
algunos errores, los cuales retrasan la investigacion,
sin embargo, ayudan a buscar mejorar en el proceso
de limpieza, esterilizacion, manejo y precauciones
con las muestras de células y materiales usados.

Todas las técnicas in vitro realizadas junto a los
errores aprendidos y resultados forman parte del
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laboratorio de investigacion, asi como contribuyen en
el estudio sobre las células y el cancer, ya que permite
buscar interacciones de interés entre las moléculas,
células, ADN y ARN para poder avanzar en la
comprension e investigacion del céncer a nivel
celular.
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Resumen

Desde hace algunos afios se han buscado alternativas
renovables, sostenibles y ademéas econémicamente
viables para sustituir el combustible fésil. A estas
energias  renovables se les conoce como
biocombustibles, no obstante, ain hay muchos
factores a considerar; para garantizar que los procesos
involucrados sean, por antonomasia, biorenovables.
Las fuentes potenciales de aceite que se exploran en
este estudio son de segunda y tercera generacion:
aceite de re-uso y aquel proveniente de microalgas
(Chlorella vulgaris); se analizaron sus caracteristicas
fisicas como bioquimicas; los bioprocesos
involucrados, la viabilidad y su relacién con la cadena
de suministro para maximizar el rendimiento sin
eludir los parametros establecidos.

Palabras clave: biocombustible, microalgas, aceites
de re-uso, produccion en México.

Abstract

For some years there has been a search for renewable,
sustainable, and economically viable alternatives to
replace fossil fuels. These renewable energies are
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known as biofuels, however there are still many
factors to consider so that the processes involved are
guaranteed to be, par excellence, biorenewable.

The potential sources of oils that are explored in this
study are of second and third generation: reused oil
and that which proceeds from microalgae (Chlorella
vulgaris);  the  physical and  biochemical
characteristics, bioprocesses involved, the viability
and the relationship with the supply chain were
analyzed to enhance the performance without
bypassing the established parameters.

Keywords: biofuels, reused oils,
production in México.

microalgae,

Introduccion

En Mexico, el consumo de energia procedente de
combustibles fosiles representd un 90.4% (Banco
Mundial) durante el 2015, generando un alto impacto
ambiental; en el mismo afio el pais emiti6 683
millones de toneladas de bidxido de carbono
(Inventario Nacional de Emisiones de Gases vy
Compuestos de Efecto Invernadero - INEGYCELI), de
las cuales el 64% correspondié al consumo de
combustibles fésiles. Tomando en cuenta que se tiene
previsto un incremento en el uso de combustibles en
todos los sectores, la elevacion de sus costos, las crisis
energéticas, entre otros factores como las emisiones
antropogénicas de gases y compuestos de efecto
invernadero con altas repercusiones al cambio
climatico. Por lo anteriormente expuesto, se han
buscado alternativas renovables a esta situacion en
cuestion dando paso a lo que se conoce como
biocombustibles, alternativa energética renovable
obtenida mediante el procesamiento de biomasa; no
obstante, la creacion de estos productos considera
procesos que aun hoy en dia son dificiles de realizar,
ademaés de involucrar muchos factores que igualmente
tienen un alto impacto ambiental como lo es la
seguridad alimentaria, emisiones de gases nocivos,
deforestacién, entre muchos otros aspectos tanto
economicos como sociales.

México tiene un alto potencial como productor dentro
de la industria de biocombustibles (Gomez-Castro,
2019) debido a su amplio territorio con potencial
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agroindustrial y alta cantidad de residuos que pueden
emplearse para los bioprocesos. La evaluacion de la
efectividad de la produccién de biocombustibles
depende mucho de la cadena de suministro ademas de
un analisis puntual sobre el ciclo de vida para
cuantificar los factores secundarios con alto impacto
en varias esferas de la sociedad antes mencionadas.
Algunas de las alternativas consideradas para este
proyecto son: utilizacion de aceites residuales y la
produccion de microalgas (Chlorella vulgaris);
siendo estos aceites de segunda y tercera generacion
respectivamente.

En particular, se tomara en cuenta la cadena de
suministro de biocombustibles dado que esta presenta
uno de los grandes aspectos a considerar. La
concatenacion de procesos implica un alto obstaculo
a vencer en cuanto a minimizar el impacto ambiental
y que, adicionalmente, se pueda cubrir la demanda
nacional de manera efectiva relacionando las areas de
cultivo, donde se obtiene la materia prima, con las
biorefinerias y plantas de procesamiento, y estas a su
vez; con lo anterior para llegar al mercado esperado
sin ignorar todos los criterios basicos que dotan a este
producto de su caracter sustentable.

Objetivos

Reducir los costos y emisiones en la cadena de
suministro en cuanto a la produccion de biomasa para
lograr un menor impacto ambiental y al mismo tiempo
eficientizar los procesos involucrados en la
produccién de biocombustibles; esto a través de un
andlisis sobre los recursos, materias primas,
caracteristicas bioquimicas, ambientales, sociales y
econdmicas de cada estado de la republica mexicana.

Metodologia

Se realizd una amplia investigacion en cuanto a las
propiedades de los dos tipos de aceites utilizados para
la produccidn de biocombustibles: aceite de re-uso y
microalgas; ademas de una recoleccién de datos de los
32 estados de la federacibn mexicana para
eventualmente hacer una relacion de acuerdo con los
factores a considerar para la cadena de suministro.
Respecto a las microalgas, dado que su crecimiento
implica varios factores, tal como: intensidad de luz,

VERANO DE LA CIENCIA 2022

tipo de estructura empleada para su crecimiento
(estanque abierto o fotobiorreactor), temperatura,
nutrientes, fuentes de agua, entre otros parametros; se
tomo en consideracion la relacion que existe en cada
estado respecto a temperatura media y la viabilidad de
usar aguas residuales. Enlazado a estos factores se
contemplo la posibilidad de integrar la produccion a
partir de microalgas con otras plantas industriales.
Para los aceites de reuso se hizo un resumen de la
cantidad de los residuos peligrosos generados en el
pais, las empresas destinadas a su recoleccion, ademas
de abordar ciertos factores que limitan su caracter
sustentable.

Resultados

Microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares
fotosintéticos, su hébitat de crecimiento es bastante
versatil, pueden proliferar desde lagos hasta aguas
residuales, evitando asi competir con el suelo
destinado a agricultura alimentaria; tienen
aplicaciones en biorremediacion, fijacion del CO,; los
combustibles a base de estos organismos producen
niveles de oxigeno entre el 10-45% y niveles bajos de
emisiones de sulfuro (Khan et al. 2018). A diferencia
de los biocombustibles de segunda generacion,
presentan muchas ventajas: el crecimiento acelerado
proyecta el potencial de convertir 9-10% de energia
solar en biomasa, produciendo, a menor escala,
aproximadamente 280 ton/ha/afio (Melis, 2009). Las
microalgas carecen de materiales lignocelulésicos lo
cual permite que el proceso de pretratamiento sea mas
sencillo y por ende se reduzcan los costos de
produccién (Khan et al, 2018). Asimismo, no solo
producen altas cantidades de lipidos sino glucogeno,
agar, celulosa y otros compuestos organicos que
pueden ser empleados en la sintesis de bioetanol.
Pareciera que las microalgas tienen un futuro
prometedor, no obstante, algunos de los obstaculos
que han ralentizado su desarrollo involucran la cadena
de produccién, fuente de nutrientes ideales,
temperatura, rango de luz y mezclado constante,
eficientizar el proceso para reducir costos, el
pretratamiento de la biomasa, extraccion vy
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refinamiento de la biomasa residual, etc. (Hannon et
al. 2010)

Uno de los principales aspectos a considerar es decidir
si el cultivo de biomasa se realiza a lago abierto o
mediante fotobiorreactores. Algunos de los factores
clave para el crecimiento a lago abierto son la luz,
temperatura y contaminacion. Para la Chlorella
vulgaris el rango de temperatura idoneo para
maximizar su produccion de lipidos y carbohidratos
es de 25°C, sin sobrepasar los 30°C (Converti et al.
2009), de acuerdo con los registros de temperatura
media promedio anual del 2021 en la Republica
Mexicana los estados que se encuentran en dicho
rango son: Campeche, Colima, Chiapas, Guerrero,
Nayarit, Quintana Roo, Sinaloa, Tabasco y Yucatan
(Tabla 1).

Tabla 1. Temperatura media anual por estado

Estado Temperatura media anual 2021 (°C)
Aguascalientes 17.4
Baja California 20
Baja California Sur 234
Campeche 275
Coahuila 224
Colima 26.8
Chiapas 25.2
Chihuahua 19.1
Ciudad de México 17.9
Durango 18.6
Guanajuato 19.1
Guerrero 25.5
Hidalgo 18.8
Jalisco 215
México 15.1
Michoacan 20.3
Morelos 22.1
Nayarit 25.5
Nuevo Ledn 22.6
Oaxaca 23.4
Puebla 18.6
Querétaro 20.1
Quintana Roo 27.6
San Luis Potosi 23.7
Sinaloa 25.8
Sonora 23
Tabasco 275
Tamaulipas 25
Tlaxcala 15.1
Veracruz 23.1
Yucatan 271
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| Zacatecas | 18.2 |

Si bien el cultivo a lago abierto presenta una mayor
rentabilidad dado la reduccion de costos en
mantenimiento, se ha observado que es mas dificil
llevar un control de crecimiento y son propensos a
contaminarse mediante bacterias competitivas,
parasitos u otros depredadores acuaticos, generando
un problema de sustentabilidad. Sin bien las
microalgas pertenecientes a la familia de las Chlorella
presentan caracteristicas antibacteriales inhibiendo
bacterias tanto gram-positivas como gram-negativas,
se podria considerar desarrollar un ambiente
simbidtico con otros microorganismos que presenten
caracteristicas antimicrobianas y creen sinergia con la
alga de interés para potenciar la produccion de
biodiesel (Hannon et al, 2010).

En cuanto a los fotobiorreactores se debe tomar en
consideracion igualmente la intensidad de luz en un
rango de 5000-7000 Ix para Chlorella vulgaris, con
un intervalo de 16 h luz/8h oscuridad, intercalando 3
dias con luz azul y dos dias con luz roja o viceversa
(Daliry et al, 2017), esto puede ser facilmente
regulado con luz de LED o tubos fluorescentes para
incrementar la produccion tanto de biomasa como de
lipidos (Huanyang, 2016); aunado a esto se debe
considerar un buen proceso de mezclado para que la
distribucion sea uniforme y no se dé lugar a una
fotoinhibicion. La agregacion de nutrientes dentro del
flujo de los reactores es imprescindible para
maximizar el rendimiento; como cualquier
microorganismo es importante analizar los medios de
cultivo adecuados para su desarrollo y controlar los
procesos metabolicos para obtener los productos
requeridos. Puntualmente se ha observado en algunos
estudios como el de Khan et al. (2018) que el
crecimiento de Chlorella se vio afectado por bajas
concentraciones de nitrogeno y fosforo; de manera
especifica el nitrdgeno se presenta como un reactivo
esencial para potenciar la sintesis de carbohidratos y
lipidos, 0.5 g/l es la concentracidon reportada como
eficaz para Chlorella vulgaris.

El uso de fertilizantes para nutrir el flujo de los
biorreactores compromete incrementar los costos de
la cadena de produccion; esto sin considerar la
inversion en el pretratamiento de la biomasa, por
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ende, se ha explorado la viabilidad de acoplar la
produccion a otras plantas industriales tal como
granjas acuicolas, fabricas productoras de azlcar o
etanol (Fig. 1).

proceso, igualmente puede ser utilizado como una
fuente de nutrientes para las algas que se encuentran
en los lagos o fotobiorreactores (Zewdie, 2020).
Segun datos de la CONADESUCA, en México hay

Luz (Solar, LED &
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L lipidos
almidan)
Fermentacion Transesterificacidn
Sustrato-dependiente

Biodiesel

En México hay mas de 9,325 granjas acuicolas
localizadas alrededor de los 32 estados de la
federacion, segun datos de la SAGARPA,; siendo
Sonora, Sinaloa y Baja California las principales
entidades generadoras con un 79% de la produccion
nacional. Los efluentes provenientes de la acuicultura
tienen una gran cantidad de materia organica, ademas
de altas concentraciones de nitrégeno y fosforo.

De manera conjunta el agua residual utilizada para los
molinos de azucar presenta una alta cantidad de
nutrientes; si sumado a esto se toma en consideracion
las plantas que tienen acoplada una fabrica de
produccién de etanol la vinaza, subproducto del
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mas de 40 ingenios de produccion de la cafia de
azlcar, la mayoria ubicadas en zona centro.

Desechos

En México de 2004 a 2016 se desecharon
aproximadamente 478,838 toneladas de aceites,
representando 19.9% del total de volimenes de
residuos peligrosos y segun datos del INECC en el
pais se desechan 325 millones de litros por afio. La
Tabla 2. presenta el total de los diferentes tipos de
aceites gastados en un periodo de 2004-2020.

SO0



Tabla 2. Aceites gastados en toneladas periodo 2004-2020

(SEMARNAT)

Tipo de aceite Toneladas
Dieléctricos 94,326.45
Lubricantes 303,027.19
Hidraulicos 58,663.13
Solubles 15,923.99
Templado de metales 383.72
otros 98,687.28

Sonora 383.82
Tabasco 1,157.43
Tamaulipas 555.73
Tlaxcala 31.25
Veracruz 1,480.60
Yucatan 365.60
Zacatecas 94.89

Aunado a esto se debe tomar en cuenta que en algunos
estados ya existen empresas encargadas de recolectar
0 reciclar aceites usados: Baja California, Baja
California Sur, Coahuila, Chihuahua, Ciudad de
Mexico, Durango, Hidalgo, Jalisco, Estado de
México, Nuevo Ledn, Puebla, Querétaro, San Luis
Potosi, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Veracruz, Yucatan
y Zacatecas. Siendo Nuevo Leon, Estado de México
y Baja California los estados con mayor cantidad de
empresas destinadas al control de estos desechos
peligrosos.

Tabla 3. Generacion estimada de residuos peligrosos en la
industria alimenticia por entidad federativa en un periodo del 2004-

2020

Entidad federativa Generacion estimada de residuos
peligrosos (Toneladas)
Aguascalientes 2,790.53
Baja California 409.17
Baja California Sur 55.93
Campeche 67.84
Coahuila 1,060.46
Colima 108.88
Chiapas 233.78
Chihuahua 557.37
Ciudad de México 41,595.25
Durango 244.29
Guanajuato 1,044.61
Guerrero 65.64
Hidalgo 244,07
Jalisco 22,459.22
México 531.85
Michoacan 495,72
Morelos 193.87
Nayarit 519.36
Nuevo Ledn 3,518.60
Oaxaca 92.61
Puebla 390.42
Querétaro 196.46
Quintana Roo 117.95
San Luis Potosi 22115
Sinaloa 800.02
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Los desechos generados por el uso de aceite de cocina
representan un gran peligro ambiental dado su extenso
uso en la industria y el pobre control sobre su
descarga, ademas el re-uso directo en la industria
alimentaria provoca grandes dafios a la salud,
aumentando la posibilidad de desarrollar cancer. La
Tabla 3. presenta la generacién de residuos
peligrosos Unicamente por la industria alimentaria.

Si bien el aceite de re-uso contiene particulas
suspendidas y &cidos grasos libres (AGL), es posible
producir biodiésel mediante una purificacion;
esterificacion, en dado caso de tener una alta
concentracion de AGL; y una sencilla reacciéon de
transesterificacion. Este proceso se lleva a cabo con
ayuda de filtrados y uso de catalizadores, siendo estos
ultimos de caracter &cido, basico o enzimaético;
creando una solucion sustentable, econdomicamente
viable, con impacto positivo hacia el manejo y
almacenamiento de estos desechos.

El Unico problema en cuanto a este proceso es la
huella hidrica generada al limpiar el producto y
eliminar los catalizadores, creando un alto consumo
de agua, ademéas de generar contaminantes per se,
puesto que algunos de estos sustratos tienen un
caracter corrosivo; si bien se han abordado soluciones
a este conflicto mediante el uso de catalizadores
heterogéneos o nanoparticulas de 6xido de calcio que
suponen un menor impacto ambiental, facilidad en su
manejo y reduccién de costos (Degfie et al, 2019).

Discusidn y conclusiones

Las aguas residuales provenientes de las granjas
acuicolas o aquellas de fabricas de etanol podrian
integrarse a las plantas de produccion de microalgas
para aportar los nutrientes necesarios y asi reducir de
manera considerable los costos dentro de la cadena de
suministro, tanto en el uso de fertilizantes como en el
desplazamiento de recursos.
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Respecto a los aceites de re-uso, su integracion a
plantas de transesterificacion es sumamente viable
dado que ya existen redes de recoleccion de residuos
peligrosos en varios estados del pais; sin embargo,
quedan varias lagunas donde el proceso requiere
mayor area de investigacion para que su desarrollo sea
sustentable, involucrando principalmente el uso de
catalizadores eficientes y no contaminantes.

Si bien atn queda un largo camino que recorrer para
que la biomasa empleada en la produccion de
biodiésel sea aprovechada a su maximo potencial y
que los procesos involucrados en todo el ciclo de la
vida generen alto rendimiento y menor impacto
ambiental respecto a los combustibles fésiles; en
México ya existen bastantes bases donde se pueden
crear redes de recoleccidn, desarrollo y suministro de
biocombustibles. Por Gltimo, es importante reconocer
que las nuevas biotecnologias son un factor integral
en el descubrimiento de nuevos procesos Yy
mejoramiento de las técnicas ya empleadas.
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Resumen:

La enfermedad viral hemorragica de los conejos
(EHVC?2) se reportd en México por primera vez en el afio
2020. Esta afecta tanto al conejo doméstico como a las
especies silvestres (conejos y liebres), siendo un peligro
potencial para el ecosistema como a la cunicultura del
pais.

Por lo cual una vacuna resulta necesaria ademas de que
genere una respuesta inmune adecuada en contra del virus
y que a su vez permita su uso en distintos esquemas de
vacunacion (SADER 2020, Fernandez, et al., 2015).

La producciéon de la proteina quimérica VP60 de la
enfermedad hemorragica del conejo fue expresada de
manera recombinante en la bacteria E. coli (producida en
el laboratorio LINVAS), por lo que se empled un proceso
de purificacion de proteinas.

Para comprobar que el proceso de purificacion de la
proteina quimérica recombinante fue adecuado se
realizaron varias técnicas para la cuantificacion de dicha
proteina se empled el uso de electroforesis en geles de
poliacrilamida los cuales se tifieron con azul de Comassie
y poder realizar la visualizacion de la proteina en el gel,
posteriormente se realiz6 un Bradford para obtener una
cuantificacion precisa de la proteina.

Seguido de esto, se comenzo con el proceso de diélisis de
las fracciones resultantes de la purificacion de la proteina
quimérica recombinante, en el cual se hicieron diversos
recambios de solucién, para dejar a la proteina con la
menor cantidad de urea posible resultado de los bufers
utilizados en procesos anteriores a este

Posteriormente se realiz6 la preparacion de las dosis para
cada grupo (cuatro variantes de la vacuna para los cuatro
grupos). Se preparé un total de 6ml por variante de vacuna
para cada grupo y se le administr6 a cada individuo 1ml
de la dosis respectiva por grupo.

Abstract:

The viral haemorrhagic disease of rabbits (EHVC) type 2
was reported in Mexico for the first time in 2020. It affects
both the domestic rabbit and wild species (hares), being a
potential danger to the ecosystem such as rabbit farming.
from the country.

Therefore, a vaccine is necessary to generate an adequate
immune response against the virus and that in turn allows
its use in different vaccination schemes (SADER 2020,
Fernandez, et al., 2015).

The production of the chimeric protein VP60 of the rabbit
hemorrhagic disease expressed recombinantly in the
bacterium E. Coli (produced in the LINVAS laboratory),
for which protein purification was used.

To verify that the purification process of the recombinant
chimeric protein was adequate, techniques were carried
out for the quantification of that protein, the use of
electrophoresis in polyacrylamide gels was used, which
were stained with Comassie blue for the visualization of
the protein in the gel. , subsequently a Bradford was
performed to obtain a precise quantification of the protein.

Following this, the dialysis process of the fractions
resulting from the purification of the recombinant
chimeric protein began, in which several changes of
solution were made, to leave the protein with the least
amount of urea possible as a result of the buffers. used in
processes prior to this

Subsequently, the preparation of the doses for each group
(four variants of the vaccine for the four groups) was
carried out. A total of 6ml per vaccine variant was
prepared for each group and each individual was
administered 1ml of the respective dose per group.

Introduccion:

La enfermedad hemorragica del conejo o VEHC es una
enfermedad exdtica en nuestro pais, dicha enfermedad es
muy contagiosa y en la mayoria de los casos resulta ser
fatal por lo que su indice de mortalidad es elevado y va de
40% al 100% (Gobierno de México). El virus que causa
dicha enfermedad es del género Lagovirus de la familia
Caliciviridae y afecta tanto a conejos silvestres como a
domeésticos.
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Existen distintas fuentes de infeccion como son: Fomites,
pelos, alimento, cama, agua y vectores mecénicos
(generalmente moscas), es por dichas fuentes de infeccion
gue la enfermedad es muy contagiosa y en un medio de
produccién debido a la mortalidad causa pérdidas
importantes o totales. La enfermedad fue detectada en
China por primera vez en 1984 y lleg6 a México en 1988
debido a la venta ilegal de canales infectadas (Plan de
emergencia para la atencion de un brote de la enfermedad
hemorragica viral del conejo en los Estados unidos
mexicanos.

El mejor método de prevencidn es la vacunacion, se tiene
registro de una efectividad entre el 70% y el 100% En el
laboratorio de Inmunologia y Vacunas de la UAQ se
desarroll6 una vacuna, dicha vacuna fue desarrollada
usando como adyuvante Montanide ISA 206 dicha vacuna
se aplicd via subcutanea mostrando ser segura e
inmunogénica. La vacuna contra el virus de la enfermedad
hemorragica del conejo tipo 2 con adyuvante oleoso
estimulé una respuesta inmune humoral temprana y
significativa, dicha respuesta inmune humoral confirié un
nivel significativo de proteccion (Abido Ola Y- 2020).

Objetivos:

Evaluar una vacuna en contra del virus hemorragico del
conejo con distintos adyuvantes comerciales los cuales
son: Adju Phos y Rehydragel comparando su efectividad
y capacidad de la vacuna desarrollada para generar una
respuesta inmune similar o superior con el adyuvante ya
establecido el cual es Montanide.

Inmunizar a un total de veinte conejos con la proteina
guimérica recombinante, dividiendo a estos mismos en
cinco grupos iguales.

Metodologia:

Primeramente, se realiz6 la planificacion sobre la
realizacion de la vacuna y los periodos para aplicar y
evaluar a la misma.

Para este experimento se utiliz6 la proteina quimérica
recombinante VP60 la cual fue evaluada con anterioridad
en conejos de semejantes caracteristicas a los utilizados
en este estudio en el laboratorio LINVAS, con lo cual es
segura y causa una respuesta inmune eficiente a una
concentracion de 60 pg.

Para este estudio se utilizard dicha proteina a la misma
concentracién (60 pg por dosis).

Esta proteina cuenta con cinco péptidos y una cola de
histidinas y se encuentra expresada de manera
recombinante en un cultivo bacteriano de E.coli BL21-Al

El primer paso fue la extraccion de dicha proteina VP60
de un cultivo bacteriano de E. coli, para comenzar la
extraccion se comenzo con la lisis de las células de E. coli

las cuales albergaban la proteina recombinate, para la lisis
se utilizo el método de congelacion y descongelacion el
cual es un método fisico y permitié lisar la membrana
celular haciéndola mas permeable y permitiendo asi la
liberacion de la proteina recombinante VP60.

Dicho método fisico empleado constaba en congelar y
descongelar el cultico de E.Coli BL21-Al (contenido en
un pellet), posteriormente se sonic6 el cultivo para asi
lisar finalmente la membrana celular este método se basa
en la rotura de las membranas mediante ultrasonido con
una sonda vibratoria sumergida en liquido, en este
proceso se aplica energia sonora para cumplir con la tarea
de lisar la célulay liberando el contenido celular al medio.

Posteriormente se centrifugd el extracto a 9000
gravedades por minuto, con el objetivo de que las
moléculas de mayor peso molecular se acumulen en el
fondo del recipiente, esto nos permiti6 separar a los restos
celulares resultado del proceso de lisis celular
previamente hecho. Este proceso se denomina clarificar.

Para comenzar con el proceso de purificacion de la
proteina es necesaria la preparacion de tres buffers con
sales y pH especificos, los cuales se deben de establecer
segun sea el caso de la proteina que se quiere purificar,
dichos buffers contienen Urea, cloruro de sodio, fosfato
de sodio e imidazol, pero estos se encuentran a un ph
distinto debido a la funcién que realizan.

La cromatografia realizada fue por afinidad a niquel
(IMAC) fue realizada en un cromatografo AKTA pure.

Al momento del rompimiento de la membrana la proteina
VP60 es liberada pero también distintas proteinas que
conforman a la célula por lo que se requiere un buffer de
unién a un pH 8.0, este buffer permite mantener la unién
molecular de las proteinas, mientras que el buffer de
elucion a un pH de 4.5 permiti6 eluir las proteinas creando
de este modo creando un ambiente hidrofdbico y gracias
a este modo logrando equilibrar la columna en el
cromatdgrafo. Mientras que el buffer de lavado que se
encontraba a un ph de 6.3 cumple la funcion de eliminar
moléculas con carga distinta a la de la proteina VP60,
haciendo que dichas moléculas no se adhieran a la
columna y asi obtener la mayor concentracion pura de la
proteina buscada.

La técnica empleada para purificar la proteina consta de
dos fases: estacionaria y mavil, en las cuales se separa las
moléculas. La fase estacionaria consta de una capa
delgada de un adsorbente (polimero), esta se coloca en un
cilindro en la parte superior se coloca la muestra. Por otro
lado, la fase movil consta de un fluido que se utiliza como
portador de la mezcla y se hace pasar a través de la
columna cromatografica y la fase estacionaria. Las
moléculas se desplazan a través de la fase estacionaria
gracias al bombeo de la fase movil para ello se emplea el
buffer de elusion, las propiedades de cada molécula



determinan el tiempo de permanencia o retencion en la
fase estacionaria, al final de cada proceso de
cromatografia se debe de tener un mantenimiento por lo
gue es empleado el bufer de lavado. Mientras que la
proteina que sale de la fase movil es detectada mediante
un software, en dicha fase las moléculas pasan a través de
un detector UV arrojando informacion al software antes
mencionado, posteriormente los resultados son arrojados
en forma de una gréfica la cual muestra columnas, en el
punto mas alto (cresta) es donde se encuentra mayor
concentracién de proteina buscada mientras que en la
parte mas baja (valle) es donde se encuentra menor
concentracion de proteina.

Lo que se hizo fue tomar fracciones de la columna para
tener una mayor concentracién de proteina.

Cuantificacién de la proteina:

Para corroborar los resultados de la purificacion de la
proteina se empleo la técnica de electroforesis en geles de
poliacrilamida es uno de los métodos més utilizados para
la purificacion, analisis y caracterizacion de proteinas. La
técnica permite separar moléculas cargadas debido a las
diferencias de movilidad sometidas a un campo eléctrico.

Se hicieron geles de 1mm de grosor por lo que se
emplearon vidrios largos y cortos de dicha medida, los
geles contaban con diez pozos en los cuales se depositaron
las fracciones resultantes de la purificacion, tamebien se
empleo una caja de electroforesis asi como una fuente de
poder y por ultimo se elaboré buffer de corrida, se
realizaron dos tipos de geles un concentrador y un
separador dichos geles se encontraban en el mismo cristal,
esto permite que el gel funcione como una especie de
tamiz dejando en la parte superior a las proteinas de mayor
tamafio mientras que las de menor tamafio recorreran todo
el gel.

Al haber preparado los geles y una vez montados en la
caja de electroforesis con el buffer de corrida se
depositaron las fracciones en los pozos correspondientes
y se dejo correr a 90 volts durante aproximadamente dos
horas.

Posteriormente los geles se mantuvieron en agitacion en
solucion de tefiido y posteriormente de destefiido durante
ocho horas aproximadamente. Seguido de esto se
analizaron los geles y se seleccionaron las fracciones con
mayor presencia de concentracion de proteina.

A continuacion, se realiz6 un proceso de dialisis de las
fracciones seleccionadas ya purificadas, este es un
proceso que separa moléculas de acuerdo con su tamafio,
mediante el empleo de membranas semipermeables que
contienen poros de dimensiones inferiores a las
macromoleculares. Este proceso se basa en la diferencia
osmatica de los diferentes medios empleados, se busca
que por medio de difusion pasiva a través de la membrana

semipermeable se elimine la mayor cantidad de urea y de
otras sales empleadas en los buffers anteriormente
utilizados para asi dejar alicuotas de proteina lo mas pura
posible.

Para este proceso se preparé una solucion inicial de Tris
base, NH2C(CH20H)3, NaCl, y CH4N:O, se adaptaron
diversos tubos Ependorf en los cuales se depositd la
proteina purificada y seleccionada, posteriormente se les
afiadio a cada uno de dichos tubos una membrana
semipermeable y se colocaron en la solucién inicial
(previamente esterilizada), posteriormente se hicieron un
total de trece recambios cada treinta minutos con el
objetivo de bajar paulatinamente la concentracion de urea
de los tubos Ependorf, en el sexto recambio se utiliz6 agua
tridestilada esteéril.

Debido a que existe la posibilidad y el riego de perder
proteina en el proceso de dialisis se realiz6 nuevamente
una electroforesis en geles de poliacrilamida, a su vez se
empled otro método para la cuantificacion de proteina,
pero este es una técnica colorimétrica que lleva por
nombre Bradford La determinacién de proteinas por el
método de Bradford consiste en la cuantificacion de la
union de un colorante, el Azul de Coomassie G-250, a
la proteina, comparando esta unién con la de diferentes
cantidades de una proteina estandar (Albumina de Suero
Bovino (BSA). Se decidio utilizar esta técnica para la
cuantificacion de la proteina debido a su practicidad.

La cuantificacion se realiza midiendo la absorbancia en
una placa de 96 pozos (placa ELISA). La técnica se
realizé por duplicado cada concentracion y se colocd una
cantidad de 5 pl por poso, se realiz6 una escalera de
concentraciones de BSA 0.25, 0.50,0.75, 1.0, 1.5y 2
pg/mL (cada una por duplicado) posteriormente se
afiadieron las fracciones seleccionadas de la electroforesis
y se agregaron igualmente por duplicado en otros posos
en una concentracion de 5 pl, posteriormente a cada
duplicado se le afiadi6 245 pl del reactivo de Bradford y
se llevo a leer la placa a un lector de placas para medir la
absorbancia a 595nm por medio de un espectrofotometro,
con los resultados obtenidos se realiz6 una grafica
comparando la concentracion y la absorbancia dando
como resultado una gréfica de dispersion con puntos de
tendencia, a su vez se requiere de la ecuacién de dicha
graficay de R? ya que esta no debe de pasar de un valor
de 1 ni estar por debajo de 0.95, teniendo este valor en
rango la técnica es valida.

Dosificacion:

Se aplicaron un total de dos dosis en cada individuo con
un periodo de veintidn dias entre dosis, para el dia cero se
obtuvieron muestras sanguineas de cada individuo con el
fin de obtener suero para comparar el titulo de anticuerpos
mas adelante, dichas muestras se obtuvieron en tubos
rojos sin anticoagulante con el fin de obtener el suero



mencionado, se realizd la toma de muestra en las venas
mediales y laterales auriculares segun fuera el caso a su
vez se rotularon cada una de las muestras, se identific6 a
cada individuo con un nimero y se tomaron sus
constantes fisiol6gicas, como lo son temperatura, peso y
algunas observaciones.

Posteriormente se aplicaron las diferentes vacunas a sus
respectivos grupos, esta se aplicd via intradérmica
cercana a un ganglio linfatico, esto ultimo para obtener
una respuesta inmune de mayor rapidez y eficacia gracias
a las células dendriticas que se encuentran en la zona
intradérmica y estas a su vez haran posible una mejor
opsonizacion de la proteina inoculada.

Se determind que para este trabajo se evaluaran dos tipos
de adyuvantes: AdjuPhos y Rehydragel LV, comparando
a estos ultimos con el adyuvante Montanide que fue
utilizado con anterioridad obteniendo una eficacia en la
respuesta inmune del 70% al 100%, buscando asi una
respuesta inmune humoral similar con los dos adyuvantes
anteriormente mencionados. Para ello se adquirieron un
total de 20 conejos con aproximadamente seis semanas de
edad, los cuales se dividieron en cuatro grupos con cinco
individuos cada uno.

A un grupo se le administré el adyuvante AdjuPhos
afiadido con la proteina, a otro grupo solamente se le
administr6 el adyuvante sirviéndonos como nuestro
control negativo para este adyuvante. A otro grupo se le
administré la vacuna con la proteina y el Rehydragel,
mientras que, a otro grupo de la misma forma, solamente
se le administro el adyuvante Rehydragel solo sirviendo
de igual manera como control negativo para este
adyuvante. Al Gltimo grupo se le administrd la vacuna con
el adyuvante Montanide més la proteina, en este caso no
se requiere un control negativo debido a que la efectividad
de la vacuna con dicho adyuvante ya estd comprobada.

Como se menciond anteriormente la concentracion de
todas las dosis de la vacuna fue de 60 pl.

Para realizar la dosificacién fue necesario el uso de ciertos
calculos matematicos los cuales se basaron en los
resultados del Bradford, calculando asi la concentracién
de proteina de cada fraccion, apoyandonos con el
Bradford y los datos arrojados de este, a su vez fue
necesario realizar calculos para el adyuvante, se
realizaron un total de 6 ml para cada grupo y se le aplicé
a cada individuo 1 ml.

Se empled la formula V1C1=V2C2 (V es volumeny C es
concentracion), en la cual se sustituyeron los valores. V1
por Iml C1 equivale a 60 pl (la concentracion de la
proteina), por otro lado, C2 es el valor de la concentracion
de cada fraccion (obtenido con el Bradford).
Posteriormente se realiz6 un despeje para conocer V2, con
este resultado obtuvimos la cantidad necesaria de cada
proteina para completar la concentracion de 60 pl.

Seguido de esto se realizaron célculos para saber la
cantidad de adyuvante necesaria.

Para los dos adyuvantes que se evaluaron en este trabajo
(AdjuPhos y Rehydragel) fue necesario realizar una
investigacion para conocer la concentracién de aluminio
gue estos poseen y se llegd a la conclusién que una
concentracion de 500 pl no resulta perjudicial para el
estudio ni repercute en el estado de salud del individuo
inmunizado. Debido a esto fue necesario realizar célculos
para estos dos adyuvantes empleando la misma férmula
V1C1=V2C2.

Todo el proceso de dosificacion se repitio un total de dos
veces para cumplir con el cuadro de vacunacion. En el dia
0 se tomaron muestras de sangre (previamente
mencionadas) y se inmunizo, se dejaron pasar 21 dias para
que el sistema inmune de los individuos generara
anticuerpos opsonizantes.

En el dia 21 se aplic6 segunda dosis y toma de muestras
sanguineas que se procesaron posteriormente en el
laboratorio LINVAS con el objetivo de medir el titulo de
anticuerpos generado a partir de la primera inmunizacion,
en el dia 31 se hard nuevamente toma de muestras para
evaluar todo el cuadro de vacunacién y comprobar la
efectividad de las vacunas desarrolladas.

Resultados:

Para comprobar la presencia de proteina resultante del
proceso de purificacion se realizé una electroforesis en
geles de poliacrilamida, como se mencioné anteriormente
se dividieron fracciones de la proteina para obtener una
mayor concentracion de esta por fraccion, se
seleccionaron las fracciones 1 y 2 para seguir con el
proceso de didlisis de dichas fracciones ya que como se
puede observar en la figura 1 dichas fracciones son las que
presentan una mayor presencia de la proteina VVP60.

Figura 1: Gel de poliacrilamida realizado posteriormente del
proceso de purificacion “MPM” (Marcador de peso molecular)
“N.U” (fracciéon no unida).

Una vez seleccionadas las fracciones 1y 2 se dividieron
en alicuotas en tubos Ependorf para posteriormente pasar
con el proceso de dialisis Figura 2.



Figura 2: Didlisis de las fracciones 1y 2 para la extraccion
de urea mediante fuerzas osmoticas.

Posteriormente se realiz otra electroforesis en gel de
poliacrilamida (Figura 3 y 4) para verificar que en el
proceso de didlisis no se haya perdido proteina. Gracias a
esta Gltima electroforesis fue posible una nueva seleccién
y se descartaron de la Fraccion 1 la alicuota 4 mientras
que de la fraccidn 2 se descartaron las alicuotas 3 y 6.

Figura 3: Electroforesis de las alicuotas de la fraccion 1
posterior a la dialisis.

Figura 4: Electroforesis de las alicuotas de la fraccion 2
posterior a la dialisis.

Posteriormente se realizd una técnica de cuantificacion
colorimétrica (Bradford) en una placa Elisa, los resultados
de la lectura de absorbancia y concentracién son los
siguientes.
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Figura 5: gréfica de la curva estdndar de BSA donde se
muestra R? y a su vez la ecuacion de la recta.

Se observa el resultado de R? (0.95) por lo cual los
resultados de la técnica son confiables. También se
observa la ecuacidon de la grafica la cual posteriormente se
sustituyo por valores de la absorbancia para encontrar “x”,
para posteriormente hacer el calculo de la proteina
utilizando la formula V1C1=V2C2 con el fin de obtener
V2.

Fraccion Absorbancia Concentracion

F1-2 0.6865 0.28012756
F1-3 0.953  0.727425311
F1-5 0.865 0.57972474
F1-6 0.945  0.713997986
F1-7 0.9175  0.667841558
F2-1 0.8425  0.541960389
F2-2 0.838  0.534407519
F2-4 0.73  0.353138637
F2-5 0.7685  0.417757637
F2-7 0.572  0.087948376
F2-3 0.4285 -0.152903659
F1-4 0.4435 -0.127727425
F2-6 0.459 -0.101711584

Figura 6: concentracion de la proteina de las fracciones
FlyF2.

Se seleccionaron a partir de su concentracion las
Fracciones F2-2 y F2-1 que fueron utilizadas para las
dosis de Rehydragel y AdjuPhos respectivamente y para
las dosis de Montanide se empled la fraccion F2-5.

Para la dosis de Montanide fue necesaria una
homogenizacion del adyuvante junto con la proteina en
intervalos que duraron 10 minutos este proceso se repitio
alrededor de 11 veces con el objetivo de obtener particulas
menores a 5 um (figura 7).



Figura 7: Muestra de Montanide vista al microscopio después
de las series de homogenizacion.

Discusion y conclusiones:

Se consiguié desarrollar e inmunizar a los 20 individuos
seleccionados y repartidos en 5 grupos completando asi el
periodo de vacunacidn sin embargo por cuestiones de
tiempo no fue posible sacar resultados sobre la eficacia de
los dos adyuvantes evaluados (AdjuPhos y Rehydragel).

Sin embargo se logré el objetivo principal el cual era
desarrollar una vacuna contra el virus hemorrégico del
conejo con la proteina VP60 extraida de un cultivo de
E.coli BL21-A1 del laboratorio LINVAS y se consiguié
inmunizar a cada uno de los ejemplares, lo cual es
importante ya que dimos el primer paso para probar
distintos adyuvantes de menor costo y mas facil
adquisicion.

Se aplicaron distintas técnicas para el desarrollo de dicha
vacuna y se comprendio la importancia de cada paso que
se realizaba dentro y fuera del laboratorio. Comprendimos
la importancia de la capacitacion de todo el personal de
laboratorio y el orden que lleva una investigacion de este
tipo para llegar a una meta.

Galeria de fotos:

Carga de muestras en geles de poliacrilamida para
electroforesis.

Aplicacion de la vacuna en contra del virus hemorragico
del conejo,
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Resumen

La hidroxiapatita (HAP) es un biocristal, formado por
atomos de calcio, fosforo, e hidrégeno en una matriz
proteica, de acuerdo con la formula Ca10(POa4 )s(HO)2.
La HAP es el componente fundamental de los huesos
y dientes ya que les confiere su dureza caracteristica
y, al estar acompafiada de colagena, hace que los
huesos adquieran una elasticidad determinada. Sin
embargo, la hidroxiapatita natural contiene
porcentajes minimos de sodio, cloro, carbonatos y
magnesio, los cuales juegan un papel preponderante
en la funcion remodeladora del hueso.

Es entonces que la Nanotecnologia permite estudiar
las  propiedades fisicas, quimicas y de
biocompatibilidad de las nanoestructuras de la HAP,
con el fin de optimizar su aplicacion biomédica. Pues,
al investigarse como biomaterial, se ha descubierto
que la hidroxiapatita de diferentes origenes da
resultados distintos.
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Por esta razon, la convergencia de la Nanotecnologia
con otras disciplinas como la Biologia Celular y
Molecular, las Ciencias Farmacéuticas y la Medicina
resulta en wuna revolucién tecnoldgica en el
tratamiento de enfermedades, reparacion de tejidos y
disefio de nanosistemas de liberacion de farmacos.

Durante la estancia se realizd la sintesis de
hidroxiapatita dopada con magnesio y se observaron
los resultados obtenidos en la sintesis de la HAP con
diferentes elementos quimicos como sodio, gadolinio,
europio y titanio, que se buscan detallar en el presente
trabajo, del mismo modo que se busca discutir los
resultados observados y los inconvenientes presentes.

La importancia de la hidroxiapatita como biomaterial
es de gran relevancia en areas como Cirugia
maxilofacial, Reumatologia, Odontologia,
Oftalmologia, Ortopedia, etc. Es por ello que la
investigacion y desarrollo de la hidroxiapatita es de
gran interés para el autor del presente articulo.

Abstract

Hydroxyapatite (HA) is a biocrystal consisting of
calcium, phosphorus and hydrogen atoms in a protein
matrix, according to the formula Cal0(PO4 )6(HO)2.
HA is the fundamental component of bones and teeth,
as it gives them their characteristic hardness and being
accompanied by collagen, gives bones a certain
elasticity. However, natural hydroxyapatite contains
minimal percentages of sodium, chloride, carbonates
and magnesium, which play a major role in the
remodeling function of bone. Nanotechnology allows
the study of the physical, chemical and
biocompatibility properties of HA nanostructures to
optimize their biomedical application. Well, when
investigated as a biomaterial, it has been found that
hydroxyapatite from different origins gives different
results. For this reason, the convergence of
Nanotechnology with other disciplines such as Cell
and Molecular Biology, Pharmaceutical Sciences and
Medicine results in a technological revolution in the
treatment of diseases, tissue repair and design of nano
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systems for drug delivery. During the stay, the
synthesis of hydroxyapatite doped with magnesium
was performed and the results obtained in the
synthesis of HA with different chemical elements
such as sodium, gadolinium, europium and titanium
were observed, which are sought to be detailed in the
present work, in the same way that the results
observed and the drawbacks present are sought to be
discussed. The importance of hydroxyapatite as a
biomaterial is of great relevance in areas such as
maxillofacial surgery, rheumatology, dentistry,
ophthalmology, orthopedics, etc. This is why the
research and development of hydroxyapatite is of
great interest to the author of this article.

Introduccion

Antes de hablar sobre el comportamiento complejo de
la HAP en los tejidos estructurados, es necesario
comprender su origen. Todo comienza por el calcio,
pues en los humanos ocupa el quinto lugar en
importancia de los elementos que lo componen. La
relevancia del calcio en el cuerpo humano no radica
unicamente en la estructura y funcionamiento de los
tejidos mineralizados como los huesos y dientes. El
1% del calcio en los humanos se haya en el liquido
extracelular. Este porcentaje se encuentra regulado de
forma muy precisa debido a que el calcio es el cation
mas importante en el liquido extracelular para
mantener la constancia homeostatica, asi como el
transporte de sustancias, bombas metabdlicas,
actividades excitables y mecéanicas en nervios y
masculos (Garcia. M. & Reyes. J. (2006).

En consecuencia, el fosforo tiene una participacion
esencial en las funciones de las células ya que
conforma la estructura del ATP; almacena y traduce
la energia quimica a través de la fosforilacion y la
desfosforilacion de proteinas. Asimismo, los fosfatos
son indispensables en la transmision y codificacion
genética al formar parte del ADN y ARN, y AMPc;
que es un segundo mensajero indispensable para la
formacion de hormonas. Mientras que la importancia
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del magnesio en tejidos mineralizados se debe a que,
a pesar de existir en pequefias cantidades, el ion
divalente del magnesio es indispensable en diversas
reacciones que se llevan a cabo solo en su presencia,
donde funciona como un segundo mensajero 0
traductor.

En la actualidad, la practica de cirugias adicionales y
el abastecimiento deficiente de los bancos de hueso
aunado a los riesgos asociados de transmitir
infecciones se configuran como las razones
fundamentales de la generacion de biomateriales
sintéticos que puedan sustituir al injerto de hueso en
cirugias reconstructivas (Gonzales, R. 2005).

Cuando la hidroxiapatita se implanta en un sitio dseo,
se reabsorbe lentamente, dejando asi una reserva de
fosfato y calcio disponible para los procesos de
biomineralizacion y regeneracion Osea. Para que
ocurra la regeneracion del tejido 6seo se necesitan de
tres componentes claves: una sefial osteoinductiva, un
sustrato que actua como andamio para la nueva
formacion dsea y finalmente, células del huésped
capaces de diferenciarse en células 6seas (Mangano et
al., 2003).

Objetivos

Explicar y definir el fundamento de la hidroxiapatita
como biomaterial, asi como las técnicas de
nanotecnologia implementadas en el laboratorio para
el estudio de las propiedades fisicoquimicas y de

biocompatibilidad de la HAP; asi como la
metodologia adecuada, materiales y posibles
inconvenientes durante el desarrollo de la

investigacion. También se busca realizar un analisis y
justificacion objetiva de los resultados obtenidos
durante estas pruebas.
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Metodologia

Durante la primera semana, el doctor anfitrion
capacito a los alumnos que colaboraron en el proyecto
sobre el manejo del equipo de laboratorio que
comprende las tres fases de la experimentacion: uno,
la sintesis de la hidroxiapatita pura; dos, la sintesis de
la hidroxiapatita dopada con magnesio y; tres, la
caracterizacion por Rayos X y SEM. La importancia
de esta capacitacion reside en que, sin ella, no se
podrian llevar a cabo experimentos de forma segura 'y
auténoma, ni tener control sobre los procesos y la
calidad de los mismos. Aunado a esto, se ofrecieron
catedras universitarias donde el doctor anfitrién y sus
colaboradores de investigacion compartieron los
avances de la investigacion, asi como sus alcances en
el sector médico y farmacobioldgico. Durante este
periodo también se llevaron a cabo visitas guiadas por
las instalaciones y se proporcionaron materiales
didacticos como articulos y revistas sobre el estudio y
la aplicacion de la hidroxiapatita como un biomaterial
y nanoacarreador farmacolégico.

En la etapa uno, donde se sintetiz6 la hidroxiapatita
pura, como equipo de laboratorio se utiliz6 un plato
caliente con agitador para la obtencion de las
soluciones iniciales y un Horno Microwave;
compuesto por un brazo mecanico que introducia los
viales con las soluciones contenidas para,
posteriormente, someterlos a las condiciones
programadas con el objetivo de sintetizar finalmente
la HAP.

Para la elaboracion de la primera solucién inicial se
usaron 4.29 g de acido glutamico, el cual desempefid
un papel en la orientacion cristalina de la
hidroxiapatita, junto con 1.16 g de nitrato de calcio
que se disolvieron en 300 mL de agua destilada. La
solucion resultante se someti6 una agitacion
magnética de 500 rpm con un calentamiento de
aproximadamente 80°C y una temperatura interna de
40 °C, dichas temperaturas se monitorearon
constantemente durante 90 minutos, con el objetivo
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de obtener una reaccion exotérmica que diera lugar a
una solucion de color blanco traslucido y con aspecto
cristalino. Finalmente, se midio el pH de la solucidn,
para asegurarse de que este tuviera un valor de 3.

Figura 1. Primera reaccion: &cido glutdmico y
nitrato de calcio.

En la segunda reaccion se utilizaron 0.78 g de
hidréxido de potasio y 1.11 g de fosfato de potasio
que se disolvieron en 100 mL de agua desionizada. La
solucién obtenida se sometié una agitacién magnética
de 500 rpm con un calentamiento de
aproximadamente 80°C y una temperatura interna de
40 °C, dichas temperaturas se monitorearon
repetidamente durante 10 a 15 minutos, con el
objetivo de obtener una solucion traslucida con
aspecto cristalino y con un pH de 11.

Figura 2. Segunda reaccion: hidroxido de potasio
y fosfato de potasio.
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Posteriormente, ambas soluciones se mezclaron a
35°C, con una agitacion de 500 rpm por 10 minutos
para obtener una disolucion de 400 ml con un pH de
4 'y temperatura interna de 35°C.

Figura 3. Hidroxiapatita pura.

Para la etapa dos, donde se sintetizé la hidroxiapatita
dopada con magnesio, se disolvieron 0.01 g de
magnesio nitrato en 10 mL de agua, la solucién
obtenida se incorporé a la hidroxiapatita pura y se
agito a 500 rpm por 5 minutos, sin necesidad de
calentar.

Posteriormente, se colocaron 20 mL de la solucion
final en viales de cuarzo para después introducirlos al
Monowabe y programar el horno a una potencia de
1200 W y un aumento de presion de 0.8 bar/s, con una
presion maxima de 80 bar para elevar la solucion a
170° C en 10 minutos, con el fin de que las moléculas
de las soluciones reaccionaran entre si y se pudiera
formar la hidroxiapatita dopada con magnesio.

Después, los viales de cuarzo se dejaron enfriar
durante 10 minutos antes de ser filtrados, con el
objetivo de purificar el precipitado. Una vez que el
liquido residual fue filtrado y el papel filtro se seco,
se raspo el precipitado obtenido para recolectar la
hidroxiapatita dopada con magnesio.
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Resultados y discusién

Las HAP sintéticas tienen diferentes formas
estructurales: la hexagonal y la monoclinica, las
cuales tienen muy pocas diferencias estructurales. Sin
embargo, estudios realizados confirmaron que
hidroxiapatitas de distinto origen no se puede utilizar
en todo tipo de restauracion, ni en las diferentes
edades, ya que cambia la respuesta fisioldgica ante la
dinamica de respuesta en los diferentes sujetos.

Es por ello que, durante la experimentacion, las
cantidades de nitrato de calcio, fosfato de potasio e
hidroxido de potasio se ajustaron segin la
esquiometria de la HAP, con el fin de obtener
nanofibras de hidroxiapatita que fueran utilizadas en
la regeneracion de huesos mas rigidos y extensos.

Aunque, durante la estadia de verano, solo se logré
sintetizar hidroxiapatita pura y dopada con magnesio,
asi como observar la sintesis de la hidroxiapatita
dopada con otros elementos quimicos, sin formar
parte de las técnicas de caracterizacion o de las fases
de experimentacion bioldgica-bioquimica; el doctor
anfitrion compartié algunos de los resultados que se
han obtenido hasta el momento, entre los cuales se
encuentran:

- La biocompatibilidad, funcionalidad y eficacia de
los tratamientos que han sido comprobados, siguiendo
todas las investigaciones y estudios preclinicos
exigidos por las autoridades competentes.

- La demostracion préactica de la conversion del
biomaterial en nuevo hueso con el transcurso del
tiempo cuando funciona como implante 6seo en
pruebas con ratones y conejos.

Estos resultados en general han sido muy buenos si se
tiene en cuenta que durante la sintesis de la
hidroxiapatita ocurrieron incidentes que
entorpecieron el flujo de la investigacion, entre los
cuales se pueden mencionar el fallo del horno debido
a un mal uso del mismo por parte de los alumnos —
ajenos a la investigacion- de la universidad.
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Conclusiones

Estoy agradecida con las autoridades organizadoras
de este verano y con el doctor Rafael Velazquez, pues
estos programas son de gran utilidad en mi carrera
profesional. Ademas de permitirme conocer de
manera experimental los alcances y aplicaciones de
mi carrera, me permiten desarrollar y mejorar mis
habilidades en el laboratorio, asi como conocer
nuevas técnicas y herramientas que me seran de gran
utilidad a lo largo de mi carrera, tanto académica
como profesional.

El desarrollo de nanomateriales a base de
hidroxiapatita dopada con aplicaciones potenciales
como acarreadores de farmacos es un tema de especial
interés para mi ya que en él convergen todas mis areas
de interés; es un proyecto que pone la ciencia en
servicio de la sociedad para mejorar la calidad de la
vida de los pacientes clinicos.
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Sintesis de
nanoparticulas de oxidos
y sulfuros metalicos

Dra. Sandoval Cardenas Diana Issell, Torres Pérez
Dante Eliazar, Estrada Serrano Ifiaki.

Abstract

The biological synthesis of nanoparticles has been
one of the most relevant research branches on
environmental remediation, reflecting the fact of
microbiological control properties. To the
experimental research, the silver and magnetite
nanoparticles are important because they have anti
microbiological and magnetism effects. The
experimental methodology is applied on the
efficient synthesis and production of different
nanoparticles with a low cost and low
environmental impact, including maximizing
quantities and characterizing microbiological
control.

Resumen

La sintesis bioldgica de nanoparticulas ha sido una
de las ramas principales de investigacion en el
campo de la remediacién ambiental al identificar y
conocer las diferentes propiedades de control
biolégico en microorganismos. Dos nanoparticulas
de interés son las nanoparticulas de plata y
magnenita, por sus propiedades antimicrobianas y
magnéticas respectivamente. Encontrar métodos
gque permitan obtener concentraciones mayores
con un menor costo e impacto ambiental, es uno de
los principales objetivos de su sintesis; ademas de
caracterizarlas 'y evaluar su  actividad
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antimicrobiana para su aplicacion es uno de los
puntos clave en la metodologia propuesta.

Introduccion

Los métodos de sintesis y preparacion de
nanoparticulas metalicas son agrupados por el
estado de agregacion o forma en que estas se
encuentren, sean soélidas, moléculas en fase
gaseosa 0 en solucion. Otra clasificacion es por los
materiales empleados, como la sintesis bioldgica,
para ella se utilizan extractos de plantas y
microorganismos como bacterias y hongos; sus
mas destacables ejemplos son la biorreduccion,
método empleado en este experimento, y la
biosorcion.

Las nanoparticulas de plata (AgNP’s) son de
principal interés ya que exhiben propiedades
antimicrobianas, afiadiendo los virus y hongos.
Este efecto depende del tamafio, forma y carga de
las particulas involucradas; las AgNP’s que tienen
un menor didmetro poseen una mayor actividad
antimicrobiana ya que ingresan al nucleo de las
células, afectando el DNA y las enzimas,
generando una necropsia o muerte celular
(Gamboa et al., 2019).

La sintesis de AgNP’s serd por medio de la
reduccion quimica bioldgica; al poseer las plantas
gran cantidad de polifenoles, flavonoides,
antocianinas, azUcares y alcaloides, son capaces de
reducir los iones metalicos, y a su vez, estabilizar
las nanoparticulas por medio de las proteinas,
enzimas y carbohidratos. La planta mas utilizada
para este tipo de sintesis particular es la Ocimum
Basilicum o albahaca, que permite obtener
particulas de entre 2 a 20 nm de diametro
(Pirtarighat et al., 2019; Yugal et al., 2017).

Las nanoparticulas de magnetita (Fe;O,NP), estan
formadas por un compuesto de coordinacion;
poseen propiedades de biocompatibilidad,
toxicidad baja y menor sensibilidad de oxidacion,
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ademaés del paramagnetismo (Popescu et al., 2019).
Estas nanoparticulas magnéticas poseen actividad
antimicrobiana debido a la presencia de especies
reactivas de oxigeno, esto induce un estrés
oxidativo con las proteinas de la membrana y la
bicapa externa de bacterias, actuando inclusive con
bacterias muertas (Niculescu et al., 2022).

Se hace uso de un método de coprecipitacion in
situ que requiere de algun polimero que recubra las
nanoparticulas, como agente surfactante, ligante o
material inorganico (en este caso se hara uso de
quitosano). ElI método de sintesis consiste en una
mezcla de iones férricos y ferrosos junto con el
polimero en un medio &cido, para después ser
cambiados a un pH bésico provocando la
precipitacion de iones metalicos e hidroxilo que
permitiran una nucleacion homogénea (Facundo et
al., 2017)

El quitosano es un polisacarido compuesto por
unidades de glucosalina y N-acetilglucosamina,
con una gran cantidad de grupos aminos
distribuidos de tal manera que permiten protonarse
por &cidos, siendo solubles en soluciones acidas.
(Romero et al., 2020).

Objetivos

1. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata
(AgNP’s) y magnetita (Fe;O,NP) con una
metodologia establecida.

2. Aprender técnicas instrumentales para la
caracterizacion de las nanoparticulas, asi como
los fundamentos que estas sustentan.

3. Analizar y comprender los resultados
obtenidos tras la experimentacion

4. Modificar y relacionar aquellos errores e
impedimentos tras la discusion de los
resultados.
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Metodologia
» Nanoparticulas de plata

La sintesis de AgNP's siguio el procedimiento
descrito por Flores-Suarez (2021). El experimento
se dividié en la produccion de dos lotes de
nanoparticulas con el objetivo de obtener
diferentes concentraciones a partir de una
variacion en la metodologia.

La preparacion del primer lote de AgNP's inicio
con la infusion de las hojas de albahaca en una
solucion 10% (w/v); el agua afadida para la
infusion fueron 124 mL junto con 12.4 g de hojas
de albahaca. El agua se llevé a ebullicion y la
infusion se realizé durante 2 minutos. La infusion
se sometid a un bafio de hielo para evitar la pérdida
completa de moléculas termosensibles. Al
momento de encontrarse a temperatura ambiente,
se filtroc con papel para eliminar particulas
suspendidas.

La infusidn se basifico con una solucién 2.5 M de
NaOH, se afadieron 20 mL gota a gota hasta
alcanzar un pH de 12.26, medido con un
potenciometro calibrado. La presencia de
hidroxido de sodio en abundancia dentro del
extracto puede ser una interferencia para la
precipitacion de la plata metalica por la oclusion de
iones sodio y su préxima reduccion (Flores-Suarez,
2021).

A su vez, se prepard una solucion 63 mM de
AgNO en un volumen de 10 mL, colocada en un
frasco &mbar para evitar su oxidacion con los rayos
uv.

La infusion basificada de la planta de albahaca y el
nitrato de plata 63 mM se esterilizaron dentro de
una autoclave a 121 °C y 15 psi, durante 15
minutos. Tras la esterilizacion del material se
introdujeron 2 mL de la solucion 63 mM AgN O,
a 124 ml de la infusion estéril debido a la relacion
62:1 reportada. El precipitado metalico se recubrio
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completamente con papel aluminio y se incubd a
temperatura ambiente, 160 rpm por 18 h.

Un segundo lote de nanoparticulas se prepar6 con
un mismo procedimiento, modificando la cantidad
de NaOH usado para la basificacion a 10 mL de
una solucion 3.5 M de NaOH para una infusién de
248 mL con 4 mL de la solucién 63 mM AgNO;.

Ambos lotes se diluyeron en relacion 1:20 para
realizar un barrido con el espectrofotometro UV-
VIS. El barrido se evalud en longitudes de onda en
un intervalo de 200 a 800 nm, esperando una banda
de absorbancia en los 288 nm que representaria una
concentracion mayoritaria de nanoparticulas con
un didmetro de 10 nm (Flores-Suéarez, 2021).

= Nanoparticulas de magnetita

La sintesis de 10 lotes de nanoparticulas de
magnetita se realiz6 siguiendo la metodologia de
Diaz y col. (2018). Se utilizaron las sales: cloruro
férrico (FeCls3) y cloruro ferroso (FeCl,), en una
proporcién 2:1 hasta una concentracion de
3.6x1073 mol. Para la preparacion de los primeros
cinco lotes, se diluyeron las sales en volimenes
correspondientes de 25 mL, donde 0.38928 g de
FeCl; y 0.1521 g de FeCl, se agregaron
consecutivamente, es decir, hasta la solubilizacion
del cloruro férrico se agrego6 el cloruro ferroso. La
soluciones se calentaron hasta los 70 °C y 100 rpm.
Se afiadieron 5 mL de una solucion 3% (v/v) de
acido acético con 2.7069x1073 g de quitosano,
que representa un 0.5% (w/w) respecto a las masas
de las sales.

Tras la disolucion de los compuestos salinos y
organicos, se ultrasonicaron las muestras al 70% en
amplitud, con pulsos 1:1 durante 10 minutos; este
paso tiene la principal funcion de homogenizar las
soluciones para una proxima precipitacion y asi
obtener una mayor cantidad de nanoparticulas con
paramagnetismo.
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Las soluciones homogéneas se llevaron a un pH de
12 con aproximadamente 6mL de una solucion
20% (w/v) NaOH- 70% (v/v) etanol en una
relacion 4:1, permitiendo la precipitacion del
hierro-quitosano. El control del pH se realiz6 con
un gotero y un potenciébmetro calibrado. Al
finalizar, se sometieron las muestras a un vortex
durante 30 segundos para ser traspasadas a una
incubadora durante 18 h con una frecuencia de 60
rpm.

Posteriormente, inicid6 la recuperacion del
precipitado, para ello las muertas se centrifugaron
a 1600 x g por 15 minutos durante cada ciclo
después de los lavados con 2 mL de un
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7 y 96% (v/v)
etanol en relacion 1:1 llevando cada muestra a la
neutralizacion. El secado de la muestra no se
realizé por medio del calentamiento como se tiene
propuesto en el procedimiento de Diaz y col.
(2018); las muestras se dejaron en cajas Petri en un
desecador durante 3 dias verificando el nivel de
humedad del agente desecante. Finalmente, se
caracterizaron las muestras secadas con la cantidad
de masa retenida por un iman de neodimio con una
fuerza electroestatica de 0.39 T; para ello, las
muestras se pulverizaron con un mortero de
porcelana seco, la molienda se colocara en 3 tubos
Eppendorf con una cantidad de 0.5g para evitar una
completa magnetizacién. La cantidad de sustancia
no retenida en el tubo se pesd y por medio de su
diferencia se calcularon los niveles de
magnetizacion de la muestra con la formula
siguiente:

masa retenida (100)

% de masa atraida = —
masa inicial

Los ultimos 5 lotes de nanoparticulas fueron

preparados siguiendo el procedimiento descrito

anteriormente, adicionando una ultrasonicacion a

pulso constante sin intervalos a una amplitud del

70%. Anadiendo que el pesado de las muestras
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retenidas se hizo con una cantidad total de 1.5 gen
tres diferentes tubos Eppendorf. Ambas
modificaciones se plantearon con la finalidad de
obtener un mayor grado de retencion priorizando
una homogeneidad durante cada paso del
experimento.

Resultados

= Caracterizacién y concentracion de las
nanoparticulas de plata

De acuerdo con los resultados presentados por
Flores-Suarez ~ (2021), la  presencia de
nanoparticulas de plata con el didmetro de 10 nm
puede ser visualizada, a través de un barrido en un
espectrofotémetro, una banda de absorbancia a los
288 nm en una muestra. Los dos barridos son
correspondientes a lotes nimero uno y dos, con sus
correspondientes graficas anexadas posteriormente.

La longitud de onda a la que se encontro el mayor
nivel de absorbancia del lote 1 fue de 290 nm,
teniendo una absorbancia de 2.132. La banda de
absorbancia del segundo lote se encontré a los 289
nm con una absorbancia de 1.525. Ambos lotes
tuvieron el mismo tamafio de particula, pero el
primer lote tuvo una mayor concentracién de
AgNP’s.
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Grafica 1 Espectro UV-Vis del lote 1 de AgNP's.
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Grafica 2 Espectro UV-Vis del lote 2 de AgNP's.

= Caracterizacion de las nanoparticulas de
magnetita

El factor de la polaridad distribuida interfiere con
la determinacién de masa atraida, si no se cuenta
con la cantidad correcta de muestra a analizar, el
valor de masa retenida por magnetismo resultaria
un error.

% de masa atraida
Tubo Repeticién Masa atraida
1 83.07%
1 2 85.02%
3 84.96%
1 88.09%
2 2 87.26%
3 87.06%

Tabla 1 Porcentaje de masa atraida de dos diferentes lotes de
nanoparticulas de magnetita.

La magnetita atraida de dos lotes, diferenciados en
su produccion por el uso de la sonicacion con
pulsos en un intervalo 1:1 (lote 1) y la sonicacion
sin pulsos (lote 2), fue mayor al 80 %. La retencion
por medio del iman de neodimio incremento en el
lote donde la sonicacion procedid sin pulsos y de
manera continua; lo cual puede atribuirse a la
mejor distribucion de los iones que precipitan en
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medio basico formando el éxido de interés con un
estado de oxidacion alternado.
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Evidencias

Imagen 1 Infusién del lote 1 para la produccién de
AgNP's

Imagen 4 Nanoparticulas de magnetita precipitadas Imagen 3 Medio de cultivo cerebro-corazén para
tras la incubacion las bacterias Listeria y E. faecalis
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Imagen 6 Sistema de filtracién al vacio para la separacion
fisica de la infusién de la albahaca
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Imagen 5 Medio de cultivo para la bacteria E. coli
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Evaluacion de dos adyuvan-
tes paraunavacunacontrala
Enfermedad Hemorragica Vi-
ral del Conejo tipo 2.

Irvin Aradt Rufino Martinez, Estudiante de verano
de la ciencia, irufino31@alumnos.uaq.mx.

Juan Joel Mosqueda Gualito, Investigador anfitrion
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Laboratorio de Investigacion en Inmunologia 'y Va-
cunas, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad
Auténoma de Querétaro.

Resumen.

La enfermedad hemorréagica del conejo es una de las
principales patologias clinicas que afectan a esta es-
pecie. En estudios anteriores realizados en el Labo-
ratorio de investigacion en inmunologia y Vacunas
(LINVAS), se desarroll6 una vacuna proteica
multiepitdpica recombinante basada en péptidos de
la proteina estructural VP60 y de la cual se sabe que
con una concentracion de 60 ug de proteina es se-
gura e induce inmunogenicidad. La proteina recom-
binante fue expresada en bacterias E. coli BL21-Al.
Se usaron técnicas de purificacién de proteinas to-
mando como base el conocimiento de las propieda-
des de estas biomoléculas para determinar el proto-
colo de purificacion. Para evaluar la pureza y con-
centracion, se realizo electroforesis en gel de poli-
acrilamida y se tifid con azul de Coomassie;
posteriormente se realizd el método de Bradford,
con el cual se cuantifico la proteina obtenida du-
rante la purificacion y de esta manera obtener las
dosis. Se prepararon 20 dosis con una concentracion
de 60 pg en un volumen de 1 ml por dosis. Se inmu-
nizaron 20 conejos de 6 semanas de edad con dos
dosis al dia cero y 21 y un sangrado final al dia 31
y se obtuvo el suero antes de cada inmunizacion.
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Abstract.

Rabbit haemorrhagic disease is one of the main clin-
ical pathologies affecting this species. In previous
studies carried out at the Lnmunology and Vaccines
Laboratory (LINVAS), a recombinant multiepitopic
protein vaccine was developed based on peptides of
the VP60 structural protein and it is known that a
concentration of 60 ug of protein is safe and induces
immunogenicity. The recombinant protein was ex-
pressed in E. coli BL21-Al bacteria. Protein purifi-
cation techniques based on the knowledge of the
properties of these biomolecules were used to deter-
mine the purification protocol. To assess purity and
concentration, polyacrylamide gel electrophoresis
was performed and stained with Coomassie blue;
Subsequently, the Bradford method was performed,
with which the protein obtained during purification
was quantified and in this way the doses were ob-
tained. 20 doses were prepared with a concentration
of 60 ug in a volume of 1 ml per dose. Twenty rab-
bits of six weeks of age we're immunized were im-
munized with two doses on days zero and 21 and a
final bleed on day 31, and serum was obtained be-
fore each immunization

1. Introduccién.

La enfermedad hemorragica viral del conejo
(RHDV, por sus siglas en inglés: Rabbit Hemorr-
hagic Disease Virus) es una enfermedad hemorra-
gica causada por el virus de ARN del género Lago-
virus de la familia Caliciviridae, extremadamente
contagiosa, con un alto porcentaje de letalidad (75-
80%) en periodos de dos a tres dias y puede aparecer
en animales a partir de 10 a 15 dias de edad.

La reaparicion en México en abril de 2020 de
RHDV con la presencia del virus serotipo RHDV?2
(Rabbit Hemorrhagic Disease Virus Serotype 2). El
RHDV?2 aparece tanto en especies nativas de cone-
jos (Sylvilagus) y liebres (Lepus) silvestres, como
en especies no nativas como los conejos domésticos
(Oryctolagus cuniculus) que fueron originalmente
traidos de Europa. La presencia del RHDV2 se ha
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observado primeramente en granjas cuya actividad
econdmica es la cunicultura o la cria de conejos do-
mésticos.

El RHDV2 es muy resistente a temperaturas extre-
mas y se propaga facilmente por diferentes vias: a
través de los canales de conejos destinadas al con-
sumo humano, al contacto directo o por la exposi-
cion a las excreciones, fomites, a partir de cadaveres
y su consumo por depredadores o carrofieros, por
las moscas, en las heces de los depredadores, 0 a
través de ropa y zapatos de personas que tengan
contacto con los ejemplares muertos por este virus.
Es por ello por lo que la transmision de este tipo de
fiebre hemorragica viral puede ocurrir rapidamente
en las granjas y el habitat natural de conejos silves-
tres y liebres.

En el laboratorio de Investigacién en Inmunologia
y Vacunas (LINVAS), se logré el desarrollo de una
vacuna proteica multiepitépica recombinante ba-
sada en péptidos de la proteina estructural VVP60.
Esta vacuna es inmunogénica y segura en conejos
con una concentracion de 60 ug de proteina. Y
puede ser evaluada en un desafio controlado.

La vacunacién tiene como finalidad generar una
respuesta inmune especifica frente a RHDV; para
mejorar esta respuesta, se van a utilizar dos Adyu-
vantes de sales de aluminio distintos (Adjuphos y
Reydragel 1V) para de esta manera determinar si al-
guno de ellos iguala o supera la respuesta obtenida
con el adyuvante Montanide.

2. Objetivos.

El objetivo general fue evaluar la inmunogenicidad
de una vacuna contra la EHVC2 con dos adyuvantes
comerciales.

Los objetivos especificos fueron:

Purificar y cuantificar la proteina recombinante.
Preparar las dosis vacunales

Inmunizar conejos y obtener el suero.

3. Metodologia.
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Se determind que para este experimento se evalua-
ran dos Adyuvantes los cuales son Adju-phos el
cual es un adyuvante de fosfato de aluminio, el otro
es Reydragel IV el cual es un adyuvante de Hidro-
xido de aluminio. Este experimento se adquirieron
20 conejos con una edad aproximada de 6 semanas,
se dividieron en 5 grupos de conejos con 4 conejos
cada grupo.

Con anterioridad se demostrd en otro experimento
hecho en el LINVAS que la proteina Recombinante
basada en la proteina VP60 es segura de usar y
causa inmunogecidad a una cantidad de 60 ng de
concentracion (M. Rocha, 2022) por lo que en este
nuevo experimento en 3 grupos se dosificara 60 ug
de proteina més el adyuvante. Cada grupo tendra
que ser inmunizado con una vacuna distinta, en
donde se dividieron de la siguiente manera. Un
grupo con Montanide més 60 pg de proteina, este
sera el control positivo, debido a que se sabe que
este tiene una efectividad entre el 70% al 100% en
cuanto la generacion de una respuesta inmune sobre
un grupo de individuos. En otro grupo se inmuni-
zara con Adju-phos mas la concentracion de la
proteina de 60 pg, mientras que el siguiente grupo
se us6 de control negativo el Adju-phos sin la pro-
teina. Los Gltimos dos grupos se aplicara el adyu-
vante Reydragel 1V, uno con la concentracion de
proteina 60 pg y otro sin proteina, de igual manera
este nos servird como control negativo.

Los controles negativos permiten medir la variabi-
lidad de la respuesta hacia el adyuvante o la pro-
teina.

El periodo de vacunacion, en donde se plane6 una
vez obteniendo la vacuna ya dosificada se llevaria a
cabo de la siguiente manera. Dia 0, dia en cual se
tomara la muestra preinmune y se vacunaran a los
20 conejos con su respectiva vacuna donde ese
mismo dia se tomaran datos fisioldgicos de cada in-
dividuo, durante dos siguientes a primer inmuniza-
cién (dia 1 y 2) se deberan observar y analizar sus
datos fisioldgicos, asi como su estado de salud. Al
dia 20 se tendran que tomar nuevamente muestras
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de sangre de los conejos con las cuales veremos el
titulo de anticuerpos resultado de la primera inmu-
nizacion. El dia 21 se les aplicara una segunda dosis
exactamente igual que la primera, aplicandola a los
mismos grupos que con anterioridad se les aplico.
El dia 31 se va a tomar nuevamente una ultima
muestra.

3.1 Obtencion y purificacion del extracto

proteico

Las proteinas son biomoléculas abundantes en los
sistemas vivos, realizan una gran variedad de fun-
ciones esenciales, por lo que se les considera como
protagonistas en gran ndmero de procesos bioqui-
micos para el mantenimiento y funcion de cada
organismo.

La proteina utilizada es una proteina expresada por
la bacteria E. coli BL21-Al, la cual est4 basada en
la estructura de la proteina VP60 (Proteina principal
de la cépsida del calicivirus) la cual tiene 5 pepitos
y una cola de histidinas. Para la purificacion de esta
proteina se utilizé un protocolo estandarizado por el
mismo laboratorio.

La purificacion de una proteina parte de las caracte-
risticas del sistema bioldgico donde se sintetice
(produzca), sea una célula eucariota o procariota,
asi como la localizacion de la proteina dentro de la
célula, citoplasma, membrana celular, organelo, pe-
riplasma (espacio existente entre la pared y mem-
brana plasmatica de las bacterias Gram negativas)
(Cutler, 2004).

La preparacién de un extracto se inicia al determinar
el amortiguador o solucién quimica con sales espe-
cificas y pH definido, los cuales se establecen a par-
tir de las propiedades bioquimicas y funcion de la
proteina, en este caso se utilizaron 3 Buffer con sa-
les y Ph especificos, los cuales son de union, elusion
y lavado. Los tres Buffer contienen: CH, N, O
(Urea), NaCl (Cloruro de sodio), Na; PO, (Fosfato
de sodio) e C3HsN2 (Imidazol); cada uno tiene un
Ph distinto, este se debe a la funcion por la se utili-
zarad. El rompimiento de las membranas celulares

VERANO DE LA CIENCIA 2022

permite la interaccion de la proteina de interés con
proteinas de la misma célula que tienen la capacidad
de romper los enlaces peptidicos (enzimas protea-
sas). Por lo que es fundamental afiadir en el buffer
de union con 8 de Ph, para mantener la integridad
de las proteinas. El Buffer de elusion el cual debe
estar definido a 4.5 Ph en el cromatografo equilibro
la columna, va a eluir las proteinas reduciendo de
manera gradual el ambiente hidrofdébico y regenerar
la columnata ya que afect6 las cargas de la fase es-
tacionaria y las proteinas de la fase movil. El buffer
de lavado el cual debe estar a 6.3 de Ph tiene la fun-
cion de que las moléculas que no se unen a la co-
lumna (es decir, que tienen la misma carga que la
columna) saldran de la columna pasando algunos
volimenes de la fase movil.

Para lisar la membrana celular se emplearon dos
métodos fisicos los cuales son: Ciclos de congelado
y descongelado, Involucra el congelamiento de las
células en un bafio de nitrégeno liquido siguiendo el
descongelamiento del material a temperatura am-
biente 0 a 37°C. La formacion de los cristales de
hielo generan la ruptura de la membrana celular ha-
ciéndola mas permeable y potenciando la liberacion
de su contenido. Se requieren de multiples ciclos
para que la lisis se lleve a cabo de manera eficiente.
El siguiente método empleado es la sonicacion En
la sonicacion se aplica energia sonora (ultrasonido)
mediante una sonda vibratoria sumergida en el li-
quido donde se encuentra la suspension celular. Este
tipo de energia mecénica agita las particulas en el
liquido generando la ruptura de las membranas ce-
lulares y la liberacion del contenido celular al me-
dio. Es importante mantener la muestra en hielo
para evitar que el calor generado durante el proce-
dimiento desnaturaliza las proteinas. El siguiente
paso es clarificar el extracto, es decir, si nuestra pro-
teina es soluble en el amortiguador, los restos celu-
lares se separan mediante la centrifugacion. La
centrifugacion consiste en someter la muestra a una
fuerza centripeta a una velocidad determinada, en
este caso fue a gravedades, las cuales se centrifugo
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a una fuerza de 9000 gravedades, con lo que se lo-
grard que las particulas més pesadas se concentren
al fondo del contenedor de la mezcla. Finalmente,
la muestra se decanta agregando 1 ml del buffer de
union para separar la parte soluble (donde se en-
cuentra la proteina) de los fragmentos celulares, se
vuelve a medir 200 ml de buffer de union, se de-
canta en otro recipiente donde tenemos la proteina
y se vacia todo el contenido en un recipiente enjua-
gado dos veces con agua destilada. Es importante
mantener la muestra a 4°C esto es con la finalidad
de reducir la actividad de las proteasas y procesos
quimicos que desencadenan la ruptura del enlace
peptidico.

Una vez completado el método de extraccion de la
proteina sigue purificando la cromatografia con afi-
nidad a las colas de polihistidina. Es una técnica que
se basa en la separacidn de moléculas a través de su
distribucion entre dos fases, estacionaria y movil.
Las propiedades de cada molécula determinaran su
tiempo de permanencia (se retenga) en la fase esta-
cionaria (tiempo de retencion). La fase estacionaria
(polimero) es empaquetada dentro de un cilindro, y
en la parte superior se coloca la muestra. En esta
técnica una proteina del extracto se une a un ligando
inmovilizado en la columna. Las moléculas se des-
plazan a través de la fase estacionaria mediante el
bombeo de la fase movil (Buffer de elusion) con un
flujo a velocidad controlada. Para detectar las pro-
teinas que salen de la columna, la fase movil pasara
por un detector UV (280 nm), generando una sefial
hacia un software, que finalmente se representara
como una gréafica (cromatograma), donde los picos
0 montafas representan la presencia de proteinas, y
los valles la ausencia de éstas. Al final de cada pro-
ceso de cromatografia, la fase estacionaria debe te-
ner un proceso de mantenimiento (buffer de la-
vado).

3.2 Cuantificacion de la proteina.
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La electroforesis en gel de poliacrilamida es una
técnica de separacion ampliamente empleada de-
bido a que es facil de realizar, es sencilla, con alto
poder de resolucion, y bajo costo.

Existen variantes de esta técnica, elegir una de ellas
dependera de la caracteristica bioquimica de la pro-
teina con la que se basara su analisis. Esto es, si se
analiza la muestra por el peso molecular de las pro-
teinas o por carga, o ambas. El analisis de las pro-
teinas con base en su peso molecular se realiza me-
diante electroforesis en condiciones desnaturalizan-
tes. Para la elaboracion de la electroforesis se requi-
ri6 de vidrios cortos y largos, una fuente de poder
para la corrida de la electroforesis, elaborar un gel
separador de poliacrilamida al 12%, elaborar gel
concentrador, junto con moldes para los posos de 1
mm para 10 pozos y elaborar un buffer de corrido.
Con una fuente de poder dejarlo correr durante dos
horas a 90 Volts.

En la electroforesis en condiciones desnaturalizan-
tes, las proteinas se ponen en contacto con un deter-
gente catiénico que despliega estas cadenas y les
confiere carga negativa a todas las proteinas de la
muestra, por lo que las proteinas migraran hacia la
misma direccion, hacia el polo positivo. El gel fun-
ciona como un tamiz, con poros microscépicos de
tamafio definido, a través de los cuales las proteinas
de mayor tamafio permaneceran en la parte superior
del gel, mientras que las de menor tamafio migraran
en la parte inferior de la matriz, y las de tamafio
intermedio se distribuiran en la mayor parte del gel.
De esta manera, la separacion de las proteinas
dependera de su tamafio.

Para conocer aproximadamente la cantidad de pro-
teinas que estan presentes en la muestra, asi como
el tipo de proteinas con base en su peso molecular y
carga, las proteinas que conforman el extracto se
pueden analizar mediante la técnica de electrofore-
sis en gel. Esta técnica se basa en el movimiento de
las proteinas en respuesta a un campo eléctrico a
través de un gel de poliacrilamida, dando como re-
sultado la separacion de las proteinas.
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Posteriormente se realizd una diélisis de proteinas.
La dialisis es el proceso de separar las moléculas en
una solucién por la diferencia en sus indices de di-
fusion o presion osmotica a través de una membrana
semipermeable por medio de la difusion pasiva,
para ello se prepar6 una solucion inicial que con-
tiene  NH2C(CH20OH)s (Tris base), NaCl, vy
CH,4 N3 O, sobre tubos eppendorf previamnte cor-
tados y esterilizados en el autoclave se colocé la
proteina, junto con una membrana semipermeable
la cual tiene el proposito de dejar salir la ure, sin
dejar salir a la proteina, la solucion inicial va a ser
la que haga un papel fundamental en esta didlisis, ya
que por medio de las gradientes de concentracion la
urea saldra del contenedor que tiene la membrana y
dejara sin mucha urea a la fracciones obtenidas an-
teriormente. de recambio, el cual contiene Tris base,
NaCL a un Ph de 7 el cual se esteriliz6 en el auto-
clave. Se realizaron 13 recambios, donde el volu-
men que se extrae de la solucion inicial debe ser re-
emplazado por la solucion de recambio cada 30 mi-
nutos, hasta el quinto recambio, en donde a partir
del sexto se usara agua tridestilada.

Posteriormente se realizO otra electroforesis para
determinar si nuestra proteina no se perdio junto con
la urea durante la dialisis.

Los métodos para cuantificar a la proteina se clasi-
fican en colorimétricos y no colorimétricos. Ambos
métodos se fundamentan en la ley de Beer y Lam-
bert, la cual se basa en la transmision y absorbancia
de la incidencia de un haz de luz a través de una
muestra. Los métodos colorimeétricos mas comunes
son los ensayos de Bradford, Lowry y acido bicin-
coninico (BCA) [10-12]. Cada método se convierte
en un analisis cuantitativo al medir la intensidad de
color mediante la absorbancia de luz visible a una
longitud de onda determinada.

Debido a la practicad de esta técnica (Bradford) se
utiliz6 para cuantificar esta proteina. La
determinacion de proteinas por el método de Brad-
ford consiste en la cuantificacion de la union de un
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colorante, el Azul de Coomassie G-250, a la pro-
teina, comparando esta union con la de diferentes
cantidades de una proteina estandar (Albumina de
Suero Bovino (BSA)). La cuantificacion se hace mi-
diendo la absorbancia en una placa Elisa por dupli-
cado en una medida de 5 ul de las siguientes medi-
das de BSA .25, .50, .75, 1, 1.5, 2 pg/mL,
agregando 245 ul de reactivo de Bradford, de igual
manera se agregaron cada poso un duplicado de 5
ug con 245 ug de reactivo de Bradford se medira en
un espectrofotdmetro a 595 nm, y graficando la ab-
sorbancia vs la concentracion de proteinas, obte-
niendo una curva de calibracion de la proteina es-
tandar. Con esta curva de calibracion, se puede in-
terpolar la concentracion de proteinas en una mues-
tra al medir su absorbancia a 595 nm. Posterior-
mente gréafico los resultados de medidas de la BSA,
la grafica debe tener lineas de tendencia, esta debe
mostrar la ecuacion de la gréfica y mostrar su valor
RZ el valor de esta no deberia de pasar de 1 ni ser
menor a .95, si no es asi da a entender que esta téc-
nica Bradford no fue bien echa o hubo errores en
algo y por ende se deberia de repetir.

3.3 Dosificacion

Para este proceso se realizaron calculos matemati-
cos los cuales fueron basados en los resultados del
Bradford, con base a esos datos, se calcul6 la absor-
bancia que tiene cada fraccion sacando un promedio
del duplicado de las fracciones que se colocaron en
la placa ELISA. Posteriormente se calculé la con-
centracion de cada fraccidn, esta se calculd despe-
jando la férmula que obtuvimos al graficar los re-
sultados de BSA, en donde “x” serd el valor a
encontrar e “y” la absorbancia obtenida anterior-
mente. Debido a que esta vacuna deberd ir a una
concentracion de la proteina de 60 ug es necesario
saber cuénta cantidad de ésta debemos colocar de-
bido a que la cantidad de adyuvante debera ser igual
calculada ya que pueden traer efectos secundarios si
estas se pasan de la dosis adecuada. Para calcular el
volumen que se usard de cada oracién, tendremos
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que usar esta formula V1C1=V2C2 (V es volumen,
C concentracion). V1 es 1ml (esto es el volumen to-
tal de la dosis), mientras que C1 seria equivalente a
la concentracion de proteina la cual debe de tener la
dosis 6sea 60 ug, Como queremos obtener el volu-
men que Se requiere para tener una concentracion de
60 ng de proteina no sabemos el volumen, asi que
V2 se queda asi momentaneamente, pero C2 si sa-
bemos su valor y este dependera del valor que nos
haya salido en cada concentracién. El siguiente paso
de esta operacion, es despejar la formula, por lo que
quedaria de esta manera :(V1C1)+C2=V2. De esta
manera sabremos el volumen que tendremos que to-
mar de cada fraccion, ahora seguira los célculos
para saber el volumen que tendremos que poner de
cada adyuvante.

En el caso del Montanide, datos del fabricante men-
cionan que su uso para esta especie es en una rela-
cion de 70% de Adyuvante y 30% de proteina con
PBS estéril, por lo que 700 uL por dosis serian de
Adyuvante, mientras que 300 uL serian de la pro-
teina completandolos con PBS. A esta solucion no
se le midio el Ph, también se tuvo que homogeneizar
esta solucion debido al tamafio .

En en caso de los Adyuvantes basados en sales de
aluminio, debido a que un exceso de estos puede ser
perjudiciales, por lo que se tuvo que hacer una in-
vestigacion en donde se llegd a la conclusion que
una concentracion 500 pg de aluminio no es peli-
grosa de administrar para los conejos. Donde de
igual manera se utilizé la misma férmula que se usé
para la concentracion de proteina (V1C1=V2C2),su
Ph tiene que llegar hasta 7, en el caso de las dosis
que no llevan proteina el restante fue sustituido por
agua inyectable estéril.

Todo este proceso se realizo dentro de la campana
de flujo laminar, todo el material el cual fue usado
fue esterilizado en autoclave y con rayos UV.

Una vez teniendo la vacuna ya hecha, se guardo en
refrigeracion a 4°C hasta el dia el cual va a ser utili-
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zada. Todos estos procesos a partir de la cuantifica-
cion de proteinas se volveran a realizar para la se-
gunda dosis (antes del dia 21).

Llegado el dia (0, 21 y 31) se tendra que llegar la
facultad de ciencias naturales campus Amazcala,
donde en estas instalaciones se tienen a los conejos,
se les checo su estado fisiologico y posteriormente
se tomo las muestras de sangre las cuales se les ob-
tendra la muestras de sangre de la vena marginal o
auricular con vacutainer rojo con abujas calibre 20
a 22, se inyectd la vacuna de manera intradérmica,
se monitoreo a los conejos por dos dias siguientes,
este proceso se repetira el dia 21 mientras que el dia
31 solo se tomaran nuevas muestras de sangre. Con
la sangre se obtendré el suero, el cual el vacutainer
sera centrifugado a 3500 revoluciones por minuto
durante 5 minutos, se separa con una micropipeta el
suero de la parte coagulada de la sangre, se congela
a-20°C.

Al dia siguiente se empez6 a realizar una placa
ELISA, la elisa es un inmuno ensayo absorbente li-
gado a enzimas, esta prueba utiliza complejo Ag-Ac
para medir la presencia de un analito especifico en
la muestra. EI complejo Ag-Ac (Antigeno-Anti-
cuerpo) genera una sefial que puede medirse. La
base de esta prueba son los anticuerpos que poseen
una alta afinidad por un antigeno especifico. Se pla-
nifica cuantificar y detectar componentes que estan
en algunos de nuestros liquidos bioldgicos que se
encuentran a muy bajas concentraciones. Usa enzi-
mas como marcador de la reaccién inmunoldgica
las enzimas conjugadas se seleccionan con base a su
capacidad para la conversion de un sustrato en un
producto. Para este experimento se utilizd Elisa in-
directa, mide anticuerpos en el suero vamos a tener
analito los pozos (Ag) se incubd a 37°C media hora,
se lava 3 veces con una solucion de PBS-Twen 20 y
dejamos la placa en un refrigerador a 4°C durante 8
horas, se le afiade Leche al 5% baja en grasa para
bloquear la placa, se incub6 a 37°C durante 30 mi-
nutos, se realizan nuevamente 3 lavados con PBS-
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Twen 20, se afiade el Ac primario, se agita con pe-
queds golpes de tal manera que no se salga el li-
quido de los pozos y nuevamente se hacen 3 lavados
con PBS-Twen 20. Aqui tenemos que esperar a que
Ilegue el anticuerpo secundario para asi hacer el an-
ticuerpo secundario, ya que este se obtendra tras la
segunda toma de muestra. Posterior a ello se va
agregar este Ac secundario, y se le agrega una solu-
cion de revelado (nitrato de sodio + H.O + OPD) si
se tifie de amarillo intenso hay la probabilidad de
que el experimento sea un éxito.

4. Resultados.

Se usaron métodos fisicos para la extraccion de la
proteina de las células de E. coli de cultivo, se usé
nitrogeno liquido para los ciclos de congelamiento,
mientras que se dejaba descongelar en hielo, este
método sensibiliza la membrana celular, de tal ma-
nera que permite que en la sonificacién rompa las
membranas celulares y libere el contenido celular al
medio. En este momento se notd un cambio en el
medio, ya que el color pasé a ser mas blanquecino,
tras la centrifugacién notamos que se habian sepa-
rado la fraccion soluble de los restos celulares, por
lo que se da a entender que la extraccion de la
proteina se hizo correctamente.

Durante la cromatografia se not6 que después de
agregar el buffer de elusion, este cambié el Ph de la
solucion y por ello también cambi6 la fuerza idnica
y polaridad de las proteinas, haciendo que las molé-
culas se unen a la columna.

Para conocer si realmente tenemos proteinas de
nuestro interés y saber qué fracciones tenemos que
dialisar ya que no podemos dialisar todas por moti-
vos de la capacidad de nuestros instrumentos de tra-
bajo.
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En la parte superior izquierda una linea color azul,
esa nos indica el marcador de peso molecular, el
cual es una referencia para de alguna manera com-
pararla con las fracciones, con ella sabremos si real-
mente estd presente. Algunas fracciones resultaron
no tener tanta proteina como pensabamos, pero
otras como la fraccién 2 y 1 seran las que vamos a
dialisar.
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Durante el
proceso de la dialisis debemos ver si realmente la
membrana era permeable, por lo que cuidadosa-
mente se colocd en un tubo eppendorf, en este se
tenia que ver un pequefio cambio de densidad, y sig-
nifica que esta bien colocada y funciona adecuada-
mente.
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Como podemaos notar la fraccion 1 se dividié en 6
partes, tuvo un buen proceso de dialisis, ya que casi
no perdio proteina. su concentracion es notoria-
mente buena.

La fraccion dos se dividio en 5 partes, pero solo 4
tienen la concentracion la cual buscamos, hubo una
que se precipito.

BSA Valor 595 nm
0 0.432

0 0.417
0.125 0.548
0.125 0.539
0.25 0.674
0.25 0.648
0.5 0.871
0.5 0.86
0.75 1.022
0.75 1.076
1 1.196

1 1.318

15 1.397
15 1.353

2 1.604

2 1.656

Estos fueron los resultados de los estandares de
BSA que se usaron para el Bradford. Estos resulta-
dos fueron obtenidos con el espectrometro, se
graficaron.

5850 + 0,5196

A= 0.0572
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El valor R% es 0.9572 por lo que es confiable, la
ecuacion la cual debemos despejar es
y=0.5958x+0.5196 esta formula es la que nos ayu-
daré a obtener la concentracion.

Se sustituyé la férmula para encontrar “x” y quedd
de esta manera x=( y-0.5196)/0.5958 y se sustituye
el valor y por la absorbancia (la absorbancia es el
promedio de los duplicados de cada fraccion que
obtuvimos con el espectrémetro. Posteriormente se
hizo el célculo de cuanta proteina usado la férmula
V1C1=V2C2 y sustituyendo (60*1)/la concentra-
cion de cada fraccion y eso es igual a V2.

Fraccién | Absorbancia | concentracion | Proteina 60 mg.

F1-2

0.6865

0.280127559583753

214.188136608748

F1-3

0.953

0.727425310506882

82.4826949700046

F1-5

0.865

0.579724739845586

103.49739432542

F1-6

0.945

0.713997585901309

84.0338504936531

F1-7

0.9175

0.667841557569654

89.8416687609953

F2-1

0.8425

0.541960389392414

110.709197894085

F2-2

0.838

0.534407519301779

112.273869346734

F2-4

0.73

0.353138637126553

169.904942965779

F2-5

0.7685

0.41775763679087

143.623945359582

F2-7

0.572

0.0879489761664989

682.213740458015

F2-3

0.4285

-0.152903658945955

-392.403951701427

F1-4

0.4435

-0.127727425310507

-469.750328515111

F2-6

0.459

-0.10171198388721

-589.900990099013

Con esto sabremos que cantidad de solucién que tendre-
mos que ocupar para completar los 60 ug de concentra-
cién de proteina.

Solo falta la cuantificacion del aluminio que no sea
mayor a 500 pg, el montanide ya esta estandarizado.
utilizando la formula V1C1=V2C2 que sustituyendo
los valores quedaria de esta manera Reydragel LV
(500*1000)/2000 (la cual es la concentracion que ma-
neja el fabricante pg/ml) dando como resultado 25 pl
de adyuvante por dosis. mientras que el adju-phos se-
ria la concentracion de 5000 pg/ml por lo quedaria
(500*1000)/5000= 100 pl de adyuvante por cada do-
sis.

Para la dosificacion primero se hicieron las dosis de
los adyuvantes de sales de aluminio, todo este pro-
ceso se realizé en la campana de flujo laminar, que
de igual manera todo el material utilizado fue desin-
fectado por autoclave o por irradiacion UV.
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Primero se agrego el Adyuvante a un beaker esteril,
se agrego la proteina para completar los 60 ug y el
restante fue completado con agua inyectable esteril.
a ambos adyuvantes se establecio el Ph a Ph 7. En
el montanide el fabricante menciona que el 70% de
la solucion de la vacuna debe ser adyuvante y el
resto proteina con PBS. En este adyuvante se tiene
que usar un Homogenizador molecular, que de ma-
nera mecanica homogeniza la muestra. se homoge-
niza en intervalos de 10 minutos en hielo.

El tamafio de las particulas del montanide tienen
que ser igual a Sum, para tener este resultado se ho-
mogeneiz6 la muestra por aproximadamente 100
minutos (10 veces).

Llegado el dia de la inmunizacion y toma de mues-
tras, se llegd al campus Amazcala FCN, donde se
tomaron datos fisiologicos y se inmunizan. Estos
datos se les continu6 dando seguimiento durante 2
dias mas.
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Se centrifugo la sangre para obtener el suero, éste se
guarddé mientras se preparaban las placas ELISA
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para hacer una ELISA indirecta, donde el analito
que se colocd es un antigeno propio de la RHDV,
se incubo, se lavd con PBS-Twen 20 tres veces, se
blogued con leche, y se repite el proceso de incuba-
cion y lavado, para dejarlo bloqueado, posterior-
mente se dejo en un refrigerador a 4°C durante 12
horas, agregd Ac primario (suero) y se ha dejado en
un refrigerador esperando la segunda toma de
muestras para el Ac secundario.Debido al poco
tiempo por el cual nos resto, no pudimos concluir el
experimento

5. Discusion y conclusiones.

Sin duda alguna la preparacién de la vacuna fue
todo un reto, debido a que el protocolo el cual fue
desarrollada es muy estricto, y tiene procesos lar-
gos, como practicamente todos los procesos utilizan
utilizan la unidad p incluso el m&s minimo error
puede ser perjudicial (como en la cuantificacion de
proteina o, el célculo de la solucion de los Adyuvan-
tes), la sanidad y precaucién con la que se deben
trabajar los reactivos y productos es especialmente
cuidadosa, la inmunizacion de los 20 conejos se lo-
gré realizar, y entendemos que para ello es impor-
tante la capacitacion del personal el cual extraera las
muestras, debido al bienestar animal que conlleva
realizar una vacunacion. Hasta el momento se tiene
conocimiento que usar los Adyuvantes Adju-phos
como Rehydragel, es seguro de usar a una concen-
tracion de 500pg de aluminio. Desafortunadamente
debido al tiempo que se tardo en realizar las dosis
de vacunas ya no se pudo obtener una conclusion a
tiempo del propdsito del experimento (evaluar la in-
munogenicidad de las vacunas aplicadas), sin em-
bargo Durante estas semanas se llevaron a cabo tra-
bajos tanto en el laboratorio como fuera de él, du-
rante estas semanas logramos relacionar amplia-
mente la importancia de cada uno de ellos, ya que si
el trabajo realizado en cualquier campo es malo,
perjudica el trabajo que se realiza o realizo.
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Toma de muestra de conejos.
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Resumen

En la zona centro-norte de México se encuentra el
Estado de Santiago de Querétaro, donde a lo largo
de los afios han incrementado los creyentes
devotos a la Santa Muerte, sin embargo, persisten
posiciones divididas respecto a la practica de este
culto, en varios casos forma parte de la
cotidianidad religiosa dentro de la rutina de los
individuos e incluso a nivel econémico, razén por
la cual también se ha visto involucrada en la
accion social criminal, por lo que para este estudio
cualitativo y cuantitativo fue necesaria una
investigacion desde el enfoque criminogréafico.

Palabras clave
Culto, crimen, conducta, criminologia,
criminografia cultural, Querétaro, violencia.

Abstract
In the north-central zone of Mexico is placed the

State of Santiago de Queretaro, where over the
years the believers devoted to Santa Muerte have
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increased, however, divided positions persist
regarding the practice of this cult, in several cases
is part of religious daily life within the routine of
individuals and even at the economic level, which
Is why it has also been involved in criminal social
action, so for this quantitative study an
investigation from the criminographic approach
was necessary.

Key words

Cult, crime, conduct, criminology, cultural
criminography, Queretaro, violence

Introduccion

El proposito de esta investigacion ha sido la
realizacion de un analisis criminografico para
comprender el fendmeno sociocultural del culto a
la Santa Muerte en el Estado de Querétaro, por lo
que se abord6 su desarrollo social-religioso, asi
como el estudio de la conducta y la percepcion del
mismo en la cotidianidad Queretana con la
participacion de informantes.

Objetivo

Conocer las motivaciones de las personas del
municipio de Querétaro para participar, fomentar
0 comercializar el culto a la santa muerte.

Método

La metodologia empleada en el desarrollo de esta
investigacion es la propuesta de Criminografia
Cultural (Posadas, 2019, p. 15), la cual parte de
una vision antropologica y etnogréfica enfocada
en los &mbitos de violencias cotidianas y el hecho
social criminal, siendo un método de carécter
cualitativo, a través de la consulta de entrevistas
semiestructuradas e historias de vida y rapport,
los cuales se aplicaron a diversos individuos
involucrados en el culto de la Santa Muerte, ya sea
porque comercializan, son seguidores 0 en casos
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mas concretos, ocupan una jerarquia dentro de
organizaciones del culto en Corregidora,
Querétaro. Ademas, en la presente investigacion
se comentara el contexto diacrénico-sincronico y
el cultural implicito.

Resultados

Contexto diacrénico-sincronico

El desarrollo social en Querétaro en cuanto a la
religion se ha reconocido por ser un Estado devoto
a la religién catdlica, no obstante, en los Gltimos
afios un culto religioso que tiene practicas
similares y hasta inspiradas en la misma religion
catélica ha ganado cierto reconocimiento vy
seguidores, visto por las personas que no conocen
el culto de “La Santa Muerte”, a sus devotos han
sido catalogados como antisociales y hasta
delincuentes practicantes de la magia negra, sin
adelantarse demasiado, se podria decir que los
seguidores de “La Santa Muerte” son un grupo
parasocial (Manzanera, 1981, p. 23) que no sigue
la religion establecida por la mayoria pero que tan
poco atenta contra ella, por lo cual, es importante
llevar a cabo este nivel de andlisis diacrénico-
sincrénico en la sociedad del Estado de Querétaro
a partir del S.XX, para comprender como se
introdujo esta figura de la muerte en un territorio
catélico y cdmo con el tiempo hasta nuestra
actualidad ha ganado tanta presencia y seguidores.

Y en cuanto a la discusion de la conducta, que es
un aspecto sustancial que nos atafie en
criminologia, independientemente del abordaje,
sabemos que la conducta en si trata de la accion u
omision de una accion en un contexto social,
ciertamente tendria que ser una conducta seguida
y adoptada por la mayoria del colectivo, de tal
modo que el ejemplo que discutimos aqui, el culto
a “La Santa Muerte”, es la evidencia de la NO
aceptacion de los valores adoptados por un
conjunto de personas, no obstante, sin destruir (en
la gran mayoria de los casos, o al menos de este
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bajo estudio) los ya preestablecidos por el sistema
dominante, con esto me refiero a una conducta de
tipo parasocial.

Debido a que no se tiene un registro histérico
preciso que indique de qué manera el culto de “La
Santa Muerte” se desplazd desde su lugar de
origen en Ciudad de Mexico, hasta Querétaro, la
investigacion y analisis diacronico-sincronico de
informacion obtenida se realiz6 via periodicos
locales y relatos, asi como experiencias personales
de ciudadanos del Estado de Querétaro que son
seguidores devotos y proveedores de productos de
“La Nifia Blanca”.

Para novedad de muchos no solo Querétaro, sino,
en todo México, la figura de la Muerte como
deidad ha estado mas presente y mucho antes que
la figura de Dios en la iglesia catolica, Fragoso
Lugo (2007, p. 25) formula la hipotesis del origen
del culto hacia “La Santa Muerte” en tradiciones
prehispanicas, relacionandolo con précticas
mexicas y con las deidades nahuas del
inframundo: Mictlantecuhtli y Mictecacihuatl. Sin
embargo, con la llegada de los esparioles en 1492
y con la imposicion de la religion catdlica, toda
figura religiosa ajena a la catolica fue suprimida
de la cultura Mexica. Actualmente:

Homero Aridjis, en su novela La Santa
Muerte, afirma que en este culto se hacen
evidentes los dos México que concurren
ante el fendmeno: El de la gente que pide
favores o milagros para tener trabajo,
salud, comida, y el de los hombres del
poder econdémico, politico o criminal,
quienes  curiosamente le  solicitan
venganzas o muertes (Fragoso, 2007, p.
22).

Dado que, la figura de la “Santisima Muerte” esta
satanizada y ha sido fuertemente rechazada, ex
certa scientia no se sabe como es que resurge
dicho culto en México, ya que varios periodistas
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han intentado darle una explicacion en la que
argumentan que esta se inici6 de manera
clandestina entre grupos que se encontraban en
conflicto con la ley, por otro lado, antrop6logos
argumentan que fue primero un culto familiar que
posteriormente se extendi6 a los ambitos
criminales. A finales de los noventa se
emprendieron reformas de Ley, referentes a las
Asociaciones Religiosas y de Culto Publico, esto
con la finalidad de mejorar las relaciones entre el
gobierno y la diversidad de culto de la poblacion
mexicana. Para inicios del siglo XXI, la Iglesia
Catolica Tradicionalista mexicana-
estadounidense solicitd de manera formal su
propio registro en la Secretaria de Gobernacion
(SEGOB), sin embargo, la imagen de “La Santa
Muerte” fue omitida y para el 2003 que el registro
es otorgado, se vislumbra un crecimiento
considerable de aceptacion al culto, en parte, por
el poder de la influencia de los medios de
comunicacion. Més tarde, a mediados del mismo
afio, se declar6 como una figura de veneracion.
Fragoso Lugo (2007, p. 20-21) menciona que en
el 2005 se le retird del registro de Asociacion
Religiosa a la iglesia catdlica tradicional, debido a
que violo el articulo 29 de la Ley de Asociaciones
Religiosas, al cambiar su objetivo religioso del
catolicismo tradicional.

A pesar del rechazo social, religioso e incluso
politico, sus seguidores han permanecido fieles a
su adoracion, puesto que, la base social de dicho
culto esta integrada principalmente por grupos
sociales que se encuentran en un estado de
“vulnerabilidad”, ya sea por cuestiones
ideologicas-culturales o econémicas:

La identidad de “La Santa Muerte” es
heterogénea y ambigua porque esta deidad
refleja y es expresion de sectores
excluidos por la sociedad como es el
mundo de la economia informal, la base
social del culto esta integrada por personas
que comparten una condicion de fragilidad
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0 vulnerabilidad social y son excluidas de
los mercados formales de la economia, de
la seguridad social, del sistema juridico y
del acceso a la educacion, o que forman
parte de un amplio sector urbano y
semirrural empobrecido. (Fragoso, 2007,
p. 22).

Asimismo, para el estado de Querétaro,
especificamente, la autora Claudia Reyes
menciona el siguiente referente: “en el pueblo de
Amoles, hoy Querétaro, por el afio de 1793 (...)
se presento a un idolo de nombre Justo Juez, cuya
figura es un esqueleto de cuerpo entero coronado,
portando arco y flecha en manos, que esta sobre
una superficie colorada” (Reyes, 2011, p.53). Esto
haciendo una clara referencia a lo que podria ser
considerada hoy en dia la interpretacion de “Nina
blanca” o “La Santa Muerte”.

Por otro lado, a 37km del municipio de
Corregidora, en Pedro Escobedo, se realizan
ceremonias de veneracién y agradecimiento en el
templo de “La Santa Muerte” con ubicacion en
Prolongacion Reforma, sin nimero. Estas fiestas
dan inicio el 31 de octubre con la peregrinacién y
el 2 de noviembre con actividades continuas.

En el municipio de Corregidora, el representante
de laiglesia de “La Santa Muerte” fue consagrado
obispo en el afio del 2011 en Pedro Escobedo,
quien a dia de hoy es encargado del nuevo templo
ubicado en la poblacion de la Negreta y a razon de
ello, el pastor comenta que tuvo que instruirse ain
mas para que los futuros seguidores de “La Nifia
Blanca” no se unan por moda, sino mas bien, por
fe. Es uno de los retos a los que se ha enfrentado
al llegar al municipio de Corregidora, la
aceptacion 'y el rechazado de las
personas. (Miguel, Pastor de la Iglesia de la Santa
Muerte en el municipio de Corregidora,
Querétaro, Julio 2022).

SONOS S



Imagen.1, Templo de la Santa Muerte en La Negreta, el Pueblito,
Corregidora, Querétaro a cargo del obispo Miguel.

Ademas, coment6 que cada templo lleva a cabo
sus propias practicas y/o rituales, pues depende
del enfoque en el que trabaje cada pastor. En su
caso, él sigue las préacticas de la cultura zoque, una
antigua etnia ubicada en Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas, que suele realizar ceremonias y ritos
prehispanicos para invocar la abundancia, la salud
y el bienestar de la comunidad originaria,
comenta, que desde hace mas de 5 mil afios.
(Miguel, Pastor de la Iglesia de la Santa Muerte en
el municipio de Corregidora, Querétaro, Julio
2022).

La forma de iniciacion en esta religion puede ser
muy variada, ya que hay quienes se hacen devotos
a esta figura por decepcion de su religion actual, o
hay quienes lo hacen para darle mas fortalezas a
sus creencias. Tal como lo explica una de los
informantes, donde en la entrevista menciona que
empez0 a finales del 2020: “Yo empecé hace un
afio, porque mira tengo mas hijos, pero mi hijo que
tiene el don empez6 mucho antes, ya que se
prepard y con su don puede ayudar a las personas
que lo necesitan” (Daniela, comerciante, El
Pueblito, Corregidora, Querétaro, Julio 2022).

Los colores y vestimentas tienen un gran
significado para los creyentes de esta religion, por
lo que, tal como coment6 la informante, ella
sugiere que se cambie la tunica de la figura cada
1° de cada mes, en simbolo de respeto. “Cada
primero de mes yo la cambio, le quito su tunica y
se la cambio, por ejemplo, ahorita en Semana
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Santa se cerrd porque son dias santos, la vesti de
morado y le tapé la cara de negro, porque se
respeta” (Daniela, comerciante, El Pueblito,
Corregidora, Querétaro, Julio 2022).

Todos los colores tienen un significado y
cada uno de ellos representa el hecho benefactor,
como lo podria ser el azul; que representa
sabiduria e inteligencia, es recomendada para los
estudiantes, la dorada o plateada; para la
abundancia y prosperidad, es recomendada para
trabajadores que buscan aumentar sus ingresos o
personas gque pasan por alguna crisis econdmica,
la tlnica negra; es para la proteccién total, para
evitar ser victima de algun “trabajo”, “magia
negra” o “malas vibras”, el rojo; es para el amor
y la pasion, la verde; esta relacionada para
solucionar problemas legales o relacionados con
la justicia, por ello se le conoce como “La Santa
Justa”, ya que, segun la explicacion de los
informantes: brinda su luz en donde hay
oscuridad. (Claudia, comerciante y seguidora, La
Negreta. Querétaro, Julio 2022)

Contexto cultural implicito

En esta segunda y Gltima parte de la investigacion
se aborda el contexto -cultural implicito,
basicamente referente al analisis del conjunto de
valores y representaciones simbolicas propias del
culto que son las proyectadas en la accion social.

Por lo que se refiere a un indice de poblacién
especifico, el culto a “La Santa Muerte” carece de
estas cifras, al menos de manera comprobable, no
obstante, la investigacion se llevé a cabo con los
datos de campo in situ, obtenidos de los
informantes en el Estado de Querétaro.

La integracion al culto, desde el testimonio propio

de los informantes se puede clasificar en los
siguientes aspectos:
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1. Por tradicion-costumbre impuesta. Uno de
ellos, mencion6é que su familia era
creyente desde hace mas de dos décadas y
asi fue como se inicié en el culto.

2. Por otro lado, la alucinacion religiosa o el
delirio mistico, ya que hubo informantes
que mencionaron haber sido parte de una
experiencia superior, donde estos fueron
Ilamados o elegidos por la imagen de “La
Santa Muerte” para ser un “médium”, una
via entre su don y la vida terrenal-
humana.

3. Ladecepcion de su religion. Hubo quienes
comentaron haberse sentido menos
abandonados e incluso sanados al
acercarse a la veneracién iconica de “La
Santa Muerte”.

Discusion y conclusiones

No obstante, los milagros o favores son
remunerados con ofrendas, los participantes lo
comentan con respeto y seriedad, e incluso temor,
uno de ellos menciond: “Si pides dinero asi, te da
las alternativas, pero eso si, cuando le pides algo
tienes que ponerle un cigarro diario o darle agua,
fruta, dulces, cerveza...Nosotros mismos nos
castigamos por prometer cosas que no podemos
cumplir”. (Juan, padre de familia, Emiliano
Zapata, Corregidora, Querétaro, Julio 2022).

Finalmente, otro de los puntos importantes para
reconocer, es que errbneamente se ha considerado
que la mayoria de seguidores de este culto son
criminales, narcotraficantes, los desviados, ya se
habia comentado, “los malos” que ponen en
peligro la seguridad publica. Ciertamente no lo es.
Asi  como son inexistentes las cifras que
contabilicen el numero de seguidores y/o
creyentes, también lo son las estadisticas que nos
puedan proporcionar informacién acerca de
cuantas personas dedicadas al hecho social
criminal son seguidores.
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El culto a “La Nifia Blanca” ha sido vinculado al
narcotrafico, una generalizacion si  bien,
descuidada, que no puede ser aplicada en todos los
contextos, por argumentos como el anterior es que
se pretende poner en tela de juicio si en verdad la
imagen de “La Santa Muerte” estd relacionada
unicamente con el narcotrafico, pues si bien no se
niega que pueda existir cierta aceptacion y
reconocimiento, esto no determina que sea un
culto exclusivo de ciertos criminales.

Ya lo comentaba Gaytan (2008) “Durante mucho
tiempo se creyd que s6lo aquellos que viven al
limite de su vida profesan tal creencia: policias,
narcotraficantes, prostitutas, delincuentes. Pero el
culto es transversal a distintos grupos sociales y
niveles socioeconomicos quienes ahora lo
muestran publicamente” (p. 40).

En conclusion, el culto a “La Santa Muerte”
contiene innumerables elementos de codigos
visuales, rituales y sistemas de creencias
heterogéneos, los cuales son el resultado de
diversos factores:

l. Debido al panorama religioso
en Meéxico, el cual fue
conformado por la interaccién
de sistemas diversos de
creencias y practicas religiosas

de origenes: indigena vy
cristiano, entre otros.
1. Practicas asociadas al

catolicismo 'y al caracter
individual de la actuacion
curativa de los curanderos, que
tiene un gran auge en nuestro
pais, como lo es la medicina
alternativa.

M. No existe un canon formal o
esquema litdrgico que limite la
variedad de préacticas de dicho
culto, en realidad, pretende ser
una practica libre de juicios
morales que acepte a sus
adeptos tal y como son,
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idealmente, sin  ninguna
distincion 'y  libre  de
imposiciones y ordenes.

IV.  Laimagen de la muerte (pues
como se explico) tiene diversos
significados  simbolicos e
interpretaciones dependiendo
el contexto y del sujeto que lo
interprete.

V. Finalmente, la cultura
globalizada ha facilitado su
creciente popularidad en esta
actual sociedad de hiper-
consumo, de ahi su aceptacion
0 desaprobacion con los
estandares morales
dominantes.
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Imagen. 4, Base de autobuses de la Negreta, Corregidora, Qro.

Imagen. 5, Exterior del templo de “La Santa Muerte” en el
municipio de Corregidora.

Imagen. 6, Interior del Templo de “La Santa Muerte”,
Corregidora, Qro.

Imagen. 7, Entrevista a Miguel, obispo del Templo de “La Santa
Muerte”, La Negreta, Corregidora, Qro.
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Bromatologia de Plantas Comestibles de Huimilpan
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Resumen. El propdsito de este estudio es realizar un anlisis quimico proximal de plantas comestibles del municipio Huimilpan,
para determinar materia himeda, materia seca, extracto etéreo, cenizas, proteinas, fibra cruda y extracto libre de nitrégeno. Se
hizo un muestreo y colecta de plantas ya reportadas como comestibles en la base de datos de la coleccién del Herbario de
Querétaro (QMEX) dentro de una zona de Huimilpan Ilamada Camino al Paraiso el dia 29 de junio del 2022. Se recolectaron
cinco especies de plantas comestibles: Mezquite (P. leavigata), Nabo (Brassica rapa), Verdolaga (Portulacea sp.), Quelite
(Amaranthus sp.) y Granjeno (Condalia velutina). En el laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias Naturales,
UAQ. Se realizaron los analisis quimicos proximales pertinentes para este estudio. El aprovechamiento registrado de las
muestras colectadas va desde Unicamente la alimentacion hasta la fabricacion de herramientas, tintura, medicina, combustible,
entre otros. El impulso del aprovechamiento de estas especies categorizadas como nativas fomenta su conservacion, lo que no
solo es beneficioso hablando de la disponibilidad, sino que su consumo tiene bajo impacto en el equilibrio ecolégico.

Palabras clave: Especies silvestres, etnoboténica, bromatologia, analisis quimico proximal.
Key Words: Wild species, ethnobotany, bromatology, proximate chemical analysis.

Abstract. The purpose of this study is to perform a proximate chemical analysis of edible plants from Huimilpan to determine
fresh matter, dry matter, ethereal extract, ash, crude fiber and free nitrogen extract. Sampling and collection of plants already
registered as edible in the database of the Queretaro Herbarium (QMEX) collection was carried out inside a zone of Huimilpan
called Camino al Paraiso the day 29 of june of 2022. There were collected five species of eddible plants: Mezquite (P. leavigata),
Nabo (Brassica rapa), Verdolaga (Portulacea sp.), Quelite (Amaranthus sp.) and Granjeno (Condalia velutina). At the laboratory
of Animal Nutrition there where performaced the proximate chemical analysis appropiate for this study. The approachment
reported comes from only food to the fabrication of tools, dye, medicine, fuel, among others. The promotion of the usage of this
species categorized as natives encourage their conservation, which it is not only beneficial talking about disponibility, but also
the consume has low impact at the ecological equilibrium.

viene siendo el producto de la interaccion de los
saberes culturales, sociales, tecnoldgicos y los
procesos ecoldgicos en el espacio y tiempo de
determinada regién. Su importancia radica en
rescate de saberes tradicionales que pueden ser base
para nuevas practicas, componentes y nuevos usos

Introduccion

La bromatologia, etimologicamente, se refiere a “la
ciencia de los alimentos” (Cortés Castillo &
Hernandez et al. 2010). Su definicion, aspectos o
enfoques han variado histéricamente de acuerdo con

las necesidades alimenticias del hombre. Son los
conocimientos sistematizados que evalian la
composicion quimica y los comportamientos bajo
diferentes condiciones. En pocas palabras y en lo
que respecta a este proyecto: analizar el contenido
nutrimental, tal como las proteinas, las fibras,
minerales, carbohidratos, azucares, entre otros. No
obstante, esta ciencia tiene en cuenta todos los
factores involucrados y puntos de vista con respecto
al estudio de los alimentos; por lo que es
multidisciplinar (Gutiérrez, 2000).

La etnobotanica, por su parte, es la manera en la que
se relacionan las plantas y el hombre. Esta relacion
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(Caballero & Cortés, 2001). La etnobotanica es
integrativa y multidisciplinaria, puesto que pueden
emplearse enfoques fitoquimicos, biotecnoldgicos,
médicos, bromatoldgicos (como es el caso) para la
aplicacion de estos conocimientos (Hernandez
Sandoval, et al. 1991). Se considera que,
evolutivamente, las plantas domésticas y cultivadas
sufren mas cambios en contraste a las plantas utiles
silvestres. Cabe resaltar que esto es debido a la
manipulacion de las poblaciones, pero no induce
diferenciacion genética, sino que se aprovecha la
plasticidad genética de las especies.
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Se consideran como plantas Utiles, todas aquellas
que tienen cierta funcionalidad para el hombre, tales
como fuente de alimento, materia prima de
productos, ornamentacion, etcétera. Se estima que
hay aproximadamente siete mil especies de plantas
utiles en México de las cuales, la mayoria son
comestibles. Es decir, las plantas Utiles representan
desde 1/5 hasta 1/3 del total de plantas vasculares
conocidas en el pais. Durante este proyecto se
evaluaran el contenido nutrimental de diferentes
plantas reportadas como comestibles en regiones
colindantes con el municipio de Huimilpan. Las
cuales, también, forman parte de la coleccion del
herbario y base de datos de Querétaro (QMEX).
Entre los cuales destacan los géneros Opuntia,
Agave, Citrus y familias como Amaranthaceae,
Solanaceae, también algunas cucurbitas y fabaceas
(Pardo, 2005).

Promover el conocimiento con respecto a la
biodiversidad de plantas comestibles nativas, le
brinda a la sociedad las herramientas necesarias para
buscar alternativas de alimentacion con la ventaja de
que estas especies van acorde a las condiciones
ambientales de la region. Promover su consumo,
ademas, permite disefiar estrategias de propagacion
y cultivo, disminuyendo el riesgo que pudieran tener
algunas especies de desaparicion. En cuanto al uso
de las plantas Gtiles, también existen estrategias y
practicas de proteccion de estas, algunas de ellas
involucran la exclusién de depredadores y la
remocion de competidores. Las diferentes formas de
manejo, manipulacion, la tolerancia, proteccion y
fomento de individuos permite aumentar la
disponibilidad de recursos vegetales silvestres. Para
ejemplificar esto, se puede mencionar que, en la
region centro de maya de Yucatan, Sabal mexicana
y S. yapa se utilizan diferentes formas de manejo
secuencial y simultdneamente; la palma de guano ha
sido cultivada en huertos familiares desde hace méas
de tres mil afios y actualmente es empleada como
techado de viviendas o artesanias. Destacando que,
hoy en dia, a causa de las deforestaciones, ha
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desaparecido casi por completo del medio natural
pero no en los huertos familiares, ya que una de las
practicas mas comunes ha sido dejarlas en pie una
vez se establecieron los huertos, a razén de que las
palmas de guano brindan proteccion a las plantulas
de guajolotes. Los mixtecos y nahuas de Puebla y
Guerrero, suelen llevar a cabo recoleccion selectiva
de Quelites, gracias a los saberes tradicionales
distinguen entre alaches o chipiles machos vy
hembras, recolectando Unicamente hembras ya que
sus hojas son mas anchas, suaves, de buen sabor y
no pubescentes. Ademads, obtienen Unicamente
hojas jovenes a manera de que se prevenga lo mas
posible el deterioro de la plantas.

De acuerdo con estudios llevados a cabo en
Querétaro, en La Barreta particularmente. Se han
encontrado 47 especies de plantas utiles
comestibles. Logrando posicionarlas en seis
categorias gastrondémicas: 11 quelites, ocho postres,
siete condimentos y salsas, cuatro bebidas, 16
golosinas, 15 frutas. Todas estas especies son
consumidas acorde a la temporada en la que se
formen las estructuras comestibles. Los quelites son
las Unicas que se consideran un recurso alimentario
relevante. A continuacion, se muestra una tabla con
plantas nativas, silvestres y comestibles reportadas
en Huimilpan (Martinez & Diaz, et al. 2021).

Estructura/s

Familia .
comestibles

Especie

Tallos florares
tiernos, savia

Asparagaceae Agave americana

Asparagaceae Agave salmiana Penca

Cactaceae Opuntia ficus- Cladodio,
indica penca, fruto

Cactaceae Opuntia Fruto
lasiacantha

Cactaceae Opuntia Cladodio,
streptacantha penca, fruto

Cactaceae Opuntia Cladodio, fruto
tomentosa

Portulacaceae Portulaca Tallos, hojas,
mexicana flores y semillas

Fabaceae Prosopis laevigata  Frutos
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Fig. 1 Tabla de Especies comestibles reportadas en
Huimilpan con familia y estructura comestible

Como puede constarse, las especies comestibles
reportadas dentro de Huimilpan son principalmente
Cactaceas y Asparagaceas. Por esto se consideran
también aquellas encontradas previamente en
regiones colindantes a Huimilpan para la colecta.

Objetivos

Identificar y reportar plantas comestibles del
Municipio de Huimilpan, Querétaro.

Realizar estudios bromatolégicos que permitan
analizar el contenido proteico, de carbohidratos,
fibras y minerales en plantas comestibles en el
municipio de Huimilpan, Querétaro.

Materiales y métodos

Tomando como referencia la base de datos de
plantas comestibles de la coleccion del Herbario de
Querétaro (QMEX) se hizo un listado de plantas ya
reportadas como comestibles en Huimilpan y
municipios colindantes. Se realiz6 el muestreo el dia
29 de junio, orientados por un locatario de la zona,
quien ademas de darnos un recorrido en las
cercanias de un sitio llamado Camino al Paraiso con
coordenadas 20°292" N 100°20'52" O; comento
acerca de los usos de aquellas plantas atiles que
fueron localizadas durante el recorrido. Se
recolectaron las siguientes especies: vaina de
Mezquite (P. laevigata), vaina y flor de Nabo
(Brassica rapa), Verdolaga (Portulaca mexicana),
Quelite (Amaranthus sp.) y fruto rojo del Granjeno
(Condalia velutina). Las cuales fueron preparadas,
se depuraron de las estructuras que no se consumen,
se pesaron en fresco y posteriormente se pusieron a
secar durante cuatro dias, en el caso de las vainas de
mezquite, cinco (Corona-Castuera, et. al. 2014).

Para las determinaciones del analisis quimico
proximal se utilizaron las metodologias sefialadas
en los manuales facilitados en los laboratorios. Cabe
mencionar que no se pudo determinar todas las
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muestras por todos los analisis, puesto que no se
contd con la cantidad suficiente para llevar a cabo
los procedimientos. Para la determinacion de la
Humedad y Materia Seca se utilizd el metodo de la
estufa de secado, en este caso, todas las muestras
fueron analizadas y se calculd de la siguiente
manera:

%H=100—<

%H
_ (Peso Muestra Himeda + Charola) — (Peso Muesrtra Seca + Charola

Peso Seco * 100 )
Peso de la Muestra Inicial

Peso de la Muestra Inicial
* 100

%Materia Seca = 100 — % H

Para la ceniza se hizo uso del método de
incineracién haciendo uso de los crisoles. No pudo
determinarse el fruto del Granjeno. Utilizando la
siguiente formula para realizar los célculos:

% = Peso de la muestra calcinada * 100

Peso de la muestra inicial

_ (Peso Crisol+Cenizas)—(Peso crisol a Peso Constante) , 100

%C

Peso de la Muestra Inicial

La determinacion de extracto etéreo se hizo en
extractor BUCHI y fue Unicamente del Quelite,
Verdolaga y el Mezquite. Se calculd de la siguiente

manera:

%EE
_ (Peso de Vaso Con Residuo Lipidico) — (Peso Constante del vaso) * 100

Peso de la Muestra

Todos los céalculos de las determinaciones de
analisis quimico proximal fueron promediados, se
obtuvo su desviacion estandar y su coeficiente de
variacion, finalmente se corrigid a base seca y base
himeda.

Resultados
Muestra %Materia % % Materia
Seca 552c Humedad Seca 1002C
Mezquite | 72.3262 27.6737  92.2485
Nabo | 4.8788 95.1211  93.9151
Verdolaga | 6.0024 93.9975  95.19431
Quelite | 12.9432 87.0567  95.2665
Granjeno | 49.0358 50.96418 -

Fig 2 Tabla de % MS a 552C, % Humedad % MS 100 °C
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Muestra % Fibra % Fibra
Cruda BS Cruda BH
Nabo | 16.5461 0.75813
Quelite | 14.3411 1.76834
Verdolaga | 11.6381 0.66499
Mezquite | 12.5231 8.35499

Fig 3. Tabla de porcentaje de Fibra Cruda en base
seca y base humeda

Muestra % E.E. en % E.E. en
BS BH
Quelite | 2.59658 0.32017
Verdolaga \ 2.29416 0.13108
Mezquite | 1.00810 0.67257

Fig. 5 Tabla de Extracto Etéreo (lipidos) en base

seca y base hiumeda

Muestra Extracto Libre
De Nitrégeno
Quelite | 32.6650
Verdolaga | 35.3347
Mezquite | 75.4127

Fig. 7 Tabla de Extracto libre de Nitréogeno
Discusion y conclusion

Durante siglos, la alimentacion humana se ha
basado en préacticas y conocimiento empirico,
encontrando asi, formas de cubrir estas
necesidades. Eventualmente se fueron
incorporando puntos de vista, datos y otras ciencias
que permiten facilitar el entendimiento de los
alimentos. Las consideraciones cientificas resultan
ser empefios relativamente recientes, pese a que
hay antecedentes desde la época de Hipdcrates,
cuyos fundamentos se basaron en los trabajos de
Lavoisier, adquieren cierto apogeo a partir de los
descubrimientos de Pasteur. Es en ese momento,
que se considera el punto de partida de la ciencia
bromatoldgica.

Sélo se encuentra informacion relevante sobre
analisis quimico proximal del mezquite
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Muestra % Cenizas % Cenizas
en BS en BH
Nabo 7.57366 0.36950
Quelite 20.8558 2.69943
Verdolaga 25.7333 1.54462
Mezguite 3.76884 272586

Fig. 4 Tabla de Ceniza (minerales totales) en base

seca y base himeda

Muestra % Proteina % Proteina
Cruda BS Cruda BH
Quelite 29.5413 3.64262
Verdolaga 26.9270 1.53859
Mezquite | 7.28720 4.86177

Fig. 6 Tabla de Proteina Cruda en base seca y base

Humeda

Existe informacidn con respecto de las variaciones
segun si fue periodo de poda o no poda con
respecto a los dias de fructificacion. Los valores
reportados sobre humedad, cenizas, extracto
etéreo, fibra cruda y proteina son ligeramente
distintos a los expuestos durante este reporte, esto
se debe a que para la investigacion realizada no se
considerd este aspecto ademas de que se trata de
Prosopis glandulosa. Las determinaciones
enfocadas a nuestras especie y/o géneros de interés
son mas comunmente respecto a harinas a base de
estas plantas. Por lo que se considera relevante esta
informacidn presentada a lo largo del reporte.

Por otro lado, se deben de tener en cuenta que estas
determinaciones pueden sobre o subestimar el
contenido nutricional. Como lo podria ser en el
caso del Extracto Etéreo donde la verdolaga y el
quelite al tener gran cantidad de pigmentos, son
estos los que representan un valor significativo
dentro del porcentaje. Otro ejemplo es en la fibra
cruda donde durante la digestion se pierde parte de
la lignina presente ademéas de que durante el
procedimiento se suelen solubilizar las paredes
celulares lo que ocasiona que se subestime. En la
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determinacion de humedad, se sobreestiman los
alimentos con gran cantidad de compuestos
volatiles ya que al perderse se consideran como si
fueran H20. Mientras que en el caso de los
minerales totales igualmente se sobreestiman a
causa de que se pueden incluir contaminantes
como tierra, polvo, arena, etc. EI Extracto Libre de
Nitrogeno es el valor més inexacto es subestimado
ya que las fracciones que lo componen estan
sobrestimadas.
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Galeria Fotografica:

Imagen 1. Sitio donde se llevé a cabo el muestreo. Imagen 2. Crisoles en desecador con 2.5 g de

muestra
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Imagen 3y 4. Parte del procedimiento para la determinacién de Extracto Etéreo

Imagen 5y 6. Parte del procedimiento para la determinacion de Proteina Cruda




Violencia hacia las
Mujeres en Espacios
Publicos en
Uriangato
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Resumen

En la presente investigacion se describe la manera
en la que se ven afectados los usos que las mujeres
hacen del espacio publico a partir de la relacion
existente entre las pautas de comportamiento que
forman parte de la cultura patriarcal, el acoso
sexual callejero y las medidas de seguridad que
como consecuencia emplea la poblacion femenina.
El método utilizado es la criminografia cultural en
el contexto del municipio de Uriangato,
Guanajuato. A través tanto de la recopilacion de
informacion de gabinete como de la exploracion de
campo, fue posible constatar que incluso cuando el
espacio publico se plantea como una dimension
inherente al desarrollo personal y social de las
mujeres, a partir de las variables mencionadas
dicho espacio se constituye de forma mas reducida
para su desarrollo en los distintos &mbitos de su
vida.

Palabras clave: Cultura, patriarcado, espacio
publico, medidas de seguridad, pautas de
comportamiento, acoso sexual callejero, violencia de
género.

Abstract

This research describes the way in which the uses
that women make of public space are affected
based on the relationship between the patterns of
behavior that are part of the patriarchal culture,
street sexual harassment and the measures of
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security that as a consequence uses the female
population. The method wused is cultural
criminography in the context of the municipality of
Uriangato, Guanajuato. Through both the
collection of cabinet information and the field
exploration, it was possible to verify that even
when the public space is considered as an inherent
dimension of the personal and social development
of women, based on the variables mentioned, said
space constitutes in a smaller way for their
development in the different spheres of their lives.

Keywords: Culture, patriarchy, public space, security
measures, behavior patterns, street sexual harassment,
gender violence.

Introduccion

En la presente investigacion se indagara acerca de
la relacion entre las pautas de comportamiento que
forman parte de la cultura patriarcal, el acoso
sexual callejero, las medidas de seguridad
asumidas por la poblacién femenina y el impacto
que ello genera en el uso de los espacios publicos
por las mujeres. Para ello se recurrira a la
criminografia cultural como método, el cual
incluird tanto la investigacion de gabinete como la
entrevista abierta e historia de vida como
herramienta para la recopilacion de informacion.

Objetivo:

Describir la manera en que se relacionan las pautas
de comportamiento establecidas por la cultura
patriarcal en las mujeres, las formas de acoso
sexual callejero y las medidas de seguridad
empleadas por la poblacion femenina con la
manera en que ésta hace uso del espacio pablico en
contextos de violencia de género en Uriangato, en
el afio 2022.

Metodologia

El método empleado sera la criminografia cultural
debido a que permite el abordaje del tema de
investigacion desde un enfoque tanto cuantitativo
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como cualitativo. ElI primero de los enfoques
contiene la recoleccion de datos duros del contexto
general y particular de la problemética abordada,
lo cual brindara el conocimiento sobre los factores
sociales, culturales y econdmicos, ademas de los
datos acerca de la incidencia delictiva y la
criminalidad relacionadas con el fenémeno
estudiado. Por otro lado, el segundo enfoque
consiste en la valoracion de las experiencias,
percepciones, sentimientos y valores concernientes
a la problematica referida que conforman el
contexto cultural implicito y que se han
desarrollado a lo largo de la vida de las
informantes, viéndose reflejados en el contexto
diacronico-sincronico que se revisara.

Contexto general

Como punto de partida es fundamental contemplar
algunas de las caracteristicas del contexto general
en el pais que se encuentran vinculadas con el
objeto de estudio de esta investigacion y que
forman parte del espacio publico en el cual se
desarrolla parte de la cotidianidad, estilos de vida,
usos y préacticas de las mujeres, mismas que se ven
influidas por las circunstancias descritas en las
cifras proporcionadas a continuacion.

La prevalencia de violencia comunitaria a lo largo
de la vida de las mujeres es de 38.7% y de 23.3%
en los ultimos doce meses registrados de acuerdo
con el Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI) (2017, p. 11). A su vez 34.3%
de la violencia que se registra en este ambito es de
tipo sexual a lo largo de su vida, mientras que de
20.2% en los Gltimos doce meses, de forma tal que
es el tipo de violencia con mayor prevalencia en el
ambito comunitario (INEGI, 2017, p. 24).

Los espacios en los que se ejercid violencia
comunitaria contra las mujeres en los Gltimos doce
meses fueron: la calle y el parque con 65. 3%,
microbus con 13.2%, el metro con 6.5% vy
finalmente en sitios como el mercado, plaza, calles
en las que se instalan mercados ambulantes mas
pequefios conocidos como tianguis, asi como
centros comerciales con 5.2%. Consecuentemente
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las agresiones sufridas por las mujeres en dichos
sitios fueron principalmente de tipo sexual con
66.8%, consistiendo en conductas como piropos
groseros u ofensivos, intimidacion, acecho, abuso
sexual, violacion e intento de violacién (INEGI,
2017, p. 26).

Algunas de las reacciones que se reconocen como
consecuencia de la violencia recibida por las
mujeres en relacioén con el espacio publico tiene
que ver con acciones tomadas que pueden ser
justificadas debido al hecho de intentar proteger e
incrementar su seguridad. De esta forma se registra
que 48% de la poblacion de 18 afios y mas cambid
sus habitos sobre caminar por los alrededores de su
vivienda, pasadas las ocho de la noche; 46.5%
realizd6 modificaciones en lo referente a permitir
que sus hijos menores salgan de su vivienda y
30.3% alterd sus rutinas relacionadas con visitar
parientes o amigos (INEGI, 2022, p. 16). Aunado
a este aspecto hubo una disminucidn en actividades
como ir al cine o al teatro, salir a comer, ir al
estadio, usar transporte publico, viajar por
carretera a otro estado o municipio, frecuentar
centros comerciales, llevar teléfono movil o celular
e ir a la escuela (INEGI, 2021, p. 55). En dichas
conductas se puede notar una disminucion del uso
del espacio publico al dejar de hacer actividades
que lo involucran.

Con respecto al objeto de estudio de la presente
investigacion, resulta sustancial rescatar que en lo
relativo a los roles y estereotipos de género, 47.6%
de las mujeres opina que aquellas que trabajan
descuidan a sus hijos e hijas, mientras que 69.6%
de éstas piensa que las mujeres deben ser igual de
responsables que los hombres en traer dinero a la
casa (INEGI, 2017, p. 51). Lo cual contiene una
transicion importante hacia la legitimidad del uso
del espacio publico por las mujeres al llevar a cabo
actividades productivas, las cuales pueden surgir
en el espacio publico o bien éste puede ser una
parte del medio transitado para la realizacion de
sus actividades laborales.

Respecto de lo registrado por encuestas sobre
actividades y uso del tiempo que involucran
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ambitos del espacio tanto publicos como privados
las actividades a las que las mujeres destinan
mayor cantidad de horas a la semana en contraste
con el tiempo destinado por los hombres son
actividades de estudio, asi como de convivencia
familiar y social (INEGI, 2019, p. 30). Mientras
que la asistencia a eventos culturales, deportivos y
de entretenimiento se observo el mismo promedio
de horas utilizadas por semana tanto por hombres
como por mujeres (INEGI citado en Flores, 2020,
p. 305). Lo cual habla de una actividad que en gran
medida implica el aumento en la apropiacion del
espacio publico hasta ser mas paralela entre ambos
géneros.

Contexto particular

Aunque la presente investigacion se realiza
concretamente en Uriangato el registro estadistico
del municipio es limitado, por lo que se recurri6 a
cifras del Estado al que pertenece, no obstante, es
necesario sefialar algunos de sus datos
sociodemogréficos méas importantes. Segin el
INEGI (2020, s/p) el municipio de Uriangato se
encuentra ubicado en las siguientes coordenadas:
longitud 101°12'43.20"W, 101°04'48.00"W, y
latitud 20°02'04.20" N, 20°12'01.08" N; ocupa el
0.38% de la superficie del Estado de Guanajuato,
cuenta con 44 localidades y su poblacion total es
de 61,494 personas registradas hasta el 2020.

Como parte del abordaje del contexto particular es
relevante tomar como punto de partida la
percepcién social sobre inseguridad publica de
Guanajuato, que es de 67.8% (INEGI, 2022, p. 2).
Posteriormente se requiere recorrer las condiciones
locales en lo relativo a las conductas delictivas que
presentan una mayor relacion e implicacién con la
violencia de género. De acuerdo con tal premisa se
retoma el registro de las siguientes cifras respecto
a delitos cuyas victimas son predominantemente
mujeres: 7 feminicidios; 107 presuntas victimas
mujeres de homicidio doloso, con lo cual
Guanajuato ocupa el primer lugar con relacion al
resto de las entidades federativas; 153 presuntas
victimas mujeres de homicidio culposo, ocupando
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nuevamente el primer lugar en esta categoria; 2107
presuntas victimas mujeres de lesiones dolosas,
ocupando el segundo lugar en este apartado; asi
como 109 presuntas victimas mujeres de
corrupcion de menores, categoria en la cual
Guanajuato también ocupa el primer lugar acorde
al Secretariado Ejecutivo del Sistema Nacional de
Seguridad Publica (SESNSP) (2022, p. 14-28).

De acuerdo con la Encuesta Nacional sobre la
Dindmica de las Relaciones en los Hogares el
promedio de violencia contra las mujeres en
Guanajuato es de 63.2%, siendo ligeramente
menor al porcentaje nacional; mientras que en lo
referido a la violencia escolar contra las mujeres el
porcentaje es de 25.2, de forma muy paralela al
porcentaje nacional; en tanto que la violencia
laboral contra las mujeres es de 25.4% (INEGI,
2017, p. 10).

Y debido al tema central de la presente
investigacion se debe considerar que en el Estado
de Guanajuato el porcentaje de violencia
comunitaria contra las mujeres es de 37.8, siendo
apenas un punto por debajo del porcentaje nacional
(INEGI, 2017, p. 25). A partir de los datos
proporcionados se puede verificar que Guanajuato
contiene alta incidencia en delitos que causan gran
dafo social y particularmente que pueden guardar
una relacién con la violencia de género, cuya
ocurrencia involucra factores tanto del espacio
privado como del publico, siendo este Gltimo un
punto de interseccion que concierne a esta
investigacion.

Contexto diacronico-sincronico

Un aspecto en comun en las narrativas de las
entrevistadas indica que pasaron los primeros afios
de su vida, aproximadamente hasta la edad en que
se cursa la primaria (6 anos), desarrollando sus
actividades cotidianas dentro de sus hogares.
Salian muy esporadicamente solo con la finalidad
de comprar alimentos en una tienda cercana como
lo indica una de ellas: “todo el tiempo estaba
adentro, si nada méas cuando ella (su prima) iba,
que ibamos a comprar alguna cosa, algunas
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Sabritas (alimento que se consume como botana o
refrigerio), una paleta, era de que saliamos, pero
casi siempre estdbamos en la casa” (Sofia,
vendedora, julio de 2022); otro motivo para salir a
la calle segun Sofia (vendedora, julio de 2022)
consistia en realizar actividades de juego y
esparcimiento con nifios de su edad, siendo éstos
familiares  suyos, primos y  hermanos
especificamente, sin embargo dicha actividad se
mantenia limitada a la calle donde estaba ubicada
la casa donde residian y dependia en gran medida
de compartir el vecindario con otros nifios de su
edad, lo cual redujo dicha practica, ya que en la
mayor parte de los casos las entrevistadas vivian en
colonias habitadas predominantemente por
adultos.

Hasta este punto se observa que el uso del espacio
publico como lugar de encuentro y socializacién
era reducido y generaba poca interaccion vy
conocimiento tanto de los miembros de su
comunidad como de los espacios a su alrededor, la
interaccidn social se desarrollaba primordialmente
en el entorno privado del hogar, lo cual tiene
repercusiones en relacién con la cohesién social
vivida por ellas en ese momento de sus vidas, ya
que: “La apropiacion de los espacios publicos
puede conducir a un cierto apego a dichos lugares
y a crear mayores oportunidades de tener contacto
y, con ello, generar una mayor cohesion social”
(Flores, 2020, p. 300). Hecho social que se puede
observar disminuido con mayor frecuencia en las
mujeres, al tener durante las primeras etapas de sus
vidas una participacion reducida en las practicas
que tienen lugar en el espacio publico.

Dentro de la dindmica del juego también resultd
evidente en todas las entrevistadas que sus
practicas constituian una imitacion de algunas
labores reproductivas desempefiadas
tradicionalmente por el género femenino dentro de
la cultura patriarcal, por lo que desde esta etapa se
identifica una dinamica que propicia en ellas el
conocimiento sobre tales conductas, tal como lo
expresa una de las entrevistadas:
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Recuerdo que con mi hermana la que sigue
después de mi nos llevabamos muy bien y
siempre nos la pasabamos jugando todo el
diaala comidita o a que yo eramamay ella
también era otra mamay nuestras hermanas
las mas chiquitas eran nuestras hijas
(Magui, estudiante, julio de 2022).

Tales valores, dinamicas y pautas de
comportamiento que se replican en el hogar como
parte de los roles de género, generan un esquema
que afecta la presencia de las mujeres en el espacio
publico debido a: “La fuerte division sexual del
trabajo que persiste y sitla a las mujeres en el
espacio privado y reproductivo del hogar y a los
hombres en el espacio publico y productivo” (Soto,
2018, p. 17). Es asi que el juego en este caso
constituyd un medio para el conocimiento y la
posible (no determinante) introyeccién de las
practicas de género con posterioridad en su vida
adulta.

De esta forma se reconoce un patron en el que
segun Magui (estudiante, julio de 2022) durante su
infancia, su reducida presencia en entornos
publicos se encontraba delimitada por las
siguientes practicas: asistir al mercado, ademas de
a negocios familiares de venta de ropa para
colaborar trabajando, asi como visitar a
comparfieras de clase para llevar a cabo tareas
académicas; de forma tal que el uso del espacio
publico fue principalmente como de conectividad
entre destinos.

Con posterioridad a las experiencias hasta ahora
registradas, se puede identificar que aunque su
socializacion fuera de la esfera familiar comenzé a
ampliarse durante la primaria (de los 6 a los 12
afios aproximadamente), fue a partir de la
secundaria (de los 12 a 15 afios) y preparatoria (de
los 15 a 18 afios) que aumentd el uso de espacios
publicos como lugar de encuentro y socializacion
entre personas de su misma edad que ya no eran
necesariamente sus familiares, tal como lo describe
una de ellas: “me gusté porque era cuando ya
empezabamos a salir ya estdbamos mas grandes y
empezabamos a salir mas a la calle. Ahi si ya nos
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dejaban ir con las amigas un rato al jardin” (Rosa,
comerciante, julio de 2022). Por lo tanto, se
reconoce la importancia del espacio inclusive
como un recurso que permite el desarrollo
individual de la identidad en conjunto con la
colectividad a lo largo de sus experiencias e
historias personales.

Contexto cultural implicito

Un aspecto que se debe enfatizar es el
requerimiento de la compafiia para hacer uso de los
espacios publicos que mencionan las entrevistadas
durante toda su vida, en primer lugar, con
hermanas u otros familiares y posteriormente con
amigas 0 parejas, caracteristica que permanece
hasta la actualidad y en gran medida se sustenta en
que:

En las plazas, parques y paseos es donde
ellas se perciben mas como acompafiantes
de familiares u otras personas, porque
tampoco son un destino privilegiado a
donde ir sin compafiia, lo mismo pasa con
los lugares  semicerrados, como
restaurantes, cafés, bares, cines y centros
nocturnos, donde la presencia de una mujer
sola enuncia disponibilidad para quien
desee abordarla (Zufiga, 2014, p. 84).

Respecto de las diferentes formas de acoso sexual
callejero, se encontr6 que las entrevistadas han
sufrido de cada uno de sus tipos, los cuales
incluyen miradas, contacto o intimidacion fisica,
asi como verbal, sin embargo las miradas son las
que se presentan con mayor frecuencia haciendolas
sentir incomodas al transitar por ciertas calles,
jardines publicos e incluso lugares de encuentro
como cines o cafés, tal como se indica: “Pues
cuando anda uno en la calle si, a veces si pues, han
hecho comentarios como que te hacen sentir
incbmoda o miradas como que si te incomodan”
(Ana, vendedora, julio de 2022.

No obstante es relevante advertir que pese a las
sensaciones  negativas  surgidas ante la
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intimidacion que sufren a través de miradas y
comentarios, todas las mujeres entrevistadas
coincidieron en que su reaccion es ignorar tales
situaciones y que Unicamente ante las experiencias
que implican mayor acercamiento hacia sus
cuerpos o la amenaza de una accién posterior mas
grave, suelen emplear medidas de seguridad, de lo
contrario dichas conductas parecen no afectar a
largo plazo sus actividades y su forma de ejercerlas
en el espacio publico.

Aunque la frecuencia con que se presentan tales
formas de acoso puede conducir a su
normalizacion, no por ello dejan de ser un
elemento del espacio que afecta en distintos
niveles la actividad de las mujeres en él debido a
que la restringen: “A la mujer se le segrega de los
espacios publicos al no permitirsele circular
libremente, en la medida en que se invade su
privacidad mediante contactos fisicos no
consentidos, o se le violenta de forma verbal
cuando no fisica” (Paramo y Burbano, 2011, p. 67).
Esta dinamica de agresion hacia las mujeres
contiene caracteristicas que conforman una
practica de violencia de género que propicia la
inclinacion de las mujeres a que el espacio publico
sea primordialmente un lugar de conectividad
entre destinos y de extension de las actividades del
ambito reproductivo.

Las pautas de comportamiento también son
desplegadas en la relacién de los usos-horarios por
las mujeres, reflejandose en su preferencia por
transitar durante horarios en los cuales los sitios
son concurridos debido a que aumenta la
posibilidad de recibir ayuda en caso de
experimentar una situacion de inseguridad, aunado
al hecho de evitar lo mas posible transitar en
espacios publicos durante la noche y en sitios
alejados de sus residencias. Por otro lado, se
constata la apropiacién del espacio publico por las
mujeres en la medida en que reconocen los riesgos
a los que se enfrentan, pero los asumen al
desarrollar parte de su cotidianidad a traves del
constante contacto con el espacio publico en sus
actividades tanto productivas como reproductivas,
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como lo menciona una entrevistada: “De vez en
cuando si también vamos porque de todos modos
cémo te diré donde quiera hay pues inseguridad,
donde quiera que vayas vas a correr riesgos y pues
tienes que salir” (Rosa, comerciante, julio de
2022).

La constante interaccion que se reitera suscita
hacer un andlisis de los procesos simbdlicos
surgidos en dichos escenarios, tales como los
considerados por Suri (2017, p. 157) en lo
concerniente a la naturalizacion de relaciones de
poder en dichos espacios, la consideracion neutral
de la presencia de ciertas personas en relacion con
sus actividades bajo ciertos horarios, asi como la
exposicién y ocultamiento del cuerpo.

Discusion y conclusiones

Los contextos de violencia de género,
particularmente de acoso sexual callejero y las
pautas de comportamiento que forman parte de la
cultura patriarcal establecen una relacion que
disminuye los ambitos en los que las mujeres
incorporan el uso de los espacios publicos a su
cotidianidad y conllevan a medidas de seguridad
que las mujeres emplean como parte de su
actividad en dichos entornos al ser una parte
inherente a su desarrollo personal y social.
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ABSTRACT

Adiponectin is an adipocytokine synthesized and
secreted exclusively by adipose tissue, in addition to
being one of the hormones with the greatest insulin-
sensitizing properties. However, the alteration of it
is affected when an individual raises his BMI (body
mass index) since his adipose tissue increases. The
objective of this research was to describe the bases
of the epigenetic regulation of the adiponectin gene
in adipose tissue. Overweight and obese patients
(BMI greater than 30) and patients with normal
weight (BMI less than 30) were included, since in
them it was possible to see the difference in adipose
tissue present. The patients were classified,
performing a DNA extraction. Then, a
standardization with 2 controls was recorded to
continue with the adiponectin methylation PCR.
Our results indicate that upon sodium bisulfite
conversion of all DNA samples with the Kkit,
unmethylated cytosines change to uracils, while
methylated cytosines remain unchanged, which is
because a person with Obesity prevents the
existence of an adequate concentration of
adiponectin, that is, a low level, while a person with
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normal weight has a high concentration of
adiponectin.

Key words: Adiponectin, adipose tissue, DNA,
obesity, epigenetic regulation.

RESUMEN

La adiponectina es una adipocitoquina sintetizada y
secretada exclusivamente por el tejido adiposo,
ademas de ser una de las hormonas con mayores
propiedades sensibilizadoras de la insulina. Sin
embargo, la alteracion de ella se ve afectada cuando
un individuo eleva su IMC (indice de masa corporal)
ya que aumenta su tejido adiposo. El objetivo de esta
investigacion fue describir las bases de la regulacion
epigenética del gen de adiponectina en el tejido
adiposo. Se incluyeron pacientes con sobrepeso y
obesidad (IMC mayor a 30) y pacientes con peso
normal (IMC menor a 30) ya que en ellos se logré
ver la diferencia de tejido adiposo presente. Se
clasificaron los pacientes, realizando una extraccion
de DNA. Después, se registrd una estandarizacion
con 2 controles para continuar con la PCR de
metilacion de adiponectina. Nuestros resultados
indican que al momento de la conversion por
bisulfito de sodio de todas las muestras de DNA con
el kit de que las citosinas no metiladas cambien a
uracilos, mientras que las citosinas metiladas no se
modifican, lo cual se debe a que una persona con
obesidad impide que exista una concentracion
adecuada de adiponectina, es decir, un nivel bajo,
mientras que un persona con peso normal cuenta con
una alta concentracion de adiponectina.

Palabras claves: Adiponectina, tejido adiposo,
DNA, obesidad, regulacion epigenetica.

INTRODUCCION

La mayoria del tiempo muchas personas no nos
cuestionamos los alimentos que consumimos y eso
afecta a nuestro cuerpo, tanto fisicamente,
emocionalmente e incluso quimicamente, un claro
ejemplo es que cada vez existen mas alimentos con
niveles caloricos elevados y grasas saturadas, lo cual
genera que el numero de personas que desarrollen
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sobrepeso u obesidad tiene un aumento exponencial,
debido a esto la obesidad es considerada no solo un
problema estético sino que también médico, debido
a la cantidad de enfermedades que desencadena, ya
que muchas personas solo se quedan por el lado
visual en donde se preocupan mas por toda la
cantidad de grasa corporal que al final de cuentas es
un exceso de tejido adiposo perjudicial para nuestra
salud.

A lo largo de los afios el tejido adiposo fue
considerado principalmente como un reservorio de
lipidos, asimismo como un tejido endocrino ya que
produce y secreta péptidos con diferentes efectos
que ejercen su accion en tejidos, puesto que sintetiza
la leptina y adiponectina las cuales son de las
principales encargadas de generar una homeostasis
energética en nuestro cuerpo, pero como era de
esperarse al momento de que una persona que tenga
obesidad desarrollard una codificacion a dichas
encargadas, es decir, afectando las en su funcion.
Debido a lo anteriormente mencionado la
adiponectina es un factor primordial en la
regulacién del peso corporal de las personas por lo
que se debe de tener mucho cuidado con los niveles
de ella, por esta razon es que uno se percata de la
importancia de la presente investigacion para
comprender mejor que existen diversos factores
presentes en el gen de adiponectina en el tejido
adiposo.

OBJETIVOS

e Describir las bases de la regulacion
epigenética del gen de adiponectina en el
tejido adiposo.

METODOLOGIA

Existen diferentes parametros iniciales para la
realizacion de la investigacion, entre los cuales
destacan el tejido adiposo a trabajar es el tejido
adiposo visceral (TAV), el cual es un tejido graso
localizado en una region profunda del abdomen y
alrededor de los 6rganos internos, (Tejido adiposo
visceral | Clinical Info, s. f.) la razon por la que
trabajamos con dicho tejido es que el incremento o
disminucion de adiponectina solo se produce en la
adiposidad visceral mas no en la subcutanea.
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Asimismo, requerimos un pardmetro estandarizado
de cuantificacion de dicha grasa corporal para
garantizar la presencia o carencia de adiponectina,
segun sea el caso del sujeto.

Por lo tanto, nos basamos en el IMC (indice de masa
corporal) y la relacion que tiene sobre el estado
fisico de los sujetos, por ello es que se realizd una
clasificacion pertinente de los sujetos de acuerdo
con su IMC que nosotros tomaremos como base
(tabla 1), debido a que existe una clasificacion
establecida por la OMS como se puede observar en
latabla 2.

Clasificacion de acuerdo al IMC
Condicion IMC [_ﬂg_)
Persona Normal Menor a 30
Obesidad Mavor a 30

Tabla 1: Clasificacion para el diagndstico de peso normal y
obesidad en la poblacion establecida por los investigadores.

Clasificacion de IMC segun la OMS

Condicion IMC (_ng_)

Bajo peso Por debajo de 185
Peso normal 185-2409
Sobrepeso 250-299
Obesidad clase 1 300-340
Obesidad clase IT 35.0-3409

Obesidad clase I11 Por encima de 40

Tabla 2: Clasificacion para el diagndstico del estado fisico
en la poblacién segln la OMS. (World Health Organization,
2010).

Dicha diferencia de clasificacion de estado fisico de
los sujetos radica en que en la forma nimero 1 nos
permite tener un mayor campo de analisis y asegurar
un margen de error con respecto a la
proporcionalidad de tejido adiposo existente en cada
sujeto.

Conociendo los diferentes parametros iniciales
podemos continuar con la cronologia de la
regulacion epigenética del gen de adiponectina en
tejido adiposo.
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1. Extraccién de DNA

Con respecto a la extraccion de DNA de la
investigacion, se realizO tiempo antes e
independientemente debido a que es un proceso
demasiado demandante e indispensable, puesto que
se emplean Kits y buffers especificos para lograr
conseguir una muestra limpia de impurezas.

Se realizaron varias extracciones exitosas de DNA,
las cuales se pueden observar en los carriles 3, 4, 5,
6 y 7 de la figura 1, mientras que en la figura 2
corresponden a los carriles 6, 7y 8.

Fig. 1 Extraccion de DNA.

Fig. 2 Extraccion de DNA.

2. Proceso de estandarizacion del promotor
de adiponectina

En esta parte se realiza una PCR especifica de
metilacién para analizar el estado de metilacion de
los dinuclettidos preseleccionados en la region
promotora del gen de adiponectina, en la cual se
estandarizaron diferentes parametros como las
temperaturas y tiempos.

Para dicha estandarizacion se implemento el AllTaq
Master Mix Kit con un control negativo y una
muestra aleatoria como control positivo, puesto que
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lo que realmente nos interesa es saber que el proceso
a realizar sea el correcto y de igual forma que el
control negativo no exista una amplificacion
mientras que en el positivo si se logre apreciar.
Como se mencion0 anteriormente se realizara la
prueba PCR para dos reactivos por lo que eso sera
la base de la proporcionalidad que indica el AllTaq
Master Mix Kit, sin embargo un punto a resaltar es
que debido a que las cantidades son demasiado
diminutas se recomienda tener un esquema de error
al momento de la experimentacion. Tal como se
muestra en la tabla 3.

Proporcionalidad reacciones-AllTaq Master
Mix Kit

Nimero de reacciones | Factor agregado

Menor a 5 reacciones + 0.5

Mayor a 5 reacciones + 1

Tabla 3: Proporcionalidad de reacciones como margen de
error.

Por lo tanto, se tuvieron que realizar los pertinentes
calculos con una proporcionalidad de 2.5 con la
configuracion de reaccion de AllTag Master Mix
Kit la cual se muestra en la tabla 4, dejando ese 0.5
COMO un seguro anti errores.

Establecido 1 reaccién | 2.5 Reacciones
Componente | Volumen' | Concentracion
reaccion final
AllTag Master Sul 1z Sul 12.5ul
Mix

Primer A Variable 0.25pM 0.5ul 1.25ul

Primer B Variable 0.25pM 0.5pl 1.25ul
Agua libre de 0.16pl Ix 3nl 7.5ul

nucleasa
Volumen total 20ul - 9l 22.5ul
de Ia reaccion

Tabla 4: Configuracion de reaccion para AllTagq Master Mix
Kit.

Posteriormente, se depositd 9(11] de Master Mix y
1000 de muestra (control + y control -),
respectivamente en los contenedores.

Luego se programo el termociclador de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, utilizando la
siguiente configuracion (tabla 5).
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Paso Tiempo | Temperatura
Activacion PCR inicial 2 min 95°C
Desnaturalizacion 3s 95°C
Alineamiento 13 55°C
Extension 10s 12°C
Numero de ciclos 40

Tabla 5: Condicién 1 de ciclo de AllTaq para amplicones
menores a 1 kbp.

Luego se realiza un analisis electroforético de los
productos de PCR obtenidos en gel de agarosa al
1.5%, el cual permite un rango de resolucion de 200
bp - 4 kb y tefiido con el buffer TAE 50X.

3. PCR de metilacion de adiponectina

3.1. Reconstruccion de

Oligonucledtidos

Se reconstruyen los  oligonucledtidos  de
adiponectina para que se encuentren a una
concentracion de /00171 agregando la respectiva
cantidad de agua libre de nucleasa especificada en
el envase correspondiente y después se colocan en
la centrifugadora.

3.2.  Conformacién de muestras

De las diferentes  reconstrucciones  de
oligonuclettidos Unicamente se tomaron /000111y
se agreg6 95011 de agua libre de nucleasa, dando un
volumen final de 70011 en cada muestra.

Determinacion de factor de
proporcionalidad de reacciones

En total se realizaran 10 reacciones:
e 4 reacciones de adiponectina en altas
concentraciones.
e 4 reacciones de adiponectina en bajas
concentraciones.
e 2 controles negativos.
Por lo tanto, se tuvieron que realizar los pertinentes
calculos con una proporcionalidad de 11 para la
configuracion de reaccion de AllTag Master Mix
Kit la cual se muestra en la tabla 6.

3.3.
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Establecido 1 reaccion | 11 Reacciones
Componente | Volumen' | Concentracion
reaccion final
AllTag Master Sul 1x Sul 55ul
Mix

Colorante 0.16pl - 0.1epl 1.76pl

Primmer A Variable 0.25pM 0.5ul 5.5ul

Primer B Variable 0.25pM 0.5ul 5.5ul
Agua libre de 0.16pl Ix 2.84pl 31. 24l

nucleasa
Volumen total 20ul - Sul 99ul
de la reaccion

Tabla 6: Configuracién de reaccion para AllTag Master Mix
Kit.

Posteriormente, se depositdé 911 de Master Mix y
10007 de muestra, respectivamente en los
contenedores. Dando como resultado 10 muestras,
tal como se observa en la figura 3.

b, L/ 'S 3 A e il
Fig. 3 8 muestras de adiponectina en altas y bajas
concentraciones y 2 controles.

3.4.  Programacion del termociclador

Luego se program0 el termociclador de acuerdo con
las instrucciones del fabricante, utilizando la
siguiente configuracion 2 (tabla 7 y figura 4).

Paso Tiempo Temperatura
Activacién PCE inicial 2 min 93°C
Desnaturalizacion 005s 03°C
Alineamiento 015s 84°C - 33°C
Extension 0.10s 72°C
Nuamero de ciclos 40

Tabla 7: Condicion 2 de ciclo de AllTaq para amplicones
menores a 1 kbp.
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Status (Under Remote Control)
47:41

Remaining
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Fig. 4 Proceso del termociclador y los 40 ciclos por
transcurrir.

Asimismo, existen 4 temperaturas previamente
seleccionadas (64°C, 60°C, 57.3°C y 53°C), entre las
cuales se acomodaron las 10 respectivas muestras,
dicho acomodo se ilustra en la tabla 8 y figura 5.
Dicha seleccién de temperaturas se hace con la
finalidad de ahorrar costos, debido a que ya se
comprobd que esas 4 temperaturas son las mas
Optimas.

Acomodo de muestras
64.0°C 63.4°C | 62.2°C 60.0°C £1.3°C £82°C | 8ATC 53.0°C
Adiponactina Adiponsctina | Adiponectina Adiponacting
alta alta alta alta
Adiponectina Adiponecting | Adiponectina Adiponacting
baja bajz baja baja
Control 1 Control 2

Tabla 8: Representacion del acomodo de las 10 muestras en el
termociclador.

Fig. 5 Acomodo real de las 10 muestras (marcadas con un
rectangulo verde) en el termociclador.

3.5. Cémara de electroforesis.
Luego se realiza un analisis electroforético de los
productos de PCR obtenidos en gel de agarosa al
1.5%, el cual permite un rango de resolucién de 200
bp - 4 kb y tefiido con el buffer de carga (azul). Se
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genera una mezcla homogéneaentre 310 de buffer
y 30111 de muestra, luego se coloca dicha mezcla en
los contenedores del gel, tal como se muestra en la
figura 6.

Fig. 6 Camara de electroforesis.
Finalmente se ingresa el gel a un fotodocumentador
y se obtiene la ilustracion de las bandas generadas.

RESULTADOS

e Proceso de estandarizacion del promotor

de adiponectina

Con respecto al analisis electroforético de los
productos de PCR obtenidos se logré obtener que el
control negativo no amplifico una region del
promotor de adiponectina, mientras que sucede lo
opuesto con el control positivo, ya que este si
amplifico, lo cual era lo esperado para la
estandarizacion.

e Gel promotor de Adiponectina

En la prueba realizada de 10 muestras se obtuvo los
siguientes resultados (figura 7), en la cual se observa
que en los controles negativos no existe banda
alguna tanto el que se encuentra en 60°C como el de
57.3°C. Sin embargo, cuando observamos las
bandas con una alta concentracion de adiponectina
se logra observar que existe una banda en las 4
diferentes temperaturas, por otro lado en las
concentraciones bajas de adiponectina existen 2
temperaturas con banda (57.3°C y 53°C) y 2 que
carecen de ella (64°C y 60°C).
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Fig. 7 Prueba 1 con 8 muestras y dos controles negativos.

En una segunda prueba se obtuvo que la Isla CpG 1
del promotor de adiponectina se encuentra a 283 pb
del sitio de inicio de la transcripcion, mientras que
el tamafio del amplicon es de 181 pb. Las
concentraciones de los 2 pacientes fueron las
siguientes:

e Paciente 1: 0.57 ng/mL

e Paciente 2: 1.85 ng/mL

Paciente 01

Negativo 600 C
Negetivo 570 C

Fig. 8 Prueba 2 con 2 pacientes, 9 muestras en total y 2
controles negativos.

El comportamiento ideal de la adiponectina
dependiendo del estado fisico del paciente se
muestra en la tabla 9.
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Adiponectina

Estado fisico

Nivel de
adiponectina

Metilado o no
metilado

Presencia de
bisulfito de sodio

Presencia de
banda

Peso Normal

Alta

Citosinas no
metiladas

Citosinas no
metiladas cambien
a uracilos

NO

Obesidad

Baja

Citosinas
metiladas

Citosinas
metiladas no se

51

modifican

Tabla 9: Comportamiento de la adiponectina dependiendo
del estado fisico del paciente en un caso ideal.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Un punto aspecto a llamar la atencién es el cambio
de banda presente en las altas y bajas
concentraciones de adiponectina de ambas pruebas,
ya que se presentan de manera invertida. Debido a
que no se realizo la conversion por bisulfito de sodio
de todas las muestras de DNA con el kit, con la
finalidad de que las citosinas no metiladas cambien
a uracilos, mientras que las citosinas metiladas no se
modifican.

Asimismo, el termociclador juega un papel muy
importante debido a que propicia que con las
temperaturas que nosotros elijamos nos permitira la
existencia de una mejor amplificacion y lectura. De
igual forma en la camara de electroforesis se lleva a
cabo una parte fundamental del proceso en la cual
se realiza el barrido de las bandas debido a que el
DNA tiene carga negativa por lo que va a tender a ir
al polo positivo dando como resultado la aparicién
0 ausencia de banda en el caso de los controles
negativos.

Las personas que presentan obesidad son mas
propensas a desarrollar una resistencia a la insulina,
todo a raiz de ese desbalance que existe en la
adiponectina debido al incremento o disminucion de
tejido adiposo que tenemos las personas.
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Capacidad antioxidante y

compuestos fendlicos
totales de grillo con
diferentes tratamientos
postcosecha.

Autoria: Alexandro Escobar Ortiz , Ximena Salazar
Carranza

Resumen

El uso de insectos como alimento ha incrementado en
las ultimas décadas, debido a su contenido
nutrimental, ademas de lo anterior, existen reportes
recientes, donde se ha demostrado que los insectos
comestibles, asi como sus extractos tienen una alta
capacidad antioxidante. En el procesamiento
postcosecha de los insectos, generalmente se aplican
tratamientos térmicos para reducir su carga
bacteriana. Debido a que se ha reportado que
tratamientos térmicos potentes pueden degradar
rapidamente los compuestos antioxidantes y
actualmente se desconoce el efecto de los tratamientos
postcosecha de los insectos en su capacidad
antioxidante. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de 4 tratamientos postcosecha que
generalmente son aplicados en los insectos, con
diferente severidad térmica; liofilizado, deshidratado,
hervido y hervido y horneado sobre su capacidad
antioxidante y contenido de compuestos fendlicos,
posteriormente se comparo su capacidad antioxidante
con productos antixodantes como té verde y frutos
rojos y se realizé un perfil de metabolitos de bajo peso
molecular por GS-MS, para evaluar si a alguno de los
compuestos se les puede atribuir parcialmente la
capacidad antioxidante. Como resultados se encontrd
que los tratamientos térmicos mas severos (hervido y
horneado y horneado), presentan un ligero incremento
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en la capacidad antioxdante por DPPH y en el
contenido de compuestos fenolicos, sin embargo, este
incremento no fue significativo estadisticamente, por
otro lado, en cuanto al contenido de fenoles y
capacidad antioxidante, la harina de grillo present6
valores similares al de la mora azul, esta capacidad
antioxidante puede estar parcialmente relacionada a
metabolitos como aminoécidos libres y acidos
organicos.

Abstract

The use of insects as food has increased in recent
decades, due to their nutritional content, in addition to
the above, there are recent reports, where it has been
shown that edible insects, as well as their extracts
have a high antioxidant capacity. In the post-harvest
processing of insects, heat treatments are usually
applied to reduce their bacterial load. Because it has
been reported that powerful heat treatments can
rapidly degrade antioxidant compounds and the effect
of insect post-harvest treatments on their antioxidant
capacity is currently unknown. The objective of this
work was to evaluate the effect of 4 post-harvest
treatments that are generally applied in insects, with
different thermal severity; lyophilized, dehydrated,
boiled and boiled and baked on its antioxidant
capacity and content of phenolic compounds,
subsequently its antioxidant capacity was compared
with antixodant products such as green tea and red
fruits and a profile of low molecular weight
metabolites was made by GS-MS, to evaluate if any
of the compounds can be partially attributed the
antioxidant capacity. As results it was found that the
most severe heat treatments (boiled and baked and
baked), present a slight increase in the antioxdant
capacity by DPPH and in the content of phenolic
compounds, however, this increase was not
statistically significant, on the other hand, in terms of
phenol content and antioxidant capacity, cricket flour
presented values similar to that of blueberry, this
antioxidant capacity may be partially related to
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metabolites such as free amino acids and organic
acids.

Keywords: Acheta  domesticus, capacidad
antioxidante, liofilizado, cromatografia, fenoles.

Introduccion

Los insectos comestibles han demostrado gran
potencial para ser fuente de nutrientes como grasas y
proteinas para cubrir el requerimiento nutricional de
la poblacidn sin causar un alto impacto ambiental. Por
lo tanto, es de importancia la exploracion de los
tratamientos poscosecha y saber cual genera mayor
incremento en la cantidad metabolitos para
posteriormente aprovechar el potencial de alimentos
basados en insectos. El proposito de la investigacién
es evaluar la capacidad antioxidante con diferentes
tratamientos poscosecha y comparar la capacidad
antioxidante del grillo con otros alimentos de alta
capacidad antioxidante y medir el contenido de
metabolitos de bajo peso molecular y su relacion con
la actividad antioxidante. Usando las técnicas de
cuatificacion de fenoles Folin-Ciocalteu,
determinacion de capacidad antioxidante por ABTS y
DPPH e identificacion de metabolitos de bajo peso
molecular por cromatografia de gases accoplado a
masas.

Objetivo general

Evaluar el impacto del tratamiento poscosecha del
grillo Acheta domesticus sobre su contenido de
fenoles totales y capacidad antioxidante medida por
ABTS Y DPPH vy su perfil de metabolitos de bajo
peso molecular.

Especifico
Determinar el contenido de fenoles totales y la

capacidad antioxidante y de grillos con diferentes
pretratamientos postcosecha.
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Comparar la capacidad antioxidante de la harina de
grillo con otros productos antioxidantes.

Determinar cromatografia de gases, el perfil de
metabolitos de bajo peso molecular de la harina de
grillo.

Metodologia
Material y equipo.

Vasos de precipitado, matraces erlenmeyer, matraces
aforados, microplacas, micropipetas, puntillas para
micropipetas, frascos ambar, microespétulas, tubos
falcon, tubos erpendor, centrifugadora Hermle, lector
de microplaca Termocientific, agitador, mariposa
magnética, balanza analitica, software Chem-Station
(Agilent Technologies), cromatografo de gases
Agilent GC Serie 7890A (Wilmington, DE, EE. UU.)
y un detector de MS de cuadrupolo simple Agilent
(modelo 5975C), columna capilar HP-5MS (30 m,
0,25 mm y 0,25 pm) y un inyector split/splitless (2
mm).

Reactivos y soluciones.

Grillo liofilizado, grillo deshidratado, grillo hervido,
grillo hervido y horneado, Trolox, DPPH, ABTS,
metanol, H.O destilada, , FOLIN, &cido gélico,
NaCO*H,0, BSTFA, trimetilclorosilano.

Procedimientos.
Compuestos fendlicos totales

Se prepard una solucion de acido galico (10 mg/mL)
De esta solucién se tomo 1 mL y se afor6 a 10 mL con
H>O destilada. Se preparo el reactivo de Folin a una
concentracion 1 N y NaCOs al 20%. Con los
reactivos, se realiz6 una curva de calibracion (Tabla
1).
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Tabla 1. Curva de calibracién de compuestos fendlicos totales.

Curva H20 Folin NaCOs
Estandar

0 75 375 187.5
3 72 375 187.5
6 69 375 187.5
9 66 375 187.5
12 63 375 187.5
15 60 375 187.5
18 57 375 187.5
21 54 375 187.5
24 51 375 187.5
27 48 375 187.5
30 45 375 187.5

Posteriormente midid la absorbancia a 765 nm en el
lector de microplacas.

Capacidad antioxidante por DPPH.
Preparacion del radical.

En un frasco ambar se afiadi6 una pizca de DPPH y se
agreg6 100 ml de metanol. Se coloc6 en el agitador
por 5 min . Se tomaron 200 uL y se colocaron en la
microplaca, se leyé a 517 nm y se ajustdo la
absorbanciaa 0.75 .

Preparacion Trolox.

Se pesaron 2.5 mg de Trolox y se aforé a 10 mL con
metanol. En microtubos se realizaron las diluciones
de acuerdo a la Tabla 2. Agregando los respectivos
uL de la solucion de Trolox y el metanol.

Tabla 2. Diluciones de Trolox para la curva de calibracion de DPPH

Solucién Trolox Metano
25 975
50 950
75 925
100 900
125 875
150 850
175 825
200 800
400 600
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Procedimiento para la curva estandar de DPPH

De cada tubo con dilucion de Trolox se tomaron 20
uL y se coloco en una microplaca, por triplicado.
Posteriormente se agregaron 200 uL de DPPH a cada
pocillo. Se dejo 6 minutos en reposo y se midio la
absorbancia a 517 nm en el lector de microplacas.

Capacidad antioxidante por ABTS.

Se pesaron 19.2 mg de ABTS y se afor6 a 5 mL de
H>O destilada. Se prepar6 una solucion de persulfato
de potasio 189.2 mg K:04S2 en 5 mL de H20
destilada. Se mezclaron 5 mL de ABTS con 88 uL de
K2S204 yse coloco en un recipiente cubierto con
aluminio. se dejo reposar 12-14 hrs. Después el ABTS
se ajusto a 0.7 de absorbancia (734 nm) con 100 mL
de etanol.

Preparacion de trolox.
Se pesaron 2.6 mg de trolox y se diluyeron en 10 mL
de metanol. Después se realizdron diferentes
concentraciones para hacer la curva estandar de
acuerdo a la Tabla 3.

Tabla 3. Diluciones de Trolox para la curva de calibracién de ABTS.

Concentracion mm Trolox uL Metanol uL
50 30 570
75 60 540
100 75 525
125 90 510
150 105 195
175 120 180
200 135 165

Procedimiento para la curva estandar de ABTS.

Se agregaron 20 uL de cada una de las
concentraciones y se afiadieron 230 uL de ABTS.
Después se prepararo el blanco 1y 2 y los controles.
Se leyeron a 734 nm y se realizo la curva. Después se
hizo la prueba con las muestras de grillo, recuperadas
de la prueba de DPPH utilizando 10 uL de cada
muestra mas 230 uL de ABTS.
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Perfil de metabolitos de bajo peso molecular por
cromatrografia de gases acoplada a masas.

Se preparé una solucién de grillo (1 mg/mL) en
metanol durante 1 h, el metanol se evaporoé al vacio,
posteriormente se derivatizé con 50 pL de agente
derivatizante, BSTFA (N,O-
bis[trimetilsilil]trifluoroacetamida) + 1% TMCS
(trimetilclorosilano) y se agitd durante 2 min a
temperatura ambiente. Finalmente, 1 pL de la muestra
derivatizada se inyect6 en un sistema GC-MS.

El sistema consiste de un cromatografo de gases
Agilent GC Serie 7890A (Wilmington, DE, EE. UU.)
y un detector de MS de cuadrupolo simple Agilent
(modelo 5975C), con la energia de los electrones
establecida en 70 eV y el rango de masas en 50—700
m/z. Una columna capilar HP-5MS (30 m, 0,25 mmy
0,25 um) y un inyector split/splitless (2 mm). El
inyector se fij6 a 250 °C y la inyeccién se realiz6 en
el modo splitless. La temperatura inicial del horno se
mantuvo a 100 °C durante 1 min y se elevo a 220 °C
a 6 °C/min, se mantuvo durante 1.23 min, luego se
elevo a 290 °C a 10 °C/min y se elevé a 310 °C a 40
°C/min, y se mantuvo durante 7.5 min. El flujo de gas
(helio) se mantuvo a 1 mL/min. El procesamiento de
los datos se realiz6 con el software Chem-Station
(Agilent Technologies)

Anélisis estadistico

Los resultados se reportaron como la media *
desviacion estandar, se realizo el analisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de confianza del 95%. La
comparacion entre todos los tratamientos se realizaro
con la prueba de Tukey. Los datos se analizaron con
el paquete estadistico utilizando el software JMP.

Resultados.

Compuestos fendlicos

La serie de tratamientos poscosecha demostrd que
entre mayor tratamiento térmico se le de al grillo

mayor cantidad de compuestos fendlicos se
identificaron, siendo el tratamiento hervido con
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mayor cantidad de fenoles presentes en mg
equivalentes de acido galico/ mg de muestra de grillo
sobre los demas tratamientos (Figura 1). Sin
embargo, el andlisis estadistico indicO no tener un
cambio significativo entre los tratamientos
poscosecha. Por lo tanto el tratamiento poscosecha no
genera impacto en la cantidad de compuestos

fenolicos totales.
d
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a i [
N
L DH H HH

Figura 1. Compuestos fendlicos totales de grillo con diferentes
tratamientos postcosecha. L: Liofilizado. DH: Deshidratado. H:
Hervido. HH: Hervido y horneado
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Capacidad antioxidante método DPPH

La evaluacion de capacidad antioxidante por DPPH
demostr6 que el tratamiento de deshidratacion
desarolla mayor capacidad antioxidante que los
demaés tratamientos (Figura 2). Sin embargo, aunque
se vean tendencias de incremento en la capacidad
antioxidante en el tratamiento deshidratado en el
analisis estadistico este no fue significativo, esto
significa que los cambios en la capacidad antioxidante
fueron similares.
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Figura 2. Capacidad antioxidante medida por el radical DPPH de
grillos con diferentes tratamientos postcosecha. L: Liofilizado. DH:
Deshidratado. H: Hervido. HH: Hervido y horneado

Capacidad antioxidante método ABTS

La evaluacion de actividad antioxidante por ABTS
demostro que la capacidad antioxidante no tiene
cambios significativos entre los tratamientos
poscosecha. (Fig. 3). De igual forma el analisis
estadistico indicd no tener un cambio significativo,
demostrando que la capacidad antioxidante se dio
igual en los cuatro tratamientos.
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Figura 3. Capacidad antioxidante medida por el radical ABTS de
grillos con diferentes tratamientos postcosecha. L: Liofilizado. DH:
Deshidratado. H: Hervido. HH: Hervido y horneado

mg eq de trolox /g de
grillo

Al comparar la cantidad de compuestos fenolicos
totales presentes en otros alimentos como la mora
azul, la fresa y el té verde, el grillo Acheta domesticus
muestra una cantidad de 5 al0 mg de compuestos
fénolicos totales por gramo de grillo. En comparacion
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la capacidad antioxidante del grillo Acheta
domesticus fue 4.1 y 3.0 veces menor al té verde
(Figura 4). Sin embargo, se presentd un
comportamiento similar al de mora azul.

Capacidad
antioxidante DPPH
100
80
60
40
20

0
AD Té Fresa Mora AD
verde azul

Capacidad
10(.zmtioxidzmte ABTS

Compuestos fenélicos
totales

% de inhibicién
% de inhibicion

Té FresaMora
verde azul

Fig. 4 Graficas compuestos fendlicos totales, capacidad antioxidante
ABTS y capacidad antioxidante DPPH.

Cromatografia de gases

Los resultados del perfil de bajo peso molecular de la
harina de Acheta domesticus demuestran que los
metabolitos mayoritarios en porcentaje de area son el
acido gluconico 25.96%, el acido fosorico 14.53%, la
prolina 17.37%, L-leucina 10.53%, L-valina 9.13%.
En cuanto al grupo de la naturaleza del compuesto los
aminoacidos se llevan el porcentaje mayoritario
presente en el grillo acumulando un 47.7% (Tabla 4).
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Tabla 4. Perfil de metabolitos de bajo peso molecular de Acheta

domesticus.
Naturateza del Compuesto propuesto | RT (min) Area % Area
compuesto
L-Leucina 522 189011593 10.53
L-Valina 6.1 174743882 913
Aminoacidos L-Serina 8.8 79709569.5 447
Treonina 9.3 82220132 4.58
Prolina 1.9 321244096 17.37
Fenilalanina 1338 30317562.5 1.66
Galactopiranosido 101 13382771.5 0.74
Carbohidratos
Glucopiranosido 109 31590814.5 1.76
Acido fosforico 5.86 260377157.5 14.53
Acidos organicos
Acido glucénico 206 4675513325 | 25.96
Acidos grasos Acido caprico 10.4 283081325 1.59
Otros Pirimidina 8.35 55560694 3.22

De acuerdo con un estudio publicado por Navarro Del
Hierro y col. (2020). La mayoria de los extractos,

principalmente en los extractos etandlicos,
predominaron, aminoacidos, acidos organicos,
carbohidratos y esteroles. Todos los extractos

demostraron tener capacidad antioxidante, siendo los
extractos etanolicos los mas efectivos. Esto es similar
al perfil de metabolitos de Acheta domesticus
resultante de este estudio. El estudio también describe
la presencia de compuestos fendlicos y polifendlicos
y demuestra bioactividad multifuncional.

Otro estudio reportado por Di Mattia y col. (2019),
que los insectos comestibles e invertebrados
representan una fuente potencial de ingredientes
redox inexplorados con un bajo impacto ecolégico,
con una capacidad antioxidante eficaz relacionada
con su taxonamia y habitos alimenticios.

Conclusiones

Los tratamientos poscosecha de grillo no presentd
diferencias en cuanto al contenido de compuestos
fenolicos y las capacidades antioxidantes. El grillo
presenta capacidades antioxidantes similares a la
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mora azul y este contiene gracias a los metabolitos
encontrados en la cromatografia de gases.
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Resumen

Los combustibles fosiles son el principal enemigo
del medio ambiente, para no prescindir de ellos
durante varios afios se ha innovado en las energias
renovables como los biocombustibles, en esta
investigacion se ha estudiado un aceite de segunda
generacion (aceite de higuerilla), este aceite es no
comestible y posee una gran ventaja la cual es
poder crecer en terrenos no aptos para cultivos
alimenticios. Se mostraran las caracteristicas de
crecimiento de la planta y el porcentaje de
rendimiento del aceite para la produccion de
biodiesel. También se incluird un analisis entre las
condiciones de los suelos destinados al cultivo en
el territorio mexicano con el fin de estimar la
viabilidad de la higuerilla como materia prima.

Palabras clave: biocombustible, aceite higuerilla,
cultivo en México

Abstract

Fossil fuels are the main enemy of the
environment, in order not to do without them for
several years, innovations have been made in
renewable energies such as biofuels, in this
research a second-generation oil (castor oil) has

been studied, this oil is inedible and has a great
advantage, which is to grow on land not suitable
for food crops. The growth characteristics of the
plants and the percentage of oil yield for biodiesel
production are shown. An analysis will also be
carried out between the conditions of the soils
destined for cultivation in the Mexican territory to
estimate the viability of the castor as raw material.

Keywords: biofuel, castor oil, cultivation in Mexico

Introduccion

Las actividades humanas han aumentado
considerablemente las emisiones de gases de
efecto invernadero. En el 2015, México emiti6 683
millones de toneladas de bidxido de carbono, de las
cuales el 64% corresponde al consumo de
combustibles fosiles, considerando que nos
encontramos en un punto critico del calentamiento
global, se debe de buscar una alternativa a este tipo
de combustibles. El biodiesel se considera una
alternativa viable para reemplazar a los
combustibles fosiles, debido a que tiene baja
toxicidad derivada de la ausencia de compuestos
de azufre y aromaticos (Conceicao et al., 2007; De
Lima et al.,, 2006). El problema principal para
cualquier que cualquier biocombustible pueda
competir contra los combustibles fosiles, es el
costo de la produccion, por lo cual el principal reto
es lograr disminuir costos en la cadena de
suministros para ello la implementacion como
materia prima de un aceite de segunda generacién
como la higuerilla presenta una posible esperanza.

La higuerilla (Ricinus communis) es un cultivo no
comestible que crece de manera silvestre en
distintas regiones de nuestro pais. La
implementacion de la higuerilla como base del
aceite para la produccion de biodiesel ofrece
ciertas ventajas como su facil crecimiento en
cualquier tipo de suelo, pero también hay una
desventaja, ya que el fin de los biocombustibles es
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ser amigables con el ambiente, el cultivo de
higuerilla supone un consumo elevado de agua.

Objetivos

Disminuir los costos en la cadena de suministros
para la produccion de biodiesel a partir de aceites
vegetales.

Con el fin de estimar la viabilidad del aceite de
ricino obtenido de la higuerilla como materia
prima para la cadena de suministros se realizara
una investigacion acerca las caracteristicas del
clima y el suelo del territorio mexicano para
determinar si es posible un manejo del cultivo
adecuado.

Metodologia

Se llevé a cabo una exhaustiva investigacion con
el fin de recabar datos sobre la implementacion de
la higuerilla como materia prima para la
produccidn de biodiesel, la recoleccién de datos se
enfocO en las caracteristicas de crecimiento
adecuadas para el cultivo de higuerilla en el
territorio mexicano, se estudiaron distintos
aspectos los 32 estados de la republica como las
condiciones climatoldgicas, la cantidad de
hectareas dedicadas al cultivo, entre otras.

Resultados

Para el cultivo de higuerilla es necesario un suelo
con pH de entre 6y 6.5, se requiere un buen drenaje
debido a que es un cultivo sensible al exceso de
agua. Con respecto a la altitud la higuerilla puede
prosperar desde el nivel del mar hasta los 2500
msnm, pero conforme la altitud sea mayor el
contenido de aceite decrecera, a pesar del amplio
rango de crecimiento, lo adecuado para una buena
produccién es una altitud no mayor a los 1500
msnm, ya que ambientes frios alteran el creciente,
el desarrollo vegetal y disminuyen la cantidad de

aceite. En promedio el aceite obtenido de la
higuerilla es del 50% del peso total.

La temperatura limite para el proceso de
germinacion es de 14 a 15°C, con un éptimo de
31°C y un maximo de 35 a 36°C (Moshkin, 1986).

Tabla 1. Temperatura media anual por entidad federativa

Entidad Temperatura media
Aguascalientes 17.4
Baja California 20
Baja California Sur 234
Campeche 275
Coahuila 224
Colima 26.8
Chiapas 25.2
Chihuahua 19.1
Ciudad de México 17.9
Durango 18.6
Guanajuato 19.1
Guerrero 255
Hidalgo 18.8
Jalisco 215
México 15.1
Michoacan 20.3
Morelos 22.1
Nayarit 255
Nuevo Ledn 22.6
Oaxaca 23.4
Puebla 18.6
Querétaro 20.1
Quintana Roo 27.6
San Luis Potosi 23.7
Sinaloa 258
Sonora 23
Tabasco 275
Tamaulipas 25
Tlaxcala 15.1
Veracruz 231
Yucatan 271
Zacatecas 18.2
Aguascalientes 17.4

Como se puede observar en la fig. 1 todos los
estados de la republica mexicana superponen la



temperatura minima para el crecimiento de la
higuerilla. Aunque se ha comprobado que la
higuerilla  puede adaptarse a  regiones
subtropicales, a temperaturas bajas reduce la
calidad de aceite y la produccién de semillas, esto
se debe a que se ha demostrado que el contenido
de aceite en la semilla guarda una proporcion con
respecto al calor acumulado por el cultivo durante
todo su ciclo de crecimiento. La higuerilla es una
planta heliofila que puede adaptarse a periodos
cortos de sol no menores a 9 horas; para lograr un
mejor desarrollo del cultivo es prescindible una
exposicion solar prolongada (mayores a 12 horas),
esto contribuye a un elevado contenido de aceite.
Esta planta se adapta de buena forma a distintos
tipos de suelos a excepcion de aquellos con
elevados niveles de arcilla y aluminio.

La higuerilla presenta dos grandes desventajas, una
de ellas es su alto consumo de agua, y la otra es que
la cantidad de aceite que se obtiene por hectarea de
semilla es muy baja, se estiman 1,413 litros de
aceite por hectarea anuales (Atabani y col., 2012).

De acuerdo con el INIFAP, en nuestro pais
contamos con 8,001,417 hectareas con potencial
alto y 9,912,719 hectareas con potencial medio
(Diaz padilla 'y col., 2012).

Para el cultivo de higuerilla la mayor proporcion
de potencial alto se encuentra en Tamaulipas
(20.85%), Sinaloa (17.83%) y Jalisco (11.31%);
para potencial medio, los estados con mayor
contribucion son Zacatecas (11.15%), Guanajuato
(10.07%) y Jalisco (8.52%). Para higuerilla,
Tamaulipas, Sinaloa y Jalisco aportan el 50% de
superficie con alto potencial.

Durante su  etapa  vegetativa  necesita
precipitaciones de entre 600 a 800 mm anuales,
aunque también tolera precipitaciones que van de
los 200mm a 14000 mm; Precipitaciones de 700
mm proporcionan rendimientos superiores de 1,5 t

ha de grano, logrando llegar hasta las 5 t ha de
grano, bajo condiciones de irrigacion; donde la
mayor exigencia de agua en el suelo ocurre en la
fase del inicio de la etapa vegetativa. (Amorim et
al., 2001).

Tabla 2. Precipitacion anual (mm) por entidad federativa

Entidad Temperatura media
Aguascalientes 672.3
Baja California 99.1
Baja California Sur 173.5
Campeche 1218.7
Coahuila 246.5
Colima 2280.7
Chiapas 1807.2
Chihuahua 410.6
Ciudad de México 637.1
Durango 469.9
Guanajuato 780.3
Guerrero 1278.2
Hidalgo 632.4
Jalisco 1106.4
México 933.8
Michoacan 974.1
Morelos 1795.1
Nayarit 1393.1
Nuevo Ledn 497.7
Oaxaca 1236.8
Puebla 1252.5
Querétaro 648.3
Quintana Roo 1303.7
San Luis Potosi 615.0
Sinaloa 952.9
Sonora 502.7
Tabasco 1836.1
Tamaulipas 740.2
Tlaxcala 710.0
Veracruz 1501.2
Yucatan 1172.6
Zacatecas 532.9
Aguascalientes 672.3

En la tabla 2 se puede observar que una gran
cantidad de estados cumplen con la cantidad de



precipitaciones anuales ideales para el cultivo de
esta planta.

Discusiones y conclusiones

Para concluir podemos analizar que la higuerilla
supone una gran facilidad para su cultivo y esto lo
hace una opcion considerablemente viable para su
implementacibn como materia prima en la
produccion de biodiesel, ya que hay varios estados
con alto potencial de cultivo y esto permite reducir
costos de transporte en la cadena de suministros.

Uno de los problemas de la higuerilla era su alto
consumo de agua, pero como se pudo observar en
la tabla dos, hay varios estados como Tamaulipas,
Sinaloa, Jalisco, Veracruz, entre otros. Que
cumplen con el promedio de precipitaciones
anuales, lo cual elimina una de las principales
desventajas.
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