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DEFINICION DE LA REVISTA

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, es una revista multidisciplinaria, de publicacion
continua, que publica articulos y notas cientificas, asi como articulos de revision
por invitacion originales e ineditos, en espafiol e inglés, en formato electrénico de
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La revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA es editada y financiada por la
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Meéxico. La revista esta adherida a la Declaracion de San Francisco a través de
DORA (Declaration on Research Assessment) se encuentra indexada en indices y
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Resumen

El camote de pulpa naranja (Ipomoea batatas L.) es rico en carotenoides, almidén y minerales. Sin
embargo, existen opciones limitadas para su consumo, por lo que es importante ofrecer alternativas
de nuevos productos. Una opcién es el jugo de camote, pero, su sabor es insipido. Una alternativa
para promover e incentivar su consumo es adicionar otros jugos como el de pifia (Ananas comosus L.)
y manzana (Malus domestica L.) que son ampliamente consumidos debido a su agradable sabor. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales de dos
bebidas mixtas pasteurizadas, preparadas en proporciones 75:25 camote-pifia, y 75:25 camote-
manzana. A las bebidas se les evalué pH, acidez titulable, sélidos solubles totales, indice de
oscurecimiento, turbidez, color y actividad enzimatica. Se determiné crecimiento de hongos y
levaduras, cuenta total de mesofilicos y coliformes totales. Igualmente se llevo a cabo un estudio de
aceptabilidad sensorial. Las bebidas mixtas mostraron valores de pH acidos en un rango 4.83-5.29, y
valores de oscurecimiento de 0.43-0.53. Los analisis microbioldgicos no presentaron crecimiento de
microorganismos. El tratamiento térmico aplicado logré la inactivacion de la enzima
pectinmetilesterasa. Los resultados de la evaluacion sensorial mostraron una alta aceptabilidad en
ambas bebidas mixtas.

Palabras clave: camote, tratamiento térmico, pifia, manzana, bebida mixta.

Abstract

Orange-fleshed sweet potato (Ipomoea batatas L.) is rich in carotenoids, starch, and minerals.
However, there are limited options for consumption, so it is important to offer alternatives for new
products. One option is sweet potato juice. Nonetheless, its taste is unpleasant. An alternative to

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVII (1) e 1137 (2023) https://vocero.uach.mx/index.php/tecnociencia


mailto:aochoa@itdurango.edu.mx

Marmolejo-Basurto et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVII (1) e 1137 (2023)

promote and encourage its consumption is to add other juices, such as pineapple (Ananas comosus
L.) and apple (Malus domestica L.) juices, which are widely consumed due to their pleasant flavor.
This work aimed to evaluate the physicochemical and sensory characteristics of two mixed drinks,
prepared in proportions 75:25 sweet potato-pineapple and 75:25 sweet potato-apple. Beverages were
evaluated for pH, titratable acidity, total soluble solids, browning index, turbidity, color, and
enzymatic activity. In addition, the growth of fungi and yeasts and the total count of mesophilic and
total coliforms were determined. A sensory acceptability study was also carried out. The mixed
drinks showed acidic pH values of 4.83 to 529 and browning values of 0.43 to 0.53. The
microbiological analyzes did not show growth of microorganisms. The thermal treatment applied
achieved the inactivation of the enzyme pectinmethylesterase. The results of the sensory evaluation
showed high acceptability in both mixed drinks.

Keywords: sweet potato, thermal treatment, pineapple, apple, blended beverage.

1. Introduccion

Las frutas y vegetales se encuentran entre los alimentos mas importantes, su consumo regular
ayuda a mantener la salud, los efectos beneficiosos se atribuyen a la ingesta de compuestos
bioactivos. Con el fin de satisfacer las demandas de los consumidores, la industria alimentaria se ha
centrado en la produccién de una gran cantidad de productos derivados de frutas, como jugos y
bebidas mixtas (Morales-de La Pefa et al., 2011). Las bebidas mixtas se obtienen de la mezcla de dos
o mas jugos de frutas o vegetales, seleccionados adecuadamente y combinados en proporciones
variables, las mezclas se realizan con el objetivo de que el consumo de frutas o vegetales exdticos y
de estacion sea accesible y disponible durante todo el afio, ademas la mezcla es una alternativa para
el uso de alimentos vegetales poco consumidos que generalmente son descartados por su fuerte
sabor, alta acidez, astringencia o amargor (Jayachandran et al., 2015).

Un alimento vegetal poco consumido es el camote, el cual es uno de los cultivos alimentarios mas
importantes del mundo, sus variedades difieren en el color de la piel y la pulpa. Especificamente el
color en el camote de pulpa naranja se debe a la presencia de compuestos carotenoides, los cuales se
consideran potentes antioxidantes, debido a su actividad provitamina A y ser captadores de radicales
libres (Morales de la Pefia et al., 2011). El camote es rico en compuestos fenolicos y carotenoides, los
cuales permiten aceptar electrones y evitar la oxidacién porque tiene dobles enlaces conjugados en
su estructura molecular (Mélendez-Martinez, 2004).

El jugo de camote tiene un consumo limitado debido a su sabor insipido, por lo que es importante
aprovechar sus beneficios para la salud mediante el desarrollo de una bebida mixta. Los jugos
derivados de frutas son populares alrededor del mundo, el jugo de pina es uno de los mas
consumidos entre la poblacidn, se caracteriza por su agradable aroma y sabor, ademas es importante
por su composicion y valor nutricional. Por otra parte, la pifia contiene acido ascorbico que ayuda a
combatir infecciones, también ejerce actividad antioxidante y ayuda a la absorcién de hierro y reduce
el riesgo de ciertos tipos de cancer, como el de colon, eséfago y estomago (Hassen et al., 2020).

Otro jugo con gran aceptacién y ampliamente consumido es el de manzana, se trata de una de las
frutas mas consumidas en el mundo por su agradable sabor, alto valor nutricional y precio, ademas
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es fuente importante de carbohidratos, fibra dietética, vitamina C y contiene gran variedad de
componentes bioactivos que ejercen efectos benéficos en la salud (Vallée Marcotte et al., 2022).

El mercado de jugos ha tenido un enorme crecimiento en los tltimos afios, en 2017 se consumieron
en todo el mundo 36,200 millones de litros de jugos de frutas y néctares, destacando entre éstos los
jugos combinados, que se han vuelto muy populares debido a sus nutrientes, sabores y variedades
tnicos (Kahraman y Feng 2020). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue formular y desarrollar
bebidas mixtas, utilizando jugo de camote de pulpa naranja en combinacién con jugo de manzana y
de pifia.

2. Materiales y Métodos

2.1 Elaboracion de bebidas mixtas camote-manzana y camote-pifia

La materia prima, camote de pulpa naranja (Ipomoea batatas L.), pifia gota miel (Ananas
comosus L.) y manzana red delicious (Malus domestica L.) se obtuvo de un supermercado en la ciudad
de Durango, Dgo., México. Fue sometida a un proceso de lavado, desinfectado, pelado y reducciéon
de tamafio. La pulpa del camote se sometié a un pretratamiento en ultrasonido de bafio (45 KHz)
por 30 min (BRANSON, model 5510R-MT, USA), esto con la finalidad de incrementar el grado de
extraccion de compuestos carotenoides desde la fase sélida (camote) hacia la fase liquida (jugo de
camote). Con el objetivo de inhibir el oscurecimiento enzimatico provocado por la enzima
polifenoloxidasa, la manzana se someti6 a un proceso de escaldado (95 °C/ 2 min) en una solucién
de acido citrico (0.5 % p/v). Los jugos de todas las variedades fueron extraidos utilizando un extractor
(TURMIX® D.F. México, uso rudo).

A través de pruebas sensoriales preliminares y a un mayor contenido de carotenoides en diversas
proporciones probadas, se establecid la proporcion 75:25 jugo de camote: jugo de pifia y 75:25 jugo
de camote: jugo de manzana como la mas adecuada para llevar a cabo el presente estudio, y de esta
manera aprovechar la presencia de compuestos carotenoides con potencial funcional del jugo de
camote. 100 mL de las bebidas mixtas se colocaron en frascos de vidrio con capacidad de 200 mL y
se sometieron a un proceso térmico de 95 °C durante dos minutos. Se almacenaron en refrigeracion
para su analisis correspondiente.

2.2 Analisis fisicoquimicos

Los pardmetros fisicoquimicos en las bebidas mixtas se determinaron de acuerdo con los
métodos oficiales de la AOAC (2005), pH (Método 981.12), acidez titulable (Método 942.15) y solidos
solubles totales (SST) (Método 932.12 AOAC). El indice de oscurecimiento (IO) se determiné por el
método espectrofotométrico de acuerdo con lo descrito por Zhang et al., (2016) con algunas
modificaciones, las muestras fueron centrifugadas a 10,000 xg durante 10 minutos en una centrifuga
(Corning LSE Centrifuge V51, Germany), el sobrenadante se recogio y se filtrd, y el oscurecimiento
se determind midiendo la absorbancia a 420 nm en un espectrofotémetro (Hach, modelo DR 5000,
USA) a temperatura ambiente (25 °C). La medicion de turbidez se determiné de acuerdo el método
descrito por Wrolstad (1976), los valores fueron determinados usando un espectrofotometro
previamente calibrado con agua destilada y la turbidez se midi6 a 700 nm. El color de las bebidas se
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midi6é usando un colorimetro Hunter Lab Color Flex EZ 45/0 (Hunter Associates Laboratory Inc.,
Virginia, USA), el color se expresé en la escala CIELAB como L*, a* y b* a temperatura ambiente (25
°C). Todos los anélisis se realizaron por triplicado.

2.3 Analisis microbiologicos

Los ensayos microbioldgicos se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
092-SSA1-1994 para bacterias aerobias mesofilas por el método de vaciado en placa, y por la Norma
Oficial Mexicana NOM-111-SSA1-1994 para hongos y levaduras por el método de extension en
superficie. Los analisis microbiologicos se expresaron como unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL).

2.4 Evaluacion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica de la pectinmetilesterasa en ambas bebidas fue determinada de
acuerdo al método descrito por Gonzalez-Monrroy et al., (2018) por el método de titulacion
potenciométrica, 5 mL de las bebidas se adicionaron a 50 mL de solucién de pectina con agitaciéon
constante a pH 7.0 a una temperatura promedio de 30 °C, y los valores de la actividad enzimatica
se calcularon obteniendo la pendiente de la linea con el volumen acumulado de NaOH (mL) y el
rango de tiempo de reaccion (cada 5 min, durante 20 min).

2.5 Evaluacion sensorial

Las bebidas mixtas camote-manzana y camote-pifna fueron evaluadas por un panel de 15
jueces entrenados. Para establecer la tendencia en la aceptabilidad general se empleo el método de
grupos dirigidos de acuerdo a Lim (2011), utilizando una escala hedoénica de 9 puntos donde 1
significa “me disgusta extremadamente” y 9 “me gusta extremadamente”. También se evalud la
intensidad de los atributos de sabor a camote, sabor a manzana o pifia, dulzura y grumosidad en
cada una de las bebidas por medio de una escala categorizada de intensidad.

2.6 Diseiio experimental y andlisis de datos

Se utilizé un disefio experimental unifactorial de dos niveles. El factor de estudio fue el tipo
de bebida y sus niveles: camote, camote-pifia y camote-manzana. Los resultados se presentan como
la media + desviacion estandar de al menos tres determinaciones. Para cada evaluacion, se realizo
un analisis de varianza y una prueba de Dunnett. El analisis de resultados se desarrolld utilizando
el software IBM SPSS Statistics versién 19.
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3. Resultados y discusion

Los atributos fisicoquimicos mds importantes en jugos incluyen los de sdlidos solubles
totales, pH, acidez titulable, oscurecimiento, turbidez y color. Los resultados de estos parametros
analizados en este estudio se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de bebidas mixtas de camote-manzana y camote-pifia, y jugo de camote
Table 1. Physicochemical characteristics of sweet potato-apple and sweet potato pineapple blended beverages,
and sweet potato juice

Parametro Bebida camote- manzana  Bebida camote-pifia  Jugo de camote
SST (°Brix) 13.1+0.06° 13.1+0.102 13.0 + 0.002
pH 5.29 £ 0.01° 4.83 £0.01° 5.97 £ 0.012
Acidez titulable

citrico) 0.05 £ 0.00° 0.08 + 0.002 0.08 + 0.002
Indice de oscurecimiento 0.53 +0.032 0.61 +0.022 0.39+ 0.00v
Turbidez 3.16 + 0.002 3.13 £ 0.032 2.13+0.01°
Color

L* 46.12 £ 0.15> 48.94 + 0.082 46.92 +0.35>
a* 23.68 +£0.14> 27.91£0.15 21.1+0.28¢
b* 33.62 + 0.44° 40.84 £ 0.25° 35.3 £0.520

Valores con letra diferente en la misma fila representan diferencia significativa (p < 0.05). Valores

promedio * desviacion estandar.
SST = Sdlidos solubles totales

3.1 Solidos solubles totales

El contenido de sélidos solubles totales (SST) es un parametro de calidad importante debido
a que se relaciona de manera directa con el sabor en productos que contienen aztcar, de tal manera
que el aporte de azucares simples de cada uno de los jugos en una mezcla, contribuye a su
palatabilidad final (Gonzalez-Herrera et al, 2016). En este estudio ambas bebidas (camote-pifa,
camote-manzana) presentaron el mismo contenido de SST (13.1 °Bx), este valor se encuentra dentro
del rango reportado por Rios-Romero et al., (2018, 2021) para jugo de camote (10.8 °Bx y 15.8 °Bx
respectivamente).

Algunos autores han reportado un incremento en el contenido de SST en bebidas mixtas. Akusu et
al., (2016) observaron un aumento de SST en bebidas mixtas naranja-pifia, el mismo comportamiento
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fue reportado en bebidas pera-manzana (Raj et al., 2011). Sin embargo, en este estudio se observé que
la adiciéon de jugo de pina y jugo de manzana no tuvo un efecto significativo en el contenido de SST,
esto debido probablemente a la proporcién de las mezclas utilizadas en la elaboracion de las bebidas
mixtas. Generalmente, el valor de sélidos solubles totales en un jugo se ve afectado por el genotipo,
las regiones de crecimiento y el indice de madurez de las frutas (Maate et al., 2015).

3.2 pH

El pH es un factor importante que influye en la acidez de las bebidas, cuando el pH es
relativamente bajo confiere caracteristicas de frescura al producto (Oliveira et al., 2016). Las bebidas
mixtas camote-pifia y camote-manzana mostraron valores de pH acidos. La adicién de jugo de
manzana y jugo de pifia logré una disminucion significativa del valor de pH de jugo de camote
(5.97), siendo mas acida la bebida camote-pifia en comparacion con la bebida camote-manzana. Esta
tendencia se atribuye principalmente al tipo de jugo empleado en la elaboracién de la bebida mixta,
el jugo de pifia es mas acido con respecto al jugo de manzana. Lograr la disminucién del pH en las
bebidas mixtas que contienen jugo de camote naranja fue importante, debido a que la reduccion del
PH ejerce un efecto sobre el sabor de la bebida y mejora la calidad de conservacién de las bebidas
(Muhammad et al., 2012).

3.3 Acidez titulable

El valor de acidez titulable mide la cantidad de acidos organicos presentes en jugos, el cual
es referido al contenido de acido citrico (Jayachandran et al., 2015). Rios-Romero et al., (2018)
reportaron valores de acidez titulable de 0.09-0.1 % en jugo de camote naranja; no obstante, las
bebidas mixtas reportaron valores de acidez inferiores. Esta diferencia pudiera estar relacionada al
estado de maduracion en el que se encontraban el camote, la pifia y la manzana empleadas en la
elaboracion de las bebidas mixtas. La bebida camote-manzana presenté un valor de pH mayor
comparado con el pH de la bebida camote-pifia, por lo tanto, el valor de acidez es menor en la bebida
camote-manzana que en la bebida camote-pifna. Generalmente, la acidez y el pH son inversamente
proporcionales entre si (Hassen ef al., 2020).

3.4 Indice de oscurecimiento

El color en los alimentos es un parametro de calidad importante ya que influye de manera
directa en la apariencia visual del producto y por consiguiente en su aceptabilidad a primera vista
(Rodriguez-Mena et al., 2022). En jugos provenientes de la mayoria de las frutas y/o vegetales el
cambio de color debido al oscurecimiento se asocia principalmente a dos vias, enzimatica y no
enzimatica. El oscurecimiento no enzimatico se atribuye a la degradacion del dcido ascorbico, a la
degradacion de pigmentos y a la reaccion de Maillard (Paravisini y Peterson 2019).

En general, ambas bebidas mostraron valores de oscurecimiento altos (0.53 y 0.61, camote-manzana
y camote-pifia, respectivamente) en comparacion con el jugo de camote (0.39) y con respecto a lo
reportado por Raj et al., (2011) en bebidas mixtas pasteurizadas de pera-manzana, cuyo valor de
oscurecimiento oscilé en un rango de 0.30 a 0.36. Los altos valores en indice de oscurecimiento
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encontrados en este trabajo podrian estar relacionados a la reaccion de Maillard y degradacion de
pigmentos, causado por el tratamiento de ultrasonido. La bebida camote-pina present6 un valor de
oscurecimiento mayor al de la bebida camote-manzana, esto pudo deberse a la diferencia en
composicién de acido citrico y su degradacidon durante el procesamiento (Cuastumal Canacuan et
al., 2016).

3.5 Turbidez

La turbidez de un jugo es consecuencia de la presencia de materiales insolubles, estos
pueden provenir de componentes de la estructura de la pared celular tal como las pectinas, y de la
presencia de particulas de la planta (Chen et al., 2018). Debido a lo anterior, generalmente es
necesario llevar a cabo un proceso de clarificaciéon y filtracion (Oziyci, et al. 2013). En esta
investigacién ambas bebidas presentaron valores de turbidez altos (#3) en comparaciéon con los
obtenidos para jugo de fresa por Chen ef al., (2018), quienes obtuvieron un valor de 0.7, y al ser
tratadas las muestras mediante ultrasonido de alta potencia, ese valor disminuy¢ a 0.5.

Por otro lado, Kahraman y Feng (2020), reportaron valores similares a los encontrados en este trabajo,
para una mezcla de jugos de manzana-zanahoria tratados mediante manotermosonicacion y alta
temperatura corto tiempo (HTST). Es importante tomar en cuenta las caracteristicas y composicion
de la materia prima para la elaboracion de jugos, lo cual definitivamente afecta su calidad final. En
este trabajo, los jugos no fueron sometidos a un proceso de clarificacion ni filtracién, lo cual pudo
ser el motivo del alto valor de turbidez.

3.6 Color

El color es un parametro que influye en el comportamiento de compra de los consumidores,
debido a que es uno de los criterios fundamentales que percibe un consumidor como un modo de
indicador de calidad (Araujo Diaz et al., 2012). El jugo de camote de pulpa naranja es un producto
que se caracteriza por su color naranja, lo cual se debe a la presencia de pigmentos carotenoides
(Rios-Romero et al., 2021). Al comparar los resultados de color de las mezclas de jugo de camote con
jugo de pifia o jugo de manzana, de manera general se observo diferencia significativa en los
parametros L*, a* y b*.

La bebida camote-pifia presentd un valor de L* mayor al de la bebida camote-manzana y al jugo de
camote, es decir, la bebida con pifa tiende a ser mas luminosa, mientras que en la bebida camote-
manzana se presume que la adicidon de jugo de manzana provocd una disminucion del parametro L*
ya que en comparacion con el jugo de camote solo, la bebida mixta camote-manzana se torné mas
oscura, aunque sin diferencia significativa. En este estudio ambas bebidas mostraron valores del
parametro a* con tendencia al rojo, mientras que, para el pardmetro b*, las bebidas mostraron valores
con tendencia al amarillo. La adicion de jugo de manzana y pifia para elaborar las bebidas mixtas
provocaron variaciones significativas en el color en comparacién con el jugo de camote solo, esto
pudo deberse a la diferencia en presencia y cantidad de pigmentos, los cuales son responsables del
color en frutas, algunos autores han descrito la dificultad para controlar las variaciones en el color
en bebidas (Gonzalez-Monrroy et al., 2018). En la Fig. 1 se presenta una imagen de las bebidas mixtas
obtenidas en la presente investigacion.
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Figura 1. Fotografias de la bebida mixta camote- manzana (A) y de la bebida mixta camote-pifia (B)
Figure 1. Photographs of sweet potato-apple mixed beverage (A) and sweet potato-pineapple mixed
beverage (B)

3.7 Evaluaciéon microbioldgica

Las bebidas mixtas no mostraron signos de proliferacion microbiana, el tratamiento de
pasteurizacién empleado de 95 °C durante dos minutos, logré la inactivacion completa de
mesofilicos aerobios, mohos y levaduras. Cuentas de coliformes totales no fueron detectadas. La
exposicion de alimentos a altas temperaturas provoca un aumento continuo en la permeabilidad de
la membrana que causa la muerte celular (Petruzzi ef al., 2017).

3.8 Determinacion de actividad enzimatica

La enzima pectinmetilesterasa causa la formacion de dos fases en jugos, una fase clara en la
parte superior y otra turbia en la parte inferior, provocando un aspecto visible indeseado, afectando
de manera directa el atractivo del producto (Pinchao et al., 2014). En este trabajo no se detectd la
actividad de la enzima pectinmetilesterasa en las bebidas mixtas formuladas, la temperatura de
pasteurizacién empleada para la conservacién de las bebidas logro la inactivaciéon completa de la
enzima. Un comportamiento similar fue reportado por Gonzalez-Monrroy et al., (2018) quienes
encontraron la inactivacién completa de la enzima pectinmetilesterasa en una bebida mixta verde
pasteurizada por microondas. La inactivacion térmica de pectinmetilesterasa inicia por encima de 40
°C como resultado de la ruptura de enlaces de hidrégeno, el despliegue de la estructura de la
proteina terciaria y la desaminacion térmica de aminoacidos (Aghajanzadeh y Ziaiifar 2018).
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3.9 Evaluacién sensorial

Generalmente, el jugo de camote de pulpa naranja no tiene aceptabilidad por parte de los
consumidores debido a su sabor insipido, empero, es un jugo que se caracteriza por tener un
agradable color naranja. En este trabajo, las bebidas mixtas formuladas camote-manzana y camote-
pifia tuvieron alta aceptacion por parte de los panelistas. Las Figuras 2 y 3 muestran que los valores
de aceptabilidad se encontraron por arriba de la media, es decir, por encima del valor de 4.5 en la
escala de 9. El 86 % de los panelistas indicaron que la bebida camote-pifia les gusté de moderada a
extremadamente, mientras que, el 71 % de los panelistas externaron su gusto de moderado a extremo
para la bebida camote-manzana.

Sabor camote

9
7
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Sabor pifia Dulzura
3
1
Aceptabilidad Grumosidad

Figura 2. Intensidad de atributos y aceptabilidad general de la bebida camote-pifia.
Figure 2. Intensity of attributes and overall acceptability of sweet potato-pineapple beverage.
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Figura 3. Intensidad de atributos y aceptabilidad general de la bebida camote-manzana.
Figure 3. Intensity of attributes and overall acceptability of sweet potato-apple beverage.

Referente a los sabores, el 28 % de los panelistas percibieron fuertemente el sabor pifia, mientras que
en la bebida camote-manzana, solo el 7 % de los panelistas lograron percibir con mayor intensidad
el sabor manzana. A pesar de ello, la adicion de estos jugos logrd incrementar la palatabilidad del
jugo de camote influyendo de manera directa en la aceptabilidad de las bebidas. En las dos bebidas
mixtas se percibié fuertemente el sabor de camote, siendo mayormente percibido en la bebida
camote-manzana; y con menor intensidad en la bebida camote-pifia, sin embargo, esta tendencia no
afectd la aceptabilidad general de las bebidas.

Los panelistas percibieron el atributo de dulzura en ambas formulaciones, el 64 % de los panelistas
percibio el atributo dulzura como adecuado para la bebida camote-manzana y en la bebida camote-
pina el 78 % de los panelistas percibieron adecuado el dulzor en la bebida. El hecho de que los
panelistas hayan percibido el atributo de dulzura fue importante debido a que las bebidas mixtas no
contenian en su formulacién ningdn tipo de endulzante que pudiera contribuir a su percepcion.

El jugo de camote es un producto que se percibe poco dulce, la combinacién con los otros jugos
permitidé que este atributo fuera detectado, mejorando asi su aceptabilidad. Respecto al atributo de
grumosidad, fue poco percibido por los panelistas, en ambas formulaciones el 100 % expreso haber
detectado con poca intensidad el atributo de grumosidad en las bebidas mixtas.

10
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4. Conclusiones

En esta investigacion se ha demostrado que el jugo de camote de pulpa naranja mezclado
con jugos como el de pifia o el de manzana, permitié obtener bebidas con un impacto positivo en el
sabor ya que fueron sensorialmente aceptadas por los panelistas. Adicionalmente, resultaron
bebidas microbioldégicamente seguras y con caracteristicas fisicoquimicas dentro de los rangos
establecidos para este tipo de productos. De esta manera se podria aprovechar un posible efecto
funcional relacionado con el consumo de jugo de camote de pulpa naranja.
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Resumen

A nivel mundial hay 537 millones de pacientes diabéticos y 14.1 millones en México. Se ha reportado
que el Aloe barbadensis Miller, comtinmente conocido como Aloe vera (AV), presenta propiedades anti-
hiperglucemiantes y éste contiene compuestos fenolicos. En el presente estudio se evalud el
contenido fendlico (FC), la capacidad antioxidante (AC) y el efecto anti-hiperglucémico (HE) del AV
en ratas diabéticas, utilizando muestras con diferentes tratamientos de pasteurizacion (65, 75y 85 °C
por 15 y 25 min). En los resultados de AC, en dos de los métodos (ABTS y SDS-MFA), los
tratamientos con las tres temperaturas y 25 min fueron los menos afectados por la pasteurizacion.
En una curva de tolerancia a la glucosa con ratas sanas, el Aloe vera pasteurizado (PA) a 75 °C durante
25 min, produjo el mayor HE en comparacion con el gel de Aloe vera fresco (FAG). Por otro lado, un
tratamiento de 21 dias con ratas diabéticas, tratadas con FAG y PA a 75 °C durante 25 min; los niveles
de glucosa con tratamiento de PA disminuyo por debajo del grupo control diabético y del tratado
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con FAG. Por lo tanto, el PA mostré6 un mayor HE que el FAG y dicho efecto pudiera estar
relacionado con una mayor biodisponibilidad de los compuestos bioactivos producida por la
temperatura de 75 °C.

Palabras clave: Aloe vera, fendlicos totales, capacidad antioxidante, pasteurizacion, efecto anti-
hiperglucémico.

Abstract

Worldwide there are 537 million diabetic patients and 14.1 million in Mexico. Aloe barbadensis Miller,
commonly known as Aloe vera (AV), has been reported to have antihyperglycemic properties and
contains phenolic compounds. In the present study, the phenolic content (FC), antioxidant capacity
(AC) and antihyperglycemic effect (HE) of AV in diabetic rat were evaluated, using samples with
different pasteurization treatments (65, 75 and 85 °C for 15 and 25 min). In the AC results, in two of
the methods (ABTS and SDS-MFA), treatments at the three temperatures and 25 min were the least
affected by pasteurization. In a glucose tolerance curve with healthy rats, pasteurized Aloe vera (PA)
at 75 °C for 25 min, produced the highest HE compared to fresh Aloe vera gel (FAG). On the other
hand, a 21-day treatment with diabetic rats, treated with FAG and PA at 75 °C for 25 min, glucose
levels with BP treatment decreased in the diabetic control group and the FAG treated. Therefore, the
PA showed a higher HE then the FAG and this effect could be related to a greater bioavailability of
the bioactive compounds produced by the temperature of 75 °C.

Keywords: Aloe vera, total phenolics, antioxidant capacity, pasteurization, antihyperglycemic
effect.

1. Introduccion

La diabetes es una enfermedad multifactorial y crénico-degenerativa que tiene un impacto
significativo en la salud, calidad y esperanza de vida. A nivel mundial, alrededor de 537 millones de
personas tiene diagnodstico de diabetes. De esta cifra, el 90 % padecen diabetes tipo 2, pronosticando
que para el afio 2045 aumentard a 783.2 millones. En México, ésta enfermedad la presentan
aproximadamente 14.1 millones de personas, con una prevalencia nacional de 10.7 % en pacientes de
20 a 69 anos (Sun et al., 2022), ocupando en los tltimos tres afios el sexto lugar de pacientes diabéticos
a nivel mundial. Hay tres tipos de diabetes, el tipo 1, es la primera causa de diabetes infantil, se
presenta un dano en las células p pancreaticas, las cuales producen menos insulina y quienes
presentan esta enfermedad son comunmente tratados con esta hormona. La diabetes tipo 2 se
presenta en pacientes que no pueden utilizar eficazmente la insulina, teniendo que adoptar un estilo
de vida saludable, asi como tratamiento médico para sobrellevar la enfermedad y el tercer tipo de
diabetes es la gestacional (Chinsembu, 2018). La diabetes se caracteriza por una elevada glucosa en
sangre (= 200 mg/dl), lo cual es parcialmente debido al dafio oxidativo de las células [3-pancreaticas,
conduciendo a la apoptosis, decreciendo asi la secrecion de insulina (Sharma et al., 2013; Rodriguez-
Gonzalez et al., 2017). Segtin Anderson et al. (2004), las dietas de consumo comun en Estados Unidos
de América y otros paises occidentales, con alto contenido de azticares libres, grasas saturadas y
acidos grasos trans, promueven un aumento en la incidencia de diabetes mellitus. La diabetes se
caracteriza por una hiperglucemia crénica unida a alteraciones de glucosa y metabolismo
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intermediario de proteinas y lipidos. Estas caracteristicas son responsables del dafio en las
membranas celulares, resultando en una alta produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS);
disminuyendo los mecanismos de defensa oxidativa en pacientes diabéticos, promoviendo
complicaciones asociadas a esta enfermedad (Kim ef al., 2009; Tabatabaei et al., 2017), tales como fallo
renal, amputacién, enfermedades cardiovasculares y pérdida de la visién (Mootoosamy, 2014).

Investigaciones etnobotanicas en México reportan que la poblacién ha empleado una gran variedad
de plantas para controlar enfermedades como la diabetes (Andrade-Cetto, 2005). Tradicionalmente,
el gel de Aloe vera se ha empleado para problemas de salud humana, externamente para quemaduras
menores e irritacion de la piel, e internamente para estrefiimiento, dolor de cabeza, tlceras, artritis,
deficiencias del sistema inmunolégico, diabetes, etc. (Christaki y Florou-Paneri, 2010; Suksomboom
et al., 2016). Segtin Park et al. (2006), en su clasificacion de las diferentes especies de Aloe, E1 Aloe vera
L. (= Aloe barbadensis Miller = A. vulgaris Lam., Curacao aloe, the true aloe): Aloe vera significa el
verdadero aloe, el cual fue disperso por el hombre a través de la region del mediterraneo, por lo que
se hace muy dificil determinar exactamente su origen. Por lo anterior, en este estudio nos referimos
al Aloe barbadensis Miller como Aloe vera.

Abo-Youssef y Messiha (2013) estudiaron ratas macho albinas diabéticas inducidas con
estreptozotocina (STZ) (50 mg/kg, p.c.) y tratadas con extractos de gel de Aloe vera in vivo e in vitro
utilizando islotes aislados del pancreas de ratas hembra albinas adultas y este efecto fue comparado
con la glimepirida. Tanto el extracto de Aloe vera como la glimepirida disminuyeron los niveles de
glucosa en sangre y aumentaron los niveles plasmaticos de insulina en comparacién con el grupo
control. Tanto el Aloe vera como la glimepirida aumentaron la secrecion basal de insulina en
comparacion con el valor normal del grupo de control. El Sayed ef al. (2016) estudiaron los efectos de
ocho especies de Aloe vera en el control de la glucosa en diabetes in vivo. También se realiz6 un perfil
de extractos metandlicos utilizando HPLC. Todos los extractos presentaron una actividad benéfica
antinflamatoria, de cicatrizaciéon y antidiabética. Ademas, se identificaron 71 compuestos,
destacando, acidos fendlicos, derivados del acido cumarico, que incluyen cromonas, antraquinonas
y pironas, asi como algunos flavonoides.

En 2017, Tabatabaei et al., estudiaron los efectos del gel de Aloe vera en las funciones conductuales, el
estado oxidativo y la viabilidad neuronal en el hipocampo de ratas diabéticas inducidas con STZ. La
mayoria de los resultados del gel de Aloe vera fueron mejores que la insulina, demostrando que puede
conducir a una mejora en las anomalias cognitivas y locomotoras, asi como en ciertos trastornos
psiquiatricos como la ansiedad en animales diabéticos. De acuerdo al estudio in vivo realizado en esta
investigacion, el Aloe vera es un agente anti-hiperglucémico eficaz contra la diabetes tipo 2 (Zarrintan
et al., 2015), reduce los niveles de glucosa en sangre sin alterar los niveles de lipidos y las funciones
hepaticas-renales (Huseini et al., 2011; Choudhary et al., 2014). Su efecto antidiabético esta relacionado
con la reduccion del estrés oxidativo y, por lo tanto, la mejora del estado antioxidante, e.g., una
reduccion de 44 % en los niveles de glucosa en sangre en pacientes diabéticos administrados con gel
de Aloe vera y en combinacidn con glibenclamida (Choudhary et al., 2014; Maan et al., 2018).

Por otro lado, la pasteurizacion es una de las técnicas de procesamiento mas aplicadas al gel de Aloe
vera para reducir o eliminar microorganismos patdgenos y enzimas. En la industria, el proceso de
pasteurizaciéon mas comun se basa en el uso de altas temperaturas y tiempos cortos (de 85 a 95 °C
durante 1 a 2 min). Sin embargo, algunos estudios cientificos han publicado que las temperaturas
empleadas en estos tipos de pasteurizacién degradan, inactivan y hasta destruyen los principales
componentes bioactivos del Aloe vera como son polisacaridos de almacenamiento, estructurales y
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compuestos fenolicos (Ezuruike y Prieto, 2014; Minjares y Femenia, 2017). Por lo tanto, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el contenido fenolico, la capacidad antioxidante del gel pasteurizado
de Aloe vera (Aloe barbadensis Miller) a diferentes condiciones de pasteurizacion y su efecto anti-
hiperglucemiante en ratas Wistar diabéticas.

2. Materiales y Métodos

Se utilizaron como materia prima hojas frescas enteras de Aloe barbadensis Miller donadas
por la empresa "Hacienda de Pedricena"” ubicada en Pedricefia, Durango, México. Se realizé una
seleccién de las hojas de Aloe vera considerando tamafio (35-50 cm) y edad de las plantas (3-4 afios).
Las hojas enteras se lavaron con agua destilada y se retiraron las espinas a lo largo de los bordes. Se
separo la epidermis del parénquima usando un cuchillo en forma de bisturi. Las porciones se lavaron
con agua destilada para eliminar los exudados. Se obtuvieron aproximadamente 415 kg de filetes de
970 kg de hojas frescas de Aloe vera utilizadas en este estudio. Las porciones de Aloe frescos se
almacenaron a no mas de 1 h a1 °C antes de los tratamientos de pasteurizacion.

2.1 Pasteurizacion

Los filetes de Aloe vera lavados se cortaron en trozos pequefios, se trituraron en una licuadora
semi industrial de acero inoxidable y se pasteurizaron. En cada uno de los tratamientos de
pasteurizacion se utilizaron 22 kg de filetes. El proceso se realiz6 en un tanque de doble camisa con
agitador, controlador electrénico de temperatura y valvula solenoide (marca Polinox, México),
utilizando vapor saturado como fuente de transmisién de calor. De acuerdo con la literatura del
procesamiento térmico del Aloe vera (Eshun y He, 2004; Ahlawat y Khatkar, 2011; Dominguez-
Ferndndez et al, 2012) y la experiencia de la empresa "Hacienda de Pedricena"
(www .haciendadepedricena.com/sabilamain.html), las muestras se pasteurizaron a 65, 75 y 85 °C,
durante 15 y 25 min. Se llevaron a cabo tres réplicas para cada experimento. La empresa colaboradora
llevé a cabo estudios microbioldgicos que garantizaron la eficiencia de la pasteurizacion,
monitoreando microorganismos y bacterias de deterioro como hongos y levaduras (NOM-111-SSA
1-1994), coliformes totales (NOM-093-SSA 1-1994. <10UFC/mL) y mesofilicos aerobios (NOM-092-
SSA 1-1995. 5000 UFC/mL). Todas las muestras pasteurizadas en el estudio cumplieron con la norma
de seguridad microbioldgica. La codificacion de las muestras se acordé de la siguiente manera: una
letra inicial, indicando muestras frescas (F) o pasteurizadas (P), luego un primer ntimero para la
temperatura de pasteurizacion (65, 75 ¢ 85 °C), seguido de un segundo niimero para el tiempo de
retencion en la pasteurizacion (15 6 25 min). Asi, por ejemplo, el cddigo P65/25 identifica una muestra
de gel de Aloe vera pasteurizada a 65 °C durante 25 min. Para la comparacion de los resultados
obtenidos entre las muestras de Aloe vera en los diferentes tratamientos, se considerd una muestra
fresca como referencia para cada lote individual de muestras pasteurizadas, por lo tanto, para cada
muestra fresca se utilizo la letra F en lugar de la letra P, incluyendo las condiciones de temperatura
y el tiempo (Rodriguez-Gonzalez et al., 2011).
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2.2 Determinacion del contenido de compuesto fendlico total

El contenido de compuestos fendlicos totales se determiné utilizando el reactivo Folin-
Ciocalteu (Medina-Torres et al., 2016). Se liofilizaron (-21 a -60 °C; 103.45 a 1.077 Pa; 72 h) muestras
de gel de Aloe vera fresco y pasteurizado. Muestras de 200 mg de gel liofilizado de Aloe vera se
extrajeron durante 2 h con 2 mL de metanol al 80 % que contenia acido clorhidrico al 1 % a
temperatura ambiente en un agitador orbital a 200 rpm. La mezcla se centrifugd a 1,252 x g durante
1 min y el sobrenadante se decant6 en viales de 4 mL. Los sobrenadantes se utilizaron para la
cuantificacién de compuestos fenodlicos totales. Se mezclaron 100 uL de extracto con 0.75 mL de
reactivo Folin-Ciocalteu (previamente diluido 10 veces con agua destilada) y se dejaron reposar a 22
°C por 5 min. Se agregaron 0.75 mL de solucion de bicarbonato de sodio (60 g/L) a la mezcla. Después
de 90 min a 22 °C, se midid la absorbancia a 725 nm, en un espectrofotémetro Thermo Scientific
Multiskan Spectrum. Los resultados se expresaron como equivalentes de acido galico/100 g de
liofilizado de Aloe vera pasteurizado y fresco.

2.3 Determinacion de la actividad antioxidante

Las técnicas de capacidad antioxidante utilizadas para ABTS (acido 2,2’-azinobis 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico), CUPRAC (Capacidad antioxidante reductora del ion cobre) y FRAP
(Poder antioxidante reductor del ion férrico), fueron descritas por Re ef al. (1999) y Yao et al. (2010),
adaptadas para su uso en microplacas. Para estos analisis se obtuvieron los extractos metanoélicos de
liofilizado de gel de Aloe vera, mediante la misma técnica que para compuestos fendlicos totales. Se
leyeron absorbancias en un espectrofotémetro (Thermo Scientific Multiskan Spectrum) a 734, 450 y
593 nm, respectivamente. Se utilizd una curva estandar de Trolox (50-80 uM) para expresar los
resultados en mg equivalentes de Trolox/100 g de muestra liofilizada.

Adicionalmente, se determiné capacidad antioxidante por el método modificado SDS-Ferricianuro
(SDS-MFA) de acuerdo con Berker et al. (2010) y Martinez-Garcia ef al. (2013). Se preparo una soluciéon
de cloruro férrico (0.1 %, p/v) con 0.1 g de FeCls-6H20 en 1 mL de HCl 1 M, diluyendo a 50 mL con
agua. La solucion de dodecil sulfato de sodio (1 %, p/v) se prepar6 con 1.0 g de SDS en 100 mL de
agua. A 1 mL de solucién antioxidante (i.e., 500 pL de extracto metandlico de Aloe y 500 uL de EtOH,
96 %), 5 mL de H20O, 1.5 mL de HC1 1 M, 1.5 mL de solucién de ferricianuro (1 %), y 0.5 mL de SDS (1
%), se le anadieron 0.5 mL de FeCls-6H20 (0.2 %) hasta un volumen final de 10 mL. La mezcla se
incubd a 50 °C en bafio de agua por 20 min, se dejo enfriar a temperatura ambiente, y se leyd la
absorbancia a 750 nm contra un reactivo en blanco. El color de la solucidn final fue estable durante al
menos 30 min. Se elabord una curva de catequina estandar (25 — 300 uM) para expresar los resultados
en mg equivalentes de catequina por 100 g de muestra liofilizada (Berker et al., 2010).

2.4 Estudio experimental in vivo

2.4.1 Animales

Se realiz6 un estudio in vivo en animales de experimentacion, se utilizaron en total 50 ratas
macho, sanos y adultos de la cepa Wistar, con un peso de 280 — 310 g. Todos los animales fueron
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adquiridos en los Laboratorios Rismart (México) y se sometieron a un periodo de adaptacién de una
semana bajo un ciclo luz-oscuridad de 12 h con libre acceso a alimentos y agua. Lo anterior se llevo a
cabo en el bioterio del Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la Facultad de
Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro, México, con cumplimiento de la NOM-062-
Z0O0-1999 (Amador et al., 2006).

2.4.2 Determinacion de la glucosa en sangre

La glucosa se cuantifico utilizando muestras de sangre obtenidas de la vena caudal de ratas
con 12 h de ayuno, utilizando un glucdmetro sensor (Accu-Check® Roche) con rango de sensibilidad
de 20 a 600 mg/dL de glucosa, ademas del uso de tiras reactivas con sensor de confort (Accu-Check®
Roche). La medicién de la prueba se realizé mediante bioamperometria. Se midi6é la corriente
generada por la reaccion de la enzima glucosa deshidrogenasa de la tira reactiva convirtiendo la
glucosa de la muestra de sangre en gluconolactona.

2.4.3 Curva de Tolerancia a la Glucosa (CTG) para determinar la dosis efectiva
con mayor capacidad anti hiperglucémica del gel de Aloe vera.

Para la determinacion de la dosis de Aloe vera a utilizar durante el estudio in vivo para evaluar
el efecto anti-hiperglucémico se realizé una CTG, que consistio en utilizar cinco grupos de seis ratas
Wistar sanas con 12 h de ayuno y se administré a cada grupo, una dosis de 100, 200, 300 y 500 mg/kg
de peso corporal respectivamente, de gel de Aloe vera del tratamiento de pasteurizaciéon de 75 °C por
25 min (P75/25). Después de 5 min, se administré una dosis de glucosa (4 g/kg p.c. por via oral) y el
grupo control fue suministrado con agua. Los niveles de glucosa en sangre (mg/dL) se midieron a los
0, 30, 60, 90 y 120 min.

2.4.4 Curva de tolerancia a la glucosa (CTG) para determinar el tratamiento de gel
de Aloe vera pasteurizado con mayor capacidad anti-hiperglucémica.

Para esta prueba se utilizo la dosis efectiva con mayor capacidad anti-hiperglucémica y
cuatro muestras diferentes de gel de Aloe vera. Esta CTG consistio en formar cinco grupos de seis
ratas Wistar cada uno con 12 h de ayuno, a estas se les administré una dosis de 500 mg/kg de peso
corporal respectivamente de los tres tratamientos pasteurizados de gel de Aloe vera (P65/25, P75/25,
P85/25). A un grupo se le administré gel fresco de Aloe vera y se utilizé un grupo control sin
tratamiento. Después de 5 min se administré6 una dosis de glucosa (4 g/kg p.c. por via oral),
posteriormente se cuantificaron los niveles de glucosa en sangre (mg/dL) a los diferentes intervalos
de tiempo, 30, 60, 90 y 120 min.

2.4.5 Solucion de estreptozotocina (STZ)

El fArmaco STZ (Sigma S0130-1G) se empled de acuerdo con Rajasekaran et al. (2006) y Abo-
Youssef et al. (2013). Este farmaco se utilizé para la induccion de diabetes en ratas, la solucion se
preparo disolviendo la STZ en 0.5 de tampon de citrato de sodio 0.1 M, pH 4.5.
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2.4.6 Induccion de diabetes con estreptozotocina

De acuerdo con Jain et al. (2010), el uso de bajas dosis de STZ (40 mg/kg) en ratas, producen
una destruccion parcial de las células 3, pero las hace permanecer diabéticas. Se utilizaron 33 ratas
Wistar con pesos de 283-310 g. Estas se colocaron con al menos 12 h de ayuno. Las ratas se separaron
en tres grupos de 11 ratas cada uno. Se realizaron los calculos para la preparacion de la STZ en
solucion de buffer de citratos y se administraron 45 mg/kg, ésta dosis se determiné de acuerdo con
Rajasekaran et al. (2006) y Abo-Youssef et al. (2013). Se inyectd a cada rata con de solucién de STZ
por via intraperitoneal.

2.4.7 Determinacion de las propiedades anti- hiperglucémicas de gel fresco y
pasteurizado de Aloe vera en ratas Wistar diabéticas.

Se integraron cuatro grupos experimentales: 1) grupo sano, 2) grupo de control diabético, 3)
grupo diabético tratado con la muestra de gel de Aloe vera pasteurizado, que mostr6é la mayor
capacidad anti hiperglucémica, 4) Un grupo diabético tratado con gel fresco de Aloe vera sin ningtin
tratamiento. Cada uno de los grupos se formoé con seis animales de experimentacidon. Los animales
fueron tratados durante tres semanas (21 dias) (Alinejad-Mofrad et al., 2015) y el gel de Aloe vera de
los diferentes tratamientos fue molido y suministrado a través de una canula intragdstrica, con una
dosis de 500 mg/kg de peso corporal (Rajasekaran et al., 2006; Arce et al., 2007). Cada semana se
registro el consumo de alimento, el peso corporal, el nivel de glucosa en sangre (mg/dL), asi como la
supervivencia de los grupos en estudio.

2.5 Analisis estadistico

Para los resultados de las mediciones de Polifenoles totales y Capacidad Antioxidante, se
calculd el porcentaje de variacion de las muestras pasteurizadas de gel de Aloe vera con respecto a su
correspondiente muestra fresca para cada tratamiento (Ecuacion 1), realizandolo por triplicado y
presentando las medias en las tablas correspondientes. Los porcentajes de variacion negativos,
indican que existiéd una disminucion en los valores de las muestras pasteurizadas en comparacion a
su correspondiente muestra fresca.

Resultado muestra Pasteurizada—Resultado muestra fresca

x100

Ec. 1: % Variaciéon =
% Resultado muestra fresca

El analisis estadistico de los resultados se realizé mediante un analisis unidireccional y multifactorial

de varianza, ANOVA, con tres repeticiones por tratamiento para todas las técnicas, utilizando las
pruebas de diferencia minima significativa (LSD) y Duncan con un intervalo de confianza del 95 %
para la comparacion de las medias de prueba.
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3. Resultados y discusion

3.1 Resultados del contenido fendlico total y capacidad antioxidante

Los resultados de los polifenoles totales de muestras liofilizadas de gel de Aloe vera fresco y
pasteurizado oscilaron entre 371.10 y 579.75 mg equivalentes de acido galico/100 g de liofilizado
(Tabla 1). Los tratamientos a 65 °C por 15 min (P65/15), asi como los tratamientos realizados a 85 °C
con ambos tiempos de retencién (P85/15, P85/25) presentaron valores similares a la muestra fresca o
concentraciones incluso superiores. El resto de los tratamientos mostraron una ligera disminucion. A
pesar de estos comportamientos, no hubo diferencia estadistica significativa entre los porcentajes de
variacion de las muestras pasteurizadas con respecto a su correspondiente muestra fresca en los
diferentes tratamientos. Los valores negativos de los porcentajes de variacion representan una
disminucion de los polifenoles totales de la muestra pasteurizada respecto a su correspondiente
muestra fresca. Los resultados presentados en este estudio son similares a los reportados por Zhen
et al. (2001), Hu et al. (2003), Loots et al. (2007) y superiores a los reportados por Lee et al. (2000). Con
esta informacion, se puede deducir que el tratamiento térmico no afectd significativamente el
contenido fenolico total de los geles de Aloe vera fresco y pasteurizado en el experimento llevado a
diferentes condiciones.

Tabla 1. Contenido de compuestos fenolicos totales y porcentaje de variacion de muestras de gel fresco y gel
pasteurizado de Aloe vera.

Table 1. Total phenolic compounds content and percentage variation of fresh and pasteurized Aloe vera gel
samples.

Muestras  Compuestos = Muestras  Compuestos =~ Muestras  Compuestos

fenolicos fenolicos fenolicos
totales” totales” totales”

F65/15 455.78+93.8 F75/25 579.65+116.4 F85/15 452.89+27.0

P65/15 469.67+127.1 P75/25 480.81+115.5 P85/15 455.43+129.9
% Variacion 3.048= % Variacion -24.2462 %Variacion 0.497a

F65/25 445.47+143.0 F75/15 403.48+110.5 F85/25 396.07+129.1

P65/25 422.68+166.4 P75/15 371.10+12.9 P85/25 416.46+175.3
% Variacion -5.1162 % Variacion -8.0262 % Variacion 5.148~

Analisis multifactorial de varianza ANOVA entre los porcentajes de variacion. Letras diferentes en las medias
de las columnas, indican diferencia estadistica significativa; prueba de LSD (p <0.05). *
*(mg equivalente de acido galico/100 g liofilizado).

Se puede destacar de los resultados de la Tabla 2, que, aunque en los métodos de capacidad
antioxidante CUPRAC y FRAP no hubo diferencia estadistica significativa entre los porcentajes de
variacion (% Variacion) de las muestras pasteurizadas con referencia a sus correspondientes muestras
frescas en los diferentes tratamientos, si hubo una tendencia de disminucién en los valores de la
capacidad antioxidante en todas las muestras pasteurizadas. Ademas, los valores del porcentaje de
variaciéon en la mayoria de los tratamientos son muy similares en estos dos métodos de analisis.
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Asimismo, las muestras que presentaron menos efecto en la capacidad antioxidante fueron las
tratadas a 65 °C por 25 min, al igual que en los métodos ABTS y SDS-MFA, en los que si hubo una
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos. De manera interesante en estos dos
métodos, las muestras que se vieron mas afectadas en capacidad antioxidante después del
tratamiento de pasteurizacion fueron las procesadas a 85 °C por 15 min.

Tabla 2. Capacidad antioxidante, ABTS, CUPRAC, FRAP y SDS-MFA de gel fresco y pasteurizado de Aloe vera
y el porcentaje de variacion entre muestras pasteurizadas y frescas.

Table 2. Antioxidant capacity, ABTS, CUPRAC, FRAP and SDS-MFA of fresh and pasteurized Aloe vera gel and
the percentage variation between pasteurized and fresh samples.

Muestras ABTS* CUPRAC* FRAP* SDS-MFA**
F65/15 534.43+177.48  565.33+231.17  336.41+91.91 262.81+9.55
P65/15 424.37+ 5.90 449.16x81.00  265.43+47.15 228.54+ 38.11
% Variacion -17.16+6.442>  -20.55+21.922 -21.101+48.692 -13.08 +11.364
F65/25 335.12+51.87  374.84+45.45  214.61+15.52 130.63+ 8.41
P65/25 338.26+16.96  318.35+23.32  197.70+14.81 163.19+ 10.67
% Variacion 2.63+16.84" -15.0745.132 -7.878+4.562 24.92+0.13 "
F75/15 506.20+9.19 517.05+84.61  333.83+94.52 117.54+ 77.07
P75/15 401.29+121.47  396.68+98.83  256.72+57.70 125.83+ 96.90
% Variacion -20.41+25.682b  -23.28+6.11=  -23.097+38.952  7.06+ 11.84 ab
F75/25 554.69+157.87 669.46+5.06 365.62+32.72 390.78+ 24.69
P75/25 506.26+123.71  516.78+60.95  273.01+37.61 280.97+ 38.63
% Variacion -5.94+20.82%  -22.807+9.062= -25.328+14.942 -28.10+ 14.24 2
F85/15 646.72+79.93  615.60+19.21  366.10+38.65  320.67+119.63
P85/15 446.76+ 44.74  426.94+43.90  247.92+14.33 225.17+ 39.57
% Variacion -30.10£11.622  -30.647+8.472 -25.328+14.942 -29.78+18.46 2
F85/25 438.41+126.70  469.16+£99.33  290.60+54.88 200.61+ 75.62
P85/25 404.56+ 37.48  417.56+63.64  266.75+70.24 164.81+10.01
% Variacion -4.46+16.952> -10.998+21.35 -32.280+62.92= -17.81+30.99 2

Letras diferentes en las medias de las columnas, indican diferencia estadistica significativa; prueba de LSD (p

<0.05).

ABTS (acido 2,2'-azinobis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico).
CUPRAC (Capacidad antioxidante reductora del ion cobre).

FRAP (Poder antioxidante reductor del ion férrico).
SDS-MFA (Método Modificado SDS-Ferricianida). *
* (mg equivalente de Trolox /100 g liofilizado)
**(mg equivalente de Catequina/100 g liofilizado)

Debido a lo anterior, se puede afirmar que el calor afecta la capacidad antioxidante de las muestras
de gel de Aloe vera después del tratamiento de pasteurizacion a temperaturas de 65 a 85 °C. Esto
concuerda con Chang et al. (2006), quienes aseguran que el contenido de compuestos fendlicos como
la barbaloina disminuye a temperaturas superiores a 80 °C; pero también, a temperaturas inferiores
a 65 °C, probablemente debido a la actividad enzimatica del gel de Aloe vera (Femenia et al., 2003;
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Eshun y He, 2004). Asimismo, se puede sugerir que posiblemente el mejor tratamiento de
pasteurizacion para el gel de Aloe vera, sin afectar tanto su capacidad antioxidante es de 65 °C por 25
min.

3.2 Efecto anti-hiperglucémico de muestras de gel de Aloe vera pasteurizadas

Se evaluo el efecto anti-hiperglucémico en ratas Wistar sanas del gel de Aloe vera, utilizando
diferentes dosis. Se observo que a la mayor dosis utilizada se presentd el mayor efecto anti-
hiperglucémico, decreciendo los niveles de glucosa en sangre después de 30 min, y presentando una
diferencia estadistica significativa (p <0.05) comparada con las otras dosis administradas. Una vez
obtenida la mejor dosis de administracion (Fig. 1), se realiz6 otra curva de tolerancia a la glucosa,
utilizando una dosis de 500 mg/kg de peso corporal y muestras de cuatro tratamientos diferentes
(Fig. 2). En dicha figura se presentan los tratamientos de Aloe vera F65/25, gel de Aloe vera P65/25,
P75/25 y P85/25; administrados a ratas Wistar sanas, se aprecia que el grupo de mayor efecto anti-
hiperglucémico fue el de P75/25.

160.0
140.0
3 120.0 a
? 100.0 b
& ——CONTROL d
g 60.0 Aloe vera P75/25 (100 mg/kg)
§ 200 —&— Aloe vera P75/25 (200 mg/kg)
5 oo =>= Aloe vera P75/25 (300 mg/kg)
Aloe vera P75/25 (500 mg/kg)
0.0
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)

Figura 1. Efecto anti-hiperglucémico de gel de Aloe vera P75/25 en ratas Wistar sanas a diferentes dosis. Letras
diferentes muestran diferencia estadistica significativa; prueba de Duncan (p <0.05).

Figure 1. Antihyperglycemic effect of Aloe vera P75/25 gel in healthy Wistar rats at different doses. Different
letters show significant statistical difference; Duncan's test (p <0.05).

10



Rodriguez-Gonzilez et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVII (1) e 1168 (2023)

180.0
a
1000 b \
140.0 - a
=) b
= 120.0 s D A ab
C% o0 ¢ \( BCg
8 o =¢=CONTROL
é 60.0
40.0 == Aloe vera P65/25
20.0 == Aloe vera P75/25
. Aloe vera P85/25
0.0 , . | |
0 30 60 90 120
Tiempo (min)

Figura 2. Efecto anti-hiperglucémico de gel de Aloe vera sometido a diferentes tratamientos de pasteurizacion
P65/25, P75/25 y P85/25 administrados a una dosis de 500 mg/kg a ratas Wistar.

Letras diferentes indican diferencia estadistica significativa; prueba de Duncan (p <0.05).

Figure 2. Antihyperglycemic effect of Aloe vera gel subjected to different pasteurization treatments P65/25, P75/25
and P85/25 administered at a dose of 500 mg/kg to Wistar rats.

Different letters indicate significant statistical difference; Duncan's test (p <0.05).

Se ha reportado que el efecto anti-hiperglucémico del Aloe vera puede atribuirse a los polisacaridos
que contiene, como el glucomanano, el cual simula la actividad de los fibroblastos, causando
proliferacion, lo cual posteriormente incrementa la sintesis de coldgeno (El Sayed et al., 2016).

Segtn el estudio de Tabatabei et al. (2017), la actividad anti-hiperglucémica del Aloe vera se asocia a
su habilidad para incrementar la sensibilidad de la insulina, modular la expresiéon GLUT4, prevenir
la muerte de células 3 y/o recobrar parcialmente las células  danadas, y estimular la secrecion de la
insulina del remanente de las células {3. El incremento de los niveles de insulina observados en el
estudio de Rajasekaran et al. 2006, indicaron que el extracto de gel de Aloe vera simula la secreciéon de
insulina del remanente de las células B-pancreaticas y/o la regeneracion de las células f3.

11
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Figura 3. Nivel de glucosa sanguinea en ayuno de ratas Wistar diabéticas, inducidas con STZ (45 mg/kg p.c.) y
tratadas durante 21 dias, con 500 mg/kg p.c. de gel de Aloe vera fresco y P75/25. Letras diferentes en las barras
del grafico indican diferencia estadistica significativa; prueba de Duncan (p <0.05).

Figure 3. Fasting blood glucose level of diabetic Wistar rats induced with STZ (45 mg/kg b.w.) and treated for
21 days with 500 mg/kg b.w. of fresh Aloe vera gel and P75/25. Different letters in the bars of the graph indicate
significant statistical difference; Duncan's test (p <0.05).

Tras una semana de la induccién de la diabetes con 45 mg/kg p.c. de STZ a las ratas Wistar, se les
midio su nivel de glucosa en sangre, presentando diabetes moderada con valores iniciales de glucosa
en sangre entre 144 y 169 mg/dL, iniciando en este momento el tratamiento de 21 dias con gel de Aloe
vera (Tiempo cero, Fig. 3). Se administraron el gel fresco de Aloe vera y el gel P75/25 respectivamente,
a una dosis de 500 mg/kg de p.c. En la Fig. 3 se pueden observar los niveles de glucosa en sangre del
grupo tratado con gel pasteurizado y fresco de Aloe vera al inicio del tratamiento y en la tercera
semana al final del tratamiento. Los niveles de glucosa en sangre del grupo tratado con gel de Aloe
vera pasteurizado disminuyé por debajo de los valores del grupo tratado con Aloe vera fresco y del
grupo de control diabético, resultando de 232, 322.4 y 440 mg/dL respectivamente. Esto indica un
efecto positivo en la disminucién de uno de los principales indicadores de la diabetes mellitus que
son los altos niveles de glucosa en sangre.

Se ha reportado que el Aloe vera procesada (incubacién con celulasa, tratamiento térmico y
clarificacion con carbon activado) consumida por ratas con diabetes tipo 2, ayudé a incrementar la
sensibilidad a la insulina, disminuyendo los niveles de glucosa en sangre en los animales
experimentales (Kim et al., 2009).

12
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Devaraj et al. (2013) reportaron efectos positivos en modelos in vivo de diabetes, incluyendo
disminucion rapida de los niveles de glucosa en ratas inducidas con Aloxan, aumento de la tolerancia
a la glucosa en ratas administradas con glucosa, decremento de los niveles de glucosa y decremento
del dafio oxidativo en cerebros en ratas diabéticas inducidas con STZ y mejoramiento de los niveles
de insulina en plasma.

Maan et al. (2018), argumentan que el gel de Aloe vera es un agente anti-hiperglucémico efectivo contra
la diabetes tipo 2 y ha sido propuesto para la disminucién de los niveles de glucosa en sangre debido
a que éste incrementa el metabolismo.

4. Conclusiones

Debido al comportamiento en los valores de la capacidad antioxidante del gel de Aloe vera,
con los métodos SDS-Modificado y ABTS, los tratamientos P65/25, P75/25, P85/25, se eligieron para
hacer las pruebas preliminares del estudio in vivo para determinar su efecto anti-hiperglucémico.

El efecto anti-hiperglucémico del gel de Aloe vera, en ratas Wistar aumento segiin la concentracion de
la dosis de administracion. El gel de Aloe vera P75/25, causé el mayor efecto anti-hiperglucémico en
ratas Wistar sanas. En un tratamiento de 21 dias con suministro de gel de Aloe barbadensis Miller
P75/25, los niveles de glucosa en sangre de ratas Wistar diabéticas inducidas con STZ (45 mg / kg) se
encontraron por debajo de los del grupo de control diabético y del grupo tratado con Aloe vera fresco.

Por lo tanto, en este estudio el gel de Aloe vera pasteurizado tuvo una capacidad anti-hiperglucémica
superior al gel fresco, ya que, aunque el tratamiento afect6 su capacidad antioxidante, también puede
hacer mas biodisponibles a los compuestos fendlicos que no se afectaron y coadyuvar al balance de
radicales libres generados por la enfermedad. Ademas, es posible que se pueda dar una condicién
de sinergia con las fibras presentes en el Aloe vera, que, debido al tratamiento térmico, proporcione
una mayor biodisponibilidad de estos polisacaridos, como el acemanano y el glucomanano, que, por
su capacidad de retencion de agua, atrapen también los monosacaridos disueltos en el agua, y puedan
disminuir su absorcién y los niveles de glucosa en sangre.
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Resumen

La recoleccion de Residuos Solidos Urbanos (RSU) en México se lleva a cabo mediante el método
de acera, donde los recolectores recogen los residuos colocados enfrente de las viviendas. Durante
la jornada, los recolectores adoptan posturas inadecuadas que influyen en el desarrollo de padecer
lesiones musculo-esqueléticas. El presente estudio tiene como objetivo evaluar el método de
recoleccion de RSU en la ciudad de Delicias, Chihuahua, México; a través de la observacion de las
posturas forzadas y la manipulacién de cargas con aplicacion del método ergondémico Valoracion
Rapida del Cuerpo Completo (REBA por sus siglas en inglés) y la ecuacion del Instituto Nacional
para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH por sus siglas en inglés) identificando el nivel de
riesgo postural. Este estudio se realizd en una muestra representativa de 20 recolectores. Los
resultados indicaron que, al manipular el bote metalico, el 80 % de los recolectores alcanzé un nivel
de riesgo muy alto y el 20 % un riesgo alto; con el bote de plastico, el 23.4 % muestran un riesgo
muy alto, 70 % un riesgo alto y el 6.6 % un riesgo medio. Por lo tanto, los recolectores de RSU son
mas propensos a desarrollar algin Trastorno Musculoesquelético (TME) en hombros, cuello,
brazos, piernas, tronco y mufiecas por la continua e incorrecta manipulacién de los RSU.

Palabras clave: evaluaciones ergonomicas, trastornos musculoesqueléticos, recolectores de

residuos sé6lidos urbanos, nivel de riesgo postural, indice de levantamiento.
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Abstract

Waste collection of MSW (Municipal Solid Waste) in Mexico is carried out using the sidewalk
method, where the collectors collect the waste placed in front of the houses. During the working
day, collectors adopt inappropriate postures that influence the development of musculoskeletal
injuries. The objective of this study is to evaluate the MSW collection method in Delicias city,
Chihuahua, Mexico through the observation of forced postures and the handling of loads with the
application of the REBA ergonomic method (Rapid Entire Body Assessment) and the NIOSH
equation (National Institute for Occupational Safety and Health) identifying the level of postural
risk. This study was carried out in a representative sample of 20 MSW waste collectors. The results
indicated that, when manipulating the metal can, 80 % of the collectors reached a very high risk
level and 20 % a high risk; with the plastic bottle, 23.4 % show a very high risk, 70 % a high risk
and 6.6 % a medium risk. Therefore, it can be said that waste collectors are more likely to develop
some musculoskeletal injuries (TME for its acronym in Spanish) in the shoulders, neck, arms, legs,
trunk and wrists due to the continuous and incorrect handling of waste.

Keywords: ergonomic evaluations, musculoskeletal disorders, urban solid waste collectors,
postural risk level, lifting index.

1. Introduccion

Los Trastornos Musculoesqueléticos (TME) son problemas de salud que afectan al aparato
locomotor, compuesto por huesos, musculos, tendones y ligamentos (Organizacion Mundial de la
Salud, 2021); y se presentan, principalmente, en codos, hombros, manos, mufecas y en la espalda;
es decir, zona cervical, dorsal y lumbar (Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo,
2015; Lopez et al., 2020). Los TME de origen laboral se desarrollan a través del tiempo y por
diversos factores como la manipulacion de cargas, los movimientos repetitivos y las posturas
forzadas; las lesiones mas frecuentes son en la regién lumbar, seguida de la columna dorsal y
cervical (Battini et al., 2018; Rodriguez-Blanes et al., 2018; Junta de Castilla y Ledn, 2019). Estos
trastornos afectan por igual a todos los sectores laborales, representando uno de los problemas méas
importantes de salud ocupacional y constituyen una de las principales causas de ausentismo
laboral en el mundo (Organizacién Mundial de la Salud, 2021).

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (2021), aproximadamente 1,710 millones de
personas en el mundo padecen de TME. En Europa, se estima que 40 millones de trabajadores
padecen alguno de estos trastornos (Junta de Castilla y Ledn, 2019). Por su parte, México registro,
12,622 casos relacionados con enfermedades laborales durante el 2016, de las cuales 4,683 fueron
por enfermedades musculoesqueléticas (Rodriguez et al., 2021).

La tarea realizada por los recolectores de los residuos solidos urbanos, es uno de los trabajos mas
peligrosos para el ser humano, debido a la posibilidad de adquirir o desarrollar enfermedades
ocupacionales como TME (Organizacion Internacional del Trabajo, 2019), ademas, el riesgo de
sufrir un desorden musculoesquelético se incrementa debido a la falta de cultura de prevencion de
riesgos y a la carencia del equipo de proteccion personal (Rissetto et al., 2010).

Considerando la importancia de los impactos asociados a las condiciones de trabajo en la salud de
las personas, se han realizado diversos estudios enfocados en los efectos de estas condiciones con el
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desarrollo de TME. Una investigacion realizada en Colombia analizo las condiciones de trabajo y el
impacto en la salud de los trabajadores de RSU de paises de América (Brasil, Paraguay, Argentina y
Estados Unidos), y concluyé que los TME son causados por la manipulacion de los contenedores
pesados de basura y por los movimientos repetitivos que conlleva su labor; asi como también las
largas jornadas laborales y a la misma naturaleza del trabajo (Lopez et al., 2021). En otro estudio
realizado en Nicaragua, se determind el perfil de salud ocupacional y factores asociados que
padecen los recolectores de basura del municipio de Ledn; el estudio fue de corte transversal entre
febrero y marzo de 2019, en el que se entrevistaron a 93 recolectores de basura, incluyendo a los
trabajadores permanentes y temporales; los resultados arrojaron que el 90.3 % de los recolectores
presentaron sintomas de malestares musculoesqueléticos, siendo el dolor articular el mas frecuente,
con un 64.5 % (Parrillas y Pérez, 2019).

En Taiwan, se realizo un estudio transversal en dos ciudades ubicadas en el norte, durante 2018-
2019, en el que participaron 626 recolectores de residuos municipales que rellenaron de forma
andnima un cuestionario estructurado. Los efectos de moderacion y mediacion del desequilibrio
esfuerzo-recompensa (ERI por sus siglas en inglés) y el apoyo social en los TME de orden superior
se analizaron mediante el Macro Modelo de Proceso de Haye. Los resultados mostraron la
prevalencia de TME en miembros superiores del cuerpo, especificamente, el 43.4 % para el cuello,
del 56 % para el hombro, del 24.1 % para la parte superior de la espalda y del 33.1 % para la
mano/mufieca. Se presentd una mayor prevalencia de hombro (72.2 %), cuello (48 %) y parte
superior de la espalda (30 %) en las trabajadoras en comparacion con los hombres (Yang ef al., 2022).

El desarrollo de TME se genera, en gran parte, por actividades o procesos desarrollados en ausencia
de una metodologia diseniada con un enfoque ergondmico. La ergonomia tiene una importante
contribucion a la seguridad y salud laboral, esta se define como la ciencia o estudio para optimizar
el bienestar humano, aplicindose no solo al trabajo sino a toda la actividad humana donde se
utilicen artefactos, considerando aquellos factores de riesgo para asegurar que el trabajo esté
adaptado al cuerpo humano y asi tener mejores condiciones laborales, evitando futuras lesiones o
dafios en la salud de los empleados (Defelippe, 2014; Cafias, 2015). Cabe considerar que el objetivo
de la ergonomia es prevenir las lesiones de los tejidos blandos y los TME causados por la exposicion
repentina o sostenida a la fuerza, vibraciones, movimientos repetitivos y posturas incdmodas
(Grooten y Johanssons, 2018; Navas, 2018).

Uno de los métodos utilizados para la evaluacion ergondmica de los trabajadores es la Valoracién
Rapida del Cuerpo Completo (REBA, por sus siglas en inglés), el cual lleva a cabo un sistema de
analisis de posturas forzadas para identificar el nivel de riesgo de desarrollar trastornos
musculoesqueléticos relacionados con las actividades laborales (CENEA, 2016; Vidal, 2020). Por
otra parte, el método ergondmico de evaluacion de carga es por la ecuacién de NIOSH que fue
desarrollado por el Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH por sus
siglas en inglés) la cual parte de levantamientos ocasionales, con un agarre ideal de la carga (Lopez
et al., 2020).

Dada la importancia de la ergonomia y considerando los antecedentes de los impactos en el
desarrollo de TME, asi como el interés por prevenir lesiones futuras a causa de la naturaleza del
trabajo realizado por los recolectores de RSU; el presente estudio se realiza con la finalidad de
determinar el nivel de riesgo postural de los recolectores de RSU de la ciudad de Delicias,
Chihuahua, México a través de la aplicacion de métodos de evaluacién ergonémicas, dado que el
manejo de cargas, las posturas inadecuadas y los movimientos repetitivos, aumentan la posibilidad
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de padecer un trastorno musculo-esquelético a los trabajadores dedicados a la recoleccion de
residuos sélidos urbanos.

2. Materiales y métodos

El diseno metodolédgico del presente analisis ergonémico fue transversal, con un alcance
descriptivo, aplicado a los recolectores de RSU de la ciudad de Delicias, Chihuahua, México. El
estudio se desarrollo in situ en trabajo de campo, entre los meses de septiembre y noviembre del
afno 2021. Se tiene un total de 30 participantes, los cuales seran el objeto de estudio, la unidad de
muestreo es el porcentaje de recolectores que presentan alguna dolencia o malestar después de la
jornada laboral, para ello se toma en cuenta un estudio realizado en Yucatan en donde se obtuvo
que el 73 % de recolectores mencionaron tener alguna dolencia en su cuerpo, mientras que el 27 %
hicieron referencia a no tener molestias (Rodriguez et al., 2021, p. 31). Para obtener el tamano de la
muestra se utilizé la férmula de proporcion Ec. (1), con un nivel de confianza del 90 % y un error
de 10 %.

NZ'pq
TN 1) +Z%pq Ee.(1)

Donde:

. n: tamano de la muestra

. N: tamarfio de la poblacion

J Z: nivel de confianza

J e: grado de error

. p: probabilidad de ocurrencia

J g: probabilidad de no ocurrencia
Datos:
P=73%
Q=27%
N=30
Z=1.645
E=0.10

_ (30)(1.645)°(.73)(.27)
T (.10)2 (30 — 1) + (1.645)2(.73)(.27)

n

16.0007

"= 0.82335

n=19.43 recolectores

La poblaciéon objeto de estudio fueron 30 recolectores de RSU de la ciudad, que representan la
totalidad de este personal. Con base en ésta, se realizd un censo por conveniencia en donde se fue
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completando la participacion al llegar a una muestra representativa de 20 recolectores de acuerdo a
la férmula de proporcion.

Para el analisis ergondémico, se utiliza el método REBA el cual consiste en identificar el nivel de
riesgo de padecer un TME, mediante un analisis de las posturas que adopta el trabajador; para ello,
se divide el cuerpo en dos grupos: grupo A y grupo B. El primer grupo lo componen el tronco, el
cuello y las piernas y el grupo B se compone del brazo, el antebrazo y la mufeca (Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo, 2015). Las puntuaciones de cada uno de los
miembros se suman al final; si la puntuacién es igual a 1, significa que el riesgo es inapreciable, si
es una puntuacion de 2 a 3 puntos quiere decir que hay un riesgo bajo, si la puntuacién es de 4 a 7
es un riesgo medio, si hay una puntuacién de 8 a 10 significa que hay un riesgo alto por lo cual la
actuacidn es necesaria cuanto antes, si la puntuacion es de 11 a 15 puntos existe un riesgo muy alto
entonces la actuacion debe ser de inmediato (Diego-Mas, 2015).

Por otra parte, también se utiliza la ecuacion de NIOSH Ec. (2) para evaluar el levantamiento de
cargas, asi como levantamiento con agarre no 6ptimos a través del Indice de Levantamiento (IL),
donde podemos identificar aquellos levantamientos de carga que estan relacionados con el riesgo
de padecer un TME (Lopez et al., 2020).

ERWL=LC+« HM « VM « DM » AM +« FM « CM Ec. (2)
Donde:

LC = Establecimiento de la constante de carga (load constant)
HM = Factor de distancia horizontal (horizontal multiplier)
VM = Factor de altura (vertical multiplier)

DM = Factor de desplazamiento vertical (distance multiplier)
AM = Factor de asimetria (asymetric multiplier)

FM = Factor de frecuencia (frequency multiplier)

CM = Factor de agarre (coupling multiplier)

IL = Peso de la carga/RWL Ec. (3)

Con la ecuacion de NIOSH se determina el calculo del indice de levantamiento Ec. (3); si el IL de la
tarea nos da como resultado una puntuacién menor o igual a 1 significa que los trabajadores
pueden realizar la actividad sin ocasionarles problemas, si da como resultado entre 1 y 3 significa
que algunos trabajadores pueden padecer dolencias o lesiones si realizan esa actividad, y si nos da
una puntuacién mayor a 3, la tarea ocasionara problemas a la mayoria de los empleados (Lépez et
al., 2020).

Recoleccion y analisis de datos

Se realizé una serie de observaciones previas con la finalidad de identificar y conocer las
variables que estaban implicadas en el estudio. Primero, se reconocié que los camiones que se
utilizan para la recoleccién de RSU son de carga trasera (Fig. 1). Ademas, se identificaron tres
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posturas forzadas: al sujetar y acercar el contenedor al camidn recolector, al cargar el contenedor de
basura y las posturas que realizan al momento de depositar la basura.

Figura 1. Camion recolector utilizado en la ciudad.

Figure 1. Collector truck used in the city.

Al momento de observar el método de trabajo se fueron registrando los contenedores mas
comunmente utilizados en las viviendas los cuales son, el bote de plastico, el bote de metal, las
bolsas chicas y las bolsas grandes; con esta informacién se realizé un calculé para obtener la
probabilidad de ocurrencia de cada contenedor siendo: 45.1 % para el bote de plastico, 38.5 % para
el bote de metal, 7.6 % para las bolsas chicas y 8.6 % para bolsas grandes (Tabla 1).

Tabla 1. Calculo de la probabilidad de ocurrencia de cada contenedor.
Table 1. Calculation of the probability of occurrence of each container.

Colonia Contenedor por vivienda
Plastico Metal Bolsas
G Ch
Alameda 10 2 1 2
Benito Juarez 8 7 3 2
Francisco Villa 9 8 2 1
Pablo Gémez 8 10 2 2
Linda Vista 9 7 3 2
Flores de Tepeyac 11 6 2 1
Nuevo Delicias 7 9 2 2
Desarrollo Urbano 10 8 2 2
Girasoles 9 10 1 1
Cumbres del Deporte 8 9 3 1
Total 89 76 17 15
Probabilidad 0.451 0.385 0.086  0.076
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De acuerdo con los cuatro tipos de contenedores utilizados en la ciudad de Delicias, y su
probabilidad de ocurrencia mencionada, se procedié a calcular una muestra estadistica (Tabla 2),
utilizando la férmula de proporcién infinita, con un nivel de confianza del 90 %, con la finalidad de
obtener el peso promedio de los botes que son levantados por los recolectores, determinando que
deben ser pesados 67 botes de plastico, 64 botes de metal, 21 bolsas grandes y 19 bolsas chicas.

Tabla 2. Calculo de la muestra.
Table 2. Sample calculation.

Plastico Metal Bolsas

G Ch

(1.65)° ((451)(.549) (1.65)° (385)(.615) (1.65)° (L086)(.914) (1.65)° (.076)(.924)
.10}z (.10)2 (1002 (.10)2

67 64 21 19

Al conocer las posturas forzadas a evaluar, se procedid a observar y videograbar los movimientos
ejecutados por los recolectores mientras realizaban las labores habituales de la recoleccién de RSU
por las distintas avenidas de la ciudad. Al mismo tiempo, se obtuvo el pesaje de los contenedores
de acuerdo con la muestra estadistica, para lo cual se utilizé una bascula industrial de la marca
Rhino modelo I-PEP.

Posteriormente se aplico el método REBA, para evaluar las tres posturas con los cuatro
contenedores diferentes, y se procedié con la evaluacion del indice de levantamiento con la
ecuacion de NIOSH. Los softwares utilizados se encuentran en la péagina de ergonautas en la
plataforma Ergoniza © (2006), disponible en:
https://www.ergonautas.upv.es/ergoniza/app/index.html, donde se crea una cuenta para tener

acceso a realizar evaluaciones ergondmicas de métodos como: RULA (Rappid Upper Limb Disorders),
REBA, OWAS (Ouvako Working Analysis System), NIOSH, OCRA (Occupational Repetitive Action),
entre otros.

Al conseguir las grabaciones de los 20 recolectores y el pesaje completo de los contenedores, se
procedié a realizar un analisis de las posturas (Fig. 2), los angulos corporales fueron calculados a
través de fotografias con ayuda del software Angulus (2016), se colocan fotografias de las posturas
a analizar, permitiendo calcular los angulos necesarios para realizar las evaluaciones ergondmicas;
en este caso, se estudia la flexion del cuello, piernas, tronco, brazos, antebrazos y muriecas.


https://www.ergonautas.upv.es/ergoniza/app/index.html
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b:308.0° b:259.0°

Figura 2. Ejemplo del analisis de angulos corporales con el software Angulus. a) Extension de brazo 43°, b)
Flexion del tronco 44°, c) Flexién de antebrazo 51°, d) Flexién del tronco 45°, flexién de pierna 87°, f) flexién de
tronco 12°, g) flexion de tronco 52°, h) extensiéon de brazo 101°.

Figure 2. Example of the analysis of body angles with the Angulus software. a) arm extension 43°, b) trunk
flexion 44°, c) forearm flexion 51°, d) trunk flexion 45°, leg flexion 87°, f) trunk flexion 12°, g) trunk flexion 52°,
h) arm extension 101°.

Después de haber realizado el calculo de los angulos, y colocado la informacién correspondiente
para cada método, se cre6 una base de datos en el programa Excel ® (2016), con los resultados y el
analisis, colocando la informacién de manera individual por recolector y por método, para llevar a
cabo el calculo del promedio de pesaje de cada contenedor.

Durante su jornada laboral, los recolectores de RSU manipulan botes y bolsas con diferentes pesos y
dimensiones (Fig. 3); en promedio el peso de los contenedores en las viviendas es de 33.00 + 4.10 kg
para el bote de metal (Fig. 3-a), 17.00 + 4.68 kg para el bote de plastico (Fig. 3-b), 9.40 + 3.42 kg las
bolsas grandes (Fig. 3-c) y 1.30 + 0.34 kg las bolsas chicas (Fig. 3-d).

De acuerdo con los resultados obtenidos del método REBA para los botes metalicos y de plastico
(Tabla 3), se observd que, al girar el bote metdlico para colocarlo enfrente del camidn recolector, el
70 % de los recolectores presentan un riesgo muy alto y el otro 30 % un riesgo alto. Al cargarlo, el
95 % de los recolectores tienen un riesgo muy alto y el 5 % restante un riesgo alto, las posturas que
toman al depositar la basura en el camion representan un nivel de riesgo muy alto para el 75 % de
los recolectores y para el 25 % un nivel de riesgo alto. El riesgo que presenta la manipulacion del
bote de plastico al momento de girarlo, es un riesgo alto para el 70 % de los recolectores y un riesgo
medio para el 15 %. Al cargarlo, el 25 % muestran un riesgo muy alto y el otro 75 % un riesgo alto;
con respecto a la postura al depositar la basura del bote de plastico, el 5 % de los recolectores
presentan un nivel de riesgo medio, el 65 % presentan un riesgo alto y el 30 % un nivel de riesgo
muy alto.
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Figura 3. Contenedores de RSU utilizados en las viviendas de la ciudad.

Con respecto a los resultados obtenidos con la ecuacion de NIOSH, para el bote metalico y de
plastico, tenemos que, al levantar el bote de metal, 11 recolectores presentan un IL mayor a 3, los

Figure 3. MSW containers used in the city's housing units.
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otros 9 obtuvieron un IL de entre 1 y 3. En cambio, con el bote de plastico, los 20 recolectores dan
como resultado un IL entre 1y 3.

Tabla 3. Resultados de la evaluacion al manipular contenedores metalicos y de pléstico.

Table 3. Evaluation results when handling metal and plastic containers.

REBA NIOSH REBA NIOSH
Recolector Bote metalico Bote de plastico
Gira Carga Deposita LPR IL Jala Carga Deposita LPR IL

1 11 13 12 12.62 2622 9 10 9 10.87 1.618
2 11 11 11 12.61 2624 10 10 8 9.81 1.792
3 9 10 11 10.85 3.050 11 11 11.01 1.597
4 10 11 11 9.9 3.343 10 6 10.87 1.618
5 10 12 10 929 3.562 10 10 9.66 1.820
6 11 13 11 9.04 3661 10 10 11 8.61 2.042
7 11 12 12 1043 3173 11 10 11 13.11 1.341
8 12 12 10 1152 2873 11 10 10 9.34 1.883
9 10 11 10 9.71  3.408 10 10 10.62 1.656
10 9 12 10 11.02 3.003 10 11 996 1.765
11 11 12 11 12.83 2579 11 10 1112 1.581
12 12 13 12 10.36 3.194 10 11 122 1.441
13 10 13 10 144 2298 8 10 10 11.8  1.490
14 11 12 11 10.36 3.194 7 11 114 1.542
15 11 12 12 12.67 2612 6 9 11.12 1.581
16 11 13 11 115 2878 8 11 11 11.06 1.590
17 11 12 12 10.76 3.076 8 11 9 9.8 1.794
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18 11 12 11 1297 2.551 7 10 9 10.13 1.736
19 12 12 11 11.01 3.006 10 11 10 9.32 1.887
20 11 12 11 12.83 2.579 9 10 10 11.31 1.555

Por otro lado, el resultado del método REBA para bolsas chicas y grandes (Tabla 4); en la actividad
de sujetar las bolsas grandes, el 65 % de los recolectores presentan un nivel de riesgo medio,
mientras que el 35 % un riesgo alto; al cargar las bolsas grandes, el 10 % de los recolectores
muestran un nivel de riesgo bajo, 75 % un nivel de riesgo medio y el resto un riesgo alto, al
depositar la bolsa grande al camion, el 90 % de los recolectores exponen un nivel de riesgo medio y
el 10 % representan un riesgo alto. La accién de sujetar las bolsas chicas muestra un nivel de riesgo
inapreciable para el 5 % de los recolectores, 20 % un riesgo bajo, 70 % un riesgo medio y el otro 5 %
un riesgo muy alto; la variabilidad del nivel de riesgo se debe a donde se encuentran colocadas, ya
sea en algun arbol o reja de la vivienda. Al cargar las bolsas chicas, hay un nivel de riesgo
inapreciable para el 15 %, un riesgo bajo para el 60 % y un riesgo medio para el 25 % de los
recolectores. Cuando son depositadas en el camion, hay un riesgo medio para el 70 %, un riesgo
bajo para el 25 % y un riesgo inapreciable para el 5 %. Asi mismo, la ecuaciéon de NIOSH para
bolsas chicas y grandes, nos da un IL menor a 1, lo que significa ser una actividad que no causara
problema a los recolectores.

Tabla 4. Resultados de la evaluacién al manipular bolsas chicas y grandes.
Table 4. Evaluation results when handling small and large bags.

Recolector REBA NIOSH REBA NIOSH

Bolsas grandes Bolsas chicas

Agarrar Cargar Soltar LPR IL Agarrar Cargar Soltar LPR IL
1 7 10 9 1266 0.742 1 2 3 15.98 0.088
2 7 10 4 1435 0.655 9 2 5 13.21 0.106
3 8 5 6 1211 0.776 6 2 2 16.27 0.086
4 8 5 5 1199 0.784 6 4 4 14.56 0.096
5 9 5 6 14.78 0.636 2 2 1 11.76 0.119
6 7 7 7 10.15 0.926 5 3 4 15.02 0.093
7 6 5 6 1555 0.605 6 7 3 15.05 0.093
8 7 8 6 158 0595 7 4 4 16.53 0.085
9 7 4 7 1589 0592 7 2 6 15.48 0.090
10 8 5 7 10.52 0.894 7 4 7 11.03 0.127
11 4 3 4 1494 0.629 3 1 3 145  0.097
12 9 3 5 13.29 0.707 6 4 4 12.07 0.116
13 8 5 6 1449 0.649 6 2 4 16.73  0.084
14 7 4 6 16.3 0577 4 1 6 13.93 0.101
15 7 5 7 1498 0.628 3 2 4 16.3  0.086
16 6 5 8 1555 0.605 4 2 4 13.51 0.104
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17 7 5 7 1394 0.674 5 1 6 14.41 0.097
18 8 6 7 13.57 0.693 4 3 5 13.49 0.104
19 5 4 7 1588 0.592 3 2 3 145  0.097
20 7 4 4 13.24 0.710 4 3 4 13.82 0.101

3. Discusion

Considerando los resultados de la evaluacion del método REBA, la Tabla 5 hace referencia a
la parte del cuerpo afectada debido al esfuerzo corporal realizado de manera general por los
recolectores. De forma especifica, los resultados del presente estudio identificaron que la
manipulacion del bote de metal afecta principalmente los brazos, hombros, tronco y piernas de los
recolectores; mientras que con el bote de plastico existe un sobreesfuerzo en los brazos, hombros,
tronco y cuello. Asi mismo, con las bolsas grandes de residuos hay sobreesfuerzos en muifiecas,
antebrazos, cuello, brazos, y tronco; y para el caso de las bolsas chicas, se presenta un riesgo en las
mufiecas, antebrazos y cuello.

Tabla 5. Partes del cuerpo afectadas debido al esfuerzo corporal.

Table 5. Parts of the body affected due to bodily effort.

Contenedor

Esfuerzo corporal

Parte del cuerpo afectada

Bote metalico (girar)

Giro y flexion del cuerpo,
rotacion de brazos

Tronco, brazos y antebrazos

Bote metalico (cargar)

Inclinacién y rotacion del tronco,
flexion de rodillas y antebrazos

Tronco, antebrazos, rodillas

Bote metalico (depositar)

Extension de brazo, elevacién de
hombros y flexion de cuello

Brazos, cuello y hombros

Bote de plasticos
(girar/arrastrar)

Giro y flexién del cuerpo /
extension de brazo, rotacion de
brazos

Tronco, brazos y antebrazos

Bote de plasticos (cargar)

Inclinacién y rotacion del tronco,
flexién de rodillas y antebrazos

Tronco, antebrazos, rodillas

Bote de plasticos
(depositar)

Extension de brazo, elevaciéon de
hombros y flexion de cuello

Brazos, cuello y hombros

Bolsas grandes (sujetar)

Flexion del tronco, flexién de
munecas

Tronco y munhecas

Bolsas grandes (cargar)

Flexién de antebrazos torsion de
munecas

Antebrazos y mufiecas

Bolsas grandes (depositar)

Extension de brazo, inclinacion
del cuello y del cuerpo

Brazos, cuello y tronco

Bolsas chicas (sujetar)

Elevacién de hombros o flexién
del tronco

Hombros o tronco

Bolsas chicas (cargar)

Flexion de antebrazos, torsion de
munecas

Antebrazos y mufiecas

Bolsas chicas (depositar)

Extension de brazo, inclinaciéon
del cuello, extension de munecas

Brazos, cuello y mufiecas

11
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De forma general, el riesgo predomina en los hombros, cuello, brazos, piernas, tronco y mufiecas.
Un estudio realizado a recolectores en Vietnam muestra que la espalda baja resulté ser el sitio mas
afectado, seguido por el cuello y hombros (Nguyen et al., 2020). Otra investigacién, identifica que el
riesgo mas significativo se encuentra en los brazos con un 80.6 %, mufiecas/manos con un 74.2 %, y
espalda con un 67.7 % (Tuesca-Armijos, 2020). Un estudio realizado en Espafia, sobre el desarrollo
de secuelas en el hombro, sefiala que el 51.6 % de los trabajadores de limpieza presentan molestias
en los hombros, aumentando el dolor en esta zona debido a las posturas forzadas y a los
movimientos repetitivos (Lopez et al., 2021).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo observar que la manipulacion del bote de metal
provoca que los recolectores presenten un 80 % de riesgo muy alto y un 20 % de riesgo alto de
padecer o desarrollar un TME, debido a las posturas inadecuadas que realizan. Con respecto a los
resultados con los botes de plastico, se demostro que el 23.3 % de los recolectores presentan riesgo
muy alto, el 70 % riesgo alto y 6.7 % riesgo medio. Estos resultados coinciden con los niveles de
riesgo en estudios similares; un estudio en Nigeria mostro que el 26.7 % de los recolectores de
residuos estaban en alto riesgo y el 66.7 % tenian un riesgo muy alto para el desarrollo de TME
(Tuesca-Armijos, 2020). Por otra parte, un trabajo realizado en Yucatan, México dio como resultado
que el 31.7 % de trabajadores obtuvieron un riesgo muy alto y el 48.8 % presentd un riesgo alto
(Rodriguez ef al., 2021). Por otro lado, el riesgo de las bolsas chicas es de 53.3 % riesgo medio, 36.7 %
de riesgo bajo y 8.3 % de riesgo inapreciable; mientras que, la manipulacion de bolsas grandes
presenta un 20 % de riesgo alto, 76.7 % de riesgo medio y 3.3 % de riesgo bajo (Fig. 4).

90%
80%

70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
00 0 -1l

Bote metalico Bote de plastico  Bolsa chica Bolsa grande

[=]

Figura 4. Nivel de riesgo postural por tipo de contenedor. .Riesgo muy alto, | riesgo alto, | riesgo medio,
riesgo bajo, | riesgo inapreciable.
Figure 4. Level of postural risk by type of container. .Very high risk, [ | high risk, M nmedium risk,
low risk, | negligible risk.
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Los resultados obtenidos con la ecuacién de NIOSH, para evaluar el indice de levantamiento de los
cuatro contenedores muestran que, al levantar el bote de metal, el 55 % de los recolectores
obtuvieron un riesgo elevado, el otro 45 % un riesgo moderado; mientras que el bote de plastico
presenta un riesgo moderado para el 100 % de los recolectores; las bolsas chicas y las bolsas grandes
tienen un nivel de riesgo aceptable para el 100 % de los recolectores (Fig. 5). Algunos estudios que
han utilizado esta misma ecuacion para evaluar la tarea de los recolectores de residuos muestran
resultados similares; en la ciudad de Huaquillas, Ecuador, se realiz6 un estudio a 31 empleados,
tanto hombres como mujeres entre 18 a 65 afos; dando como resultado que 61.3 % de los
recolectores tienen un riesgo elevado y el otro 38.7 % un riesgo moderado de padecer o desarrollar
trastornos musculo-esqueléticos (Tuesca-Armijos, 2020).

100%
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30%
20%
10%

0%

Bote metalico Bote de plastico Bolsa chica Bolsa grande

Figura 5. Resultado del indice de levantamiento (IL) de los contenedores de basura. .Riesgo
elevado, I Riesgo moderado, [ | Riesgo aceptable.
Figure 5. Result of the lifting index (IL) of the garbage containers. .High risk,
Moderate risk, [ | Acceptable risk

El levantamiento constante de cargas es un factor que influye en el desarrollo de TME; por lo tanto,
los recolectores de RSU tienen un mayor riesgo de sufrir complicaciones dada la naturaleza del
trabajo. Debido a que el riesgo mayor predomina en los hombros, cuello, brazos, piernas, tronco y
mufiecas, algunos TME que potencialmente podrian experimentar los recolectores de basura por las
posturas inadecuadas son: el sindrome cervical por tension, torticolis, trocanteritis, rotura del
tendon de Aquiles, lumbalgia, hernia discal, tendinitis del manguito de los rotadores, entre otros
(Fundacion Estatal para la Prevencion de Riesgos Laborales, 2019).

4, Conclusiones

Los resultados obtenidos por ambos métodos dan como resultado que el contenedor de
metal representa un mayor riesgo para desarrollar trastornos musculo esqueléticos en los
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trabajadores recolectores de basura de la ciudad de Delicias, Chihuahua, México. Estas lesiones
pueden ser principalmente en hombros, cuello, brazos, piernas, tronco o munecas, debido al
esfuerzo fisico que implica para realizar sus labores diarias.

Por lo tanto, los contenedores de metal son inadecuados para que la ciudadania los siga utilizando
en el desecho de sus residuos; los botes de plastico son una alternativa para sustituirlos
gradualmente. Ademas, considerando lo que establece la ecuacion de NIOSH con respecto al peso
maximo de carga, que es de 23 kg, siempre y cuando se utilice en las condiciones adecuadas, se
puede concluir que el bote de plastico es un contenedor adecuado para depositar los RSU siendo su
peso promedio 17.00 + 4.68 kg.

Si las condiciones a las que se enfrentan los recolectores de basura de la ciudad, no cambian o
mejoran, éstos podrian desarrollar algin TME que afectaria su salud y calidad de vida. Sin
embargo, el riesgo de estos padecimientos puede disminuir con la implementacién de medidas de
caracter preventivo y técnico que garanticen la seguridad y salud de los trabajadores. Para esto, se
requiere el apoyo por parte de la ciudadania, el gobierno y la empresa dedicada a la recoleccion de
RSU, la cual debe brindar capacitacién necesaria, asi como el equipo de protecciéon personal
adecuado para los trabajadores.
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Resumen

Los arabinoxilanos ferulados (AX) forman geles covalentes por acoplamiento oxidativo del acido
ferulico (AF) generando dimeros (di-AF) y trimeros de AF como estructuras de entrecruzamiento.
En esta investigacion se estudi6 el efecto de la gelificacion de AX inducida con lacasa o peroxidasa,
sobre las estructuras de entrecruzamiento, las caracteristicas reoldgicas y la actividad antioxidante
de los geles desarrollados. Los geles de AX al 2% (p/v) formados con peroxidasa registraron valores
mayores de di-AF (0.195 ug/g) y modulo elastico (94 Pa) respecto a los obtenidos con lacasa (0.153
ug/g y 79 Pa, respectivamente). Ademas, los geles inducidos con peroxidasa presentaron mayor
actividad antioxidante (13.21 y 3.3 umol de TEAC/g muestra por método ABTS+ y DPPH,
respectivamente) en relacién con los generados con lacasa (9.63 y 3.0 pumol de TEAC/g muestra por
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método ABTS+ y DPPH, respectivamente), lo cual podria atribuirse al mayor contenido de di-AF 8-
5y 5-5'. Es posible que las diferencias entre estos geles estén relacionadas con el mecanismo de
accion de las enzimas utilizadas. La lacasa oxida directamente al AF en AX mientras que, con
peroxidasa, el H20: realiza esta accién y, por su bajo peso molecular, podria acceder mas facilmente
al AF del polisacarido, favoreciendo su entrecruzamiento.

Palabras clave: Arabinoxilanos ferulados, lacasa, peroxidasa, geles, caracterizacion

Abstract

Ferulated arabinoxylans (AX) form covalent gels by oxidative coupling of ferulic acid (FA) generating
dimers (di-FA) and FA trimers as crosslinking structures. In this investigation, the effect of AX
gelation induced with laccase or peroxidase on the cross-linking structures, rheological
characteristics and antioxidant activity of the developed gels was studied. The 2% (w/v) AX gels
formed with peroxidase registered higher values of di-FA (0.195 pg/g) and elastic modulus (94 Pa)
compared to those obtained with laccase (0.153 pg/g and 79 Pa, respectively). In addition, the gels
induced with peroxidase presented higher antioxidant activity (13.21 and 3.3 pmol of TEAC/g sample
by the ABTS+ and DPPH method, respectively) in relation to those generated with laccase (9.63 and
3.0 umol of TEAC/g sample by the ABTS+ method and DPPH, respectively), which could be
attributed to the higher content of di-FA 8-5' and 5-5'. It is possible that the differences between these
gels are related to the mechanism of action of the enzymes used. Laccase directly oxidizes FA in AX
while, with peroxidase, H20: performs this action and, due to its low molecular weight, could more
easily access the FA of the polysaccharide, favoring its crosslinking.

Keywords: Ferulated arabinoxylans, laccase, peroxidase, gels, characterization

1. Introduccion

Los arabinoxilanos ferulados (AX) son polisacaridos presentes en diversos cereales, tanto en
pericarpio y aleurona como en endospermo. En los tltimos afios se ha acrecentado el interés por los
AX y sus derivados ya que se han asociado con efectos benéficos a la salud como antioxidantes
(Malunga y Beta, 2015), prebidticos (Marquez-Escalante et al., 2018), inmunoestimulantes (Mendis et
al., 2016), reguladores de glucosa y colesterol (Vogel et al., 2012) y agentes antiproliferativos (Melo-
Silveira et al., 2019).

Una caracteristica importante de los AX es su capacidad para producir geles por entrecruzamiento
de sus cadenas poliméricas mediante acoplamiento oxidativo del acido fertdlico (AF) por via
enzimatica. Las enzimas lacasa y peroxidasa inducen la formacion de dimeros (di-AF) y trimeros (tri-
AF) de AF. Estos entrecruzamientos covalentes en la red polimérica proporcionan a los geles de AX
caracteristicas particulares como ser poco afectados por cambios de temperatura, fuerza iénica o pH.
Debido a lo anterior, a estos geles se les atribuye un gran potencial de aplicaciéon como matrices para
la liberacion controlada de biomoléculas en la industria alimentaria, biomédica y biotecnoldgica
(Knudsen y Leaerke, 2010; Mendez-Encinas et al., 2018).

Las caracteristicas estructurales de los AX estan relacionadas con su fuente y definen las propiedades
de los geles formados; por ejemplo, los AX de maiz presentan un mayor contenido de AF que los AX



Chavez-Gutiérrez et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVII (1) e 1093(2023)

de trigo y por lo tanto forman geles con un contenido mas alto de di-AF comparado con geles de AX
de trigo (Nifio-Medina et al., 2010). En este sentido, una fuente importante para la obtencién de los
AX es el residuo obtenido de la produccién de bioetanol de maiz llamado granos secos de destileria
con solubles (Dried distillers grains with solubles, DDGS) (Fierro-Islas et al., 2018). Este subproducto
de maiz es de bajo costo y destinado principalmente a la alimentacion de animales por lo que su uso
como fuente de AX representa una alternativa interesante para otorgarle valor agregado y aumentar
la sustentabilidad de la produccién de bioetanol de maiz (Mendez-Encinas et al., 2018).

Respecto a la gelificacion de los AX, se ha reportado que el tipo de agente entrecruzante utilizado
tiene un efecto en las propiedades de los geles formados (Martinez-Lépez et al., 2019). Sin embargo,
no existe informacién suficiente que permita comparar el efecto de distintas enzimas en la gelificacion
de AX con diferentes caracteristicas. En este sentido es necesario generar nuevo conocimiento sobre
el efecto de la relacion entre estructura de AX, enzima entrecruzante y caracteristicas de los geles de
AX formados. Por otro lado, se ha encontrado que, en general, la actividad antioxidante de los AX
disminuye al formar un gel debido al acoplamiento oxidativo del AF que origina los di-AF y tri-AF,
lo cual implica una reduccion en el contenido de AF en el gel (Mendez-Encinas et al., 2019a). No
obstante, no se conoce aun el efecto de la formacion de geles de AX con distinta enzima entrecruzante
sobre la actividad antioxidante de estos materiales.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente trabajo de investigacion es estudiar el efecto
del tipo de agente entrecruzante (lacasa o peroxidasa) sobre las estructuras de entrecruzamiento, las
caracteristicas reoldgicas y la actividad antioxidante de AX.

2. Materiales y métodos

2.1 Fuente de Obtencion de los AX

Se utilizaron AX extraidos de un subproducto de la produccién de bioetanol de maiz, los
granos secos de destileria con solubles (DDGS), de acuerdo con el método reportado por Mendez-
Encinas et al. (2019a). Los AX se extrajeron mediante hidrdlisis alcalina con NaOH 0.5 N (25 °C, 2 h).
Los sélidos se eliminaron por filtracion (20-25 um) y el filtrado se centrifugé a 12,096 g a 20 °C por 15
min (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). El sobrenadante se acidific6 a pH 4 con HCI 3N. El
liquido acidificado se centrifugd (12,096 g a 20 °C por 15 min), el sobrenadante se precipitd en etanol
al 65% (v/v) a4 °Cy se seco por intercambio de solventes (Mendez-Encinas et al., 2019a). La muestra
seca se definié como arabinoxilanos ferulados (AX). El rendimiento de los AX se calculé en porcentaje
(% peso seco AX/peso seco DDGS) de acuerdo con la férmula:

g AX
g DDGS

Rendimiento (%) = ( ) x 100%
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2.2 Caracterizacion de los AX

Identidad molecular

Se utilizo espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) (Nicolet iS50 FTIR,
Nicolet Instrument Corp., Madison, WI, EUA) con reflectancia total atenuada (ATR), en modo de
absorbancia de 400-4000 cm™ y 4 cm™ de resolucidn, siguiendo el procedimiento reportado por De
Anda-Flores et al. (2020).

Contenido de aztucares neutros

El contenido de azticares neutros se determindé mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (CLAR), de acuerdo con la metodologia establecida por Carvajal-Millan et al. (2007). La
muestra de polisacarido se sometié a una hidrolisis con acido trifluoroacético 4N a 120 °C durante 2
h, utilizando manitol como estandar interno. La reaccién se detuvo con hielo y el extracto fue
evaporado a 50 °C y enjuagado dos veces con 200 pL de agua Milli-Q. El extracto evaporado fue
solubilizado en 1 mL de agua ultrapura y se filtré utilizando un tamano de poro de 0.45 pm,
(Whatman, Maidstone, Reino Unido). Se utilizé6 un equipo de CLAR (Waters e2695 Separation
Module, Milford, EUA) con un detector de indice de refraccion (Waters 2414, Milford, EUA). La
muestra se inyectd en una columna CH Pb (7.8 x 300 mm, Waters, Milford, MA, EUA) y se utiliz6
una elucién isocratica con agua a un flujo de 0.4 mL/min a 70 °C.

Contenido de AF, di-AF y tri-AF

La cuantificacién de AF, di-AF y tri-AF en AX se realizo mediante cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa (CLAR-FR), de acuerdo con Vansteenkiste et al. (2004). A 100 mg de
AX se agregaron 10 mL de NaOH 2N y la mezcla se mantuvo en agitacion a 100 rpm y 25 °C (KS 3000
ic control, IKA, NC, EUA) durante 2 h en atmosfera de nitrégeno y ausencia de luz. Posteriormente,
la mezcla se neutraliz6 con 1 mL de HCI 2N. Después se agregaron 5 mL de éter etilico, se centrifugo
a 1000 g, 20 °C y 5 min, y el sobrenadante se recuperd en ausencia de luz. Nuevamente, la muestra se
trat6 con 5 mL de éter etilico, se centrifugd y se recupero siguiendo el procedimiento anteriormente
descrito. El sobrenadante recuperado fue evaporado a 35 “C bajo flujo de nitrégeno y el concentrado
se resuspendid en 1 mL de mezcla agua:metanol:acido acético (60:30:10 v/v) y se filtré (0.45 um,
Whatman, Maidstone, Reino Unido). Los extractos se inyectaron en una columna Altima C18 (250mm
x 4.6 mm, Alltech Associates, Inc., Deerfield, EUA) colocada en un equipo CLAR (Waters 2695
Separation Module, Milford, EUA) acoplado un detector de arreglo de diodos (Waters 2998, Milford,
EUA) a una longitud de onda de 320 nm.
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Viscosidad intrinseca y peso molecular viscosimétrico

La viscosidad intrinseca [n] de los AX fue determinada mediante viscosimetria capilar con
temperatura controlada utilizando un capilar Ubbelohde mediante el método de Mead, Kraemer y
Fouss (Carvajal-Millan et al., 2007).

2.3 Gelificacion de AX

La formacion de geles de AX se llevo a cabo por el método enzimatico (Fig. 1) utilizando
lacasa de Trametes versicolor (E.C.1.10.3.2) o peroxidasa de rabano (E.C.1.11.1.7). Se prepard una
dispersion de AX al 2% (p/v) en una solucién reguladora de citrato-fosfato 0.5 M a pH 5. Los geles de
AX formados con lacasa se prepararon agregando 0.1 U de enzima por mg de AX, mientras que para
los geles inducidos con peroxidasa se anadi6 0.1 U por mg de AX y 1.5 umol de H202 por mg AX
(Martinez-Lépez et al., 2019).
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Figura 1. Esquema representativo que describe la gelificaciéon de AX por via enzimatica.
Figure 1. Representative scheme describing the gelation of AX by the enzymatic route.
Fuente: Modificado a partir de Mendez-Encinas et al. (2019a).

Contenido de AF, di-AF y tri-AF en los geles

La cuantificacion de AF, di-AF y tri-AF en los geles de AX se realizé6 mediante CLAR-FR
(Vansteenkiste et al., 2004). A 100 mg de gel previamente liofilizado (Freezone 6 Labconco, Kansas,
Missouri, EUA) por 24 h a =37 °C y 0.133 mbar se agregaron 10 mL de NaOH 2N. La muestra se
mantuvo en agitacion (100 rpm, 2h, 25 °C) (KS 3000 ic control, IKA, NC, EUA) en atmdsfera de
nitrogeno y ausencia de luz. La mezcla se neutralizé (1 mL de HCI 2N), se agregaron 5 mL de éter
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etilico, se centrifugd a 1000 g, 20 °C y 5 min, y el sobrenadante se recuperd en ausencia de luz. Se
agregd de nuevo 5 mL de éter etilico y se repitio la centrifugacion y recuperacion de sobrenadante.
Los sobrenadantes recuperados fueron evaporados a 35 °C bajo flujo de nitrégeno y el concentrado
se resuspendi6 en 1 mL de mezcla agua:metanol:acido acético (60:30:10 v/v) y se filtré (0.45 um,
Whatman, Maidstone, Reino Unido). Los filtrados se inyectaron en una columna Altima C18 (250mm
x 4.6 mm, Alltech Associates, Inc., Deerfield, EUA) en un equipo CLAR (Waters 2695 Separation
Module, Milford, EUA) acoplado un detector de arreglo de diodos (Waters 2998, Milford, EUA) a
una longitud de onda de 320 nm.

Reologia

La cinética de formacion de los geles de AX al 2% (p/v) fue estudiada mediante reologia
dindmica oscilatoria de baja deformacién utilizando un reémetro Discovery HR-2 (TA Instruments,
New Castle, EUA), de acuerdo con el procedimiento reportado por Vansteenkiste et al. (2004). El
modulo elastico (G") y viscoso (G'’) se registré durante 1 h a 25 °C. Se utilizé una frecuencia de 1 Hz
y un porcentaje de deformacion del 10%. Una vez formados los geles se les aplicé un barrido de
frecuencia de 1 a 10 Hz con 10% de deformacion a 25 °C, asi como un barrido de deformacion de 0.1
a25%alHzy25°C

FT-IR de los geles

Se utilizé espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) (Nicolet iS50 FT-IR,
Nicolet Instrument Corp., Madison, WI, EUA) utilizando reflectancia total atenuada (ATR), en modo
de absorbancia de 400-4000 cm™ y 4 cm! de resolucion, siguiendo el procedimiento reportado por De
Anda-Flores et al. (2020). Los geles analizados fueron previamente liofilizados (Freezone 6 Labconco,
Kansas, Missouri, EUA) por 24 h a =37 °C y 0.133 mbar.

2.4 Actividad Antioxidante de AX 'y geles de AX

La actividad antioxidante in vitro de AX y sus geles formados via lacasa o peroxidasa fue
analizada utilizando los métodos ABTS* y DPPH. La dispersién de AX se prepar6 en agua en el rango
de 0 a 5 mg/mL mediante agitacion en placa durante 12 h a 25 °C. Para la evaluacion de los geles
estos fueron liofilizados (Freezone 6 Labconco, Kansas, Missouri, EUA) por 24 h a -37 °C y 0.133
mbar. La dispersion de los geles liofilizados se prepard en agua a 5 mg/mL utilizando un
homogeneizador ultrasonico (JY92-IIDN, Hinotek, Shanghai, China) a 25 °C, 50 impulsos y 30% de
potencia durante 5 min. Se tomaron 400 ul de cada una de las dispersiones y se afiadieron 350 ul de
metanol y se agitaron manualmente para su posterior analisis.

El método ABTS* se utilizé de acuerdo con lo reportado anteriormente (Rosa et al., 2013; Re et al.,
1999). Se utilizaron dispersiones de AX a diferentes concentraciones (0-5 mg/mL). La absorbancia de
la muestra y la mezcla de reactivos ABTS* se midieron a una longitud de onda de 734 nm en un
espectrofotometro (Cary 60, Agilent, Santa Clara, EUA) a los 7, 15, 21 y 60 min. Los resultados se
reportaron como pmol de Trolox por gramo de muestra (umol TEAC/g muestra). Se utilizé una curva
dosis-respuesta de Trolox de (1-20 ug/mL) para determinar la actividad antioxidante de las muestras.
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La actividad antioxidante por el método DPPH se midié de acuerdo con el método descrito por
Malunga y Beta (2015). Se utilizaron dispersiones de AX a diferentes concentraciones (0-2000 pg/mL).
Se prepar6 una solucion de DPPH 45 uM (1.8 mg de DPPH en 30 mL de metanol). Posteriormente,
se anadieron 20 mL de agua y se almacenaron en la oscuridad hasta su uso. Se tomaron alicuotas de
400 uL de solucion de AX y se mezclaron con 350 pL de metanol absoluto. Luego se afiadieron 750
pL de solucion DPPH a la mezcla, se agitaron y se mantuvieron en la oscuridad. Las mediciones se
realizaron a los 40 y 60 min a una absorbancia de 515 nm usando un espectrofotémetro (Cary 60,
Agilent, Santa Clara, EUA). La actividad antioxidante se calculé mediante una curva dosis-respuesta
de Trolox (0-15.0 pg/mL) y los resultados se expresaron como pumol de TEAC/g de muestra.

2.5 Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados como medias y desviacion estandar de tres repeticiones.
Se realizd un analisis de varianza de una via (ANOVA) con nivel de significancia de 0.05 (p <0.05), y
una comparacion por Tukey-Kramer (Software NCSS version 2021).

3. Resultados y discusion

3.1 Extraccion y Caracterizacion de AX

El rendimiento de extracciéon de AX a partir de DDGS fue de 3.5%, siguiendo la metodologia
de Carvajal-Millan ef al. (2007). El polisacarido se obtuvo en forma de un polvo fino como se muestra
en la Fig. 2. El porcentaje de extraccion con 2 h de hidrdlisis alcalina fue mayor que lo reportado en
investigaciones previas con tiempos de 15, 30 y 60 min (De Anda-Flores et al., 2020, Marquez-
Escalante et al., 2019; Mendez-Encinas et al., 2018).

Las caracteristicas macromoleculares de los AX obtenidos se presentan en el Tabla 1. Los AX
presentaron una proporcion arabinosa/xilosa (A/X) de 0.60 + 0.03, lo cual indica que la estructura del
polisacarido se encuentra moderadamente ramificada con arabinosas. El contenido de AF fue de
5.0+ 0.4 (ug/g AX), menor al reportado en investigaciones previas con tiempos mas cortos de
hidrdlisis alcalina (De Anda-Flores et al., 2020; Mendez-Encinas ef al., 2018). No fueron detectados di-
AF ni tri-AF en el polisacarido a diferencia de otras investigaciones, donde se ha reportado la
presencia de los di-AF 5-5', 8-5" y 8-O-4" (Marquez-Escalante et al., 2019; Mendez-Encinas et al., 2019
a, b). Estas diferencias se pueden atribuir al tiempo mas prolongado de hidrolisis alcalina (2 h) del
presente estudio, en comparacion con tiempos mas cortos (15, 30 y 60 min) utilizados en
investigaciones previas, ya que el grado de saponificacion de los enlaces éster entre AF y arabinosas
es mayor al aumentar el tiempo de exposicion a pH alcalino.
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Figura 2. AX extraidos de DDGS.
Figure 2. AX extracted from DDGS.

Tabla 1. Caracteristicas macromoleculares de AX extraidos de DDGS.
Table 1. Macromolecular characteristics of AX extracted from DDGS.

Caracteristica Valor
Proporcién A/X 0.60 +0.03
Acido fertlico (ug/g AX) 5.0+ 0.4
di-AF (ug/g AX) Nd

tri-AF (ug/g AX) Nd
Viscosidad intrinseca [1] (mL/g) 114+ 13
Peso molecular viscosimétrico (Mv) kDa 368 + 35

Nd: no detectado. Valores medios de tres repeticiones + desviacion

estandar.

El espectro FT-IR de los AX se muestra en la Fig. 3 donde se observa una region caracteristica para
este polisacarido entre 1200 y 800 cm'. La banda principal centrada en 1035 cm- ha sido
anteriormente asignada a la flexion C-OH con un pequefio hombro 995 cm-! relacionado con el
estiramiento C-O-C antisimétrico del enlace glucosidico 3(1-4) de las xilosas que forman la cadena
principal de los AX (Barron y Rouau, 2008). La banda a 1720 cm! ha sido relacionada con el enlace
éster y con la vibracion del enlace C=C como se ha reportado para el espectro infrarrojo del AF
(Kacurakova et al 1999). También se registré una banda en 3413 cm! correspondiente al estiramiento
de los grupos OH y en 2854 cm?! asignada a los grupos CHoz. Este espectro FT-IR es similar al

reportado por otros autores para AX (Mendez-Encinas et al. 2019a).
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Figura 3. Espectro infrarrojo con transformada de Fourier de AX obtenidos de DDGS.
Figure 3. Fourier transform infrared spectrum for AX from DDGS.

3.2 Gelificacion de AX
FT-IR

El espectro FT-IR de los geles de AX (Fig. 4) es similar al de los AX no entrecruzados (Fig. 3)
con la region caracteristica entre 1200 y 900 cm y la banda de absorcién maxima a 1035 cm-!
relacionada con los enlaces glicosidicos 3-(1-4) de la cadena de xilosas en este polisacarido. Se observa
también la banda a 3413 cm! atribuida a los grupos OH y la de 2854 cm! asignada a los grupos CHo.
Por otro lado, los espectros de los geles de AX formados con lacasa y con peroxidasa presentaron
bandas mejor definidas y de mayor intensidad a 1573 cm! y 1414 cm-! en relacion con el espectro de
AX. Estas bandas han sido asociadas al estiramiento asimétrico del CO y relacionadas con un
aumento en la vibraciéon de los grupos éster (Mendez-Encinas et al. 2019b). Estas diferencias se
atribuyen al acoplamiento oxidativo (via lacasa o peroxidasa) entre las cadenas de polisacarido. Estos
espectros coinciden con los reportados por otros autores para AX gelificados (Mendez-Encinas et al.
2019 a, b; Gonzalez-Estrada et al., 2015).
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Figura 4. Espectro infrarrojo con transformada de Fourier de geles de AX inducidos con lacasa o peroxidasa.
Figure 4. Fourier transform infrared spectrum for AX gels induced with laccase or peroxidase.

Contenido de AF, di-AF y tri-AF

Después del proceso de gelificacion de los AX, el AF se oxidd en un 94% al utilizar la enzima
lacasa o peroxidasa como agente entrecruzante. No se presentaron diferencias significativas respecto
al contenido de tri-AF en los geles de AX formados, pero aquellos inducidos con peroxidasa
presentaron un mayor contenido de di-AF respecto a los geles formados con lacasa (Tabla 2).

En el gel formado con lacasa se presento el isomero 8-5" como el di-AF mayoritario (61%), seguido
del di-AF 8-O-4" (20%) y el di-AF 5-5" (19%). En los geles formados con peroxidasa se presentaron
los isémeros de di-AF en el siguiente orden: 85, 5-5 y 8-O-4" en un 59%, 25% y 16%,
respectivamente (Tabla 3). Estos resultados son similares a los reportados por Martinez-Loépez et al.
(2019).

10
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Tabla 2. Contenido de AF, di-AF y tri-AF en AX y geles de AX inducidos con lacasa
o peroxidasa.
Table 2. Content of AF, di-AF and tri-AF in AX and AX gels induced with laccase or

peroxidase.
AF di-FA tri-FA
Muestra
(1g/g) (ng/g) (ug/g)
AX 5.00+0.40 2 Nd Nd
Gel AX (lacasa) 0.30 +0.03® 0.153 +0.010°® 0.020 +0.001 2
Gel AX (peroxidasa) 0.31 +0.01® 0.195+0.010a 0.020 +0.001 2

Nd: no detectado. Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en una misma columna indican que la diferencia entre estas

medias es estadisticamente significativa.

Tabla 3. Composicién de isomeros de di-FA en geles de AX.
Table 3. Composition of di-FA isomers in AX gels.

8-5’ 8-0-4' 5-5'
Muestra

(Lg/g) (ng/g) (Lg/g)
Gel AX (lacasa) 0.093 +0.001 b 0.030 +0.0012  0.030 +0.001®b
Gel AX (peroxidasa) 0.116 +0.001 = 0.032+0.0012  0.047+0.001 2

Valores medios de tres repeticiones + desviacidn estandar.
Letras distintas en una misma columna indican que la diferencia entre estas medias
es estadisticamente significativa.

Reologia
Cinética de gelificacion

La Fig. 5 muestra la evolucion del moédulo de elasticidad (G") y el médulo de viscosidad (G™)
de las soluciones de AX al 2 % (p/v) tratadas con lacasa o peroxidasa en funcion del tiempo. Para
ambos sistemas de gelificacion se obtuvo un comportamiento similar con un incremento de G” en

11
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funcién del tiempo hasta alcanzar un pseudo plateau. Al final de la cinética, los geles presentaron
valores de G' y G”* de 79 y 0.3 Pa para lacasa, respectivamente, mientras que para peroxidasa esos
valores fueron de 94 y 0.4 Pa, respectivamente. Estos valores estan dentro del rango reportado para
otros geles de AX extraidos de DDGS (Mendez-Encinas et al., 2019a; Marquez-Escalante et al., 2019).
Las caracteristicas viscoelasticas de los geles estudiados se resumen en la Tabla 4. Los valores bajos
de la tangente delta confirman que los materiales son predominantemente elasticos.

El mayor valor de G’ en geles formados con peroxidasa puede atribuirse al mayor contenido de di-
FA en este material (0.195 ug/g AX) respecto al obtenido al utilizar lacasa como entrecruzante (0.153
ug/g AX) como se describid en la Tabla 2. En relacién con los isdmeros de di-AF formados, en los
geles formados con peroxidasa fue mas alta la proporcién de estructuras 8-5" y 5-5’. De acuerdo con
Hatfield y Ralph (1999), el di-AF 5-5 es el tinico isémero relacionado con la formacién de uniones
tanto inter como intra-cadena de AX. Los isémeros 8-5"y 8-O-4" forman solamente uniones inter
cadena de AX. Asi, los di-AF 8-5" contribuyen de manera efectiva a la elasticidad a la red polimérica
del gel lo cual explica el mayor valor de G’ en estos geles formados con peroxidasa.

Las diferencias encontradas en las estructuras de entrecruzamiento y las caracteristicas reologicas de
los geles de AX formados con lacasa o con peroxidasa podrian estar relacionados con los mecanismos
de accion de estas enzimas. La lacasa cataliza la oxidacién de AF esterificado en el AX por la
interaccion entre el Oz y el cobre presente en la enzima, lo que resulta en una reaccion retardada. En
la catalisis con peroxidasa, el H20: acttia en la primera etapa de la reaccion y, dado su menor peso
molecular, puede acceder mas facilmente al AF de los AX, favoreciendo asi el acoplamiento oxidativo
entre las cadenas. Esto podria explicar el mayor contenido de di-AF en geles obtenidos con
peroxidasa respecto al generado con lacasa (Martinez-Lépez et al., 2019).

Espectro mecanico y barrido de deformacion en geles de AX

Los espectros mecanicos y barridos de deformacién de los geles de AX formados por lacasa
o peroxidasa después de una hora a 25 °C se muestran en las Fig. 6 y 7. En estos graficos se observa
un comportamiento tipico de un material viscoelastico con valores de G lineales e independientes
de la frecuencia de deformacion y valores de G'" menores y dependientes de la frecuencia. Este
comportamiento es similar a lo reportado anteriormente para geles de AX inducidos por lacasa o
peroxidasa (Martinez-Lépez et al., 2019). Los valores de tangente delta (G’/G") son menores a 1,
indicando la presencia de un sistema predominantemente elastico (Ross-Murphy, 1984). En las Tablas
4 y 5 se presentan las caracteristicas viscoelasticas de los geles a 0.25 Hz y a 5% de deformacion,
respectivamente, las cuales son las condiciones utilizadas en la cinética de gelificacion (Fig. 5).

12



Chavez-Gutiérrez et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVII (1) e 1093(2023)

G' G" (Pa)

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)

Figura 5. Cinética de gelificacion para soluciones de AX al 2% (p/v) inducida con lacasa o peroxidasa. Mediciones
a 0.25 Hz, 5% de deformacién y 25 °C. Lacasa (G'A, G A); peroxidasa (G" o, G'* O). Promedio de tres

repeticiones.
Figure 5. Gelation kinetics for 2% (w/v) AX solutions induced with laccase or peroxidase. Measurements at

0.25 Hz, 5% strain and 25 °C. Laccase (G'A, G" A); peroxidase (G” o, G”* O). Average of three repetitions.

Tabla 4. Caracteristicas viscoelasticas de geles de AX al 2% (p/v) inducidos con lacasa o peroxidasa al

final de la gelificacion a 0.25 Hz y 5% de deformacion.
Table 4. Viscoelastic characteristics of 2% (w/v) AX gels induced with laccase or peroxidase at the end

of gelation at 0.25 Hz and 5% strain.

Tangente delta

Muestra G’ (Pa) G’ (Pa) (GIG)
Gel AX (lacasa) 79+7%P 0.30+0.03 0.003 +0.001 a
Gel AX (peroxidasa) 94+5a 041+0.01a 0.004 +0.0022

Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es estadisticamente

significativa.
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Figura 6. Barrido de frecuencia de geles de AX al 2% (p/v) entrecruzados via lacasa o peroxidasa. Mediciones a
5% de deformacion y 25 °C. Lacasa (G" A, G”* A); peroxidasa (G" e, G O). Promedio de tres repeticiones.
Figure 6. Frequency sweep of 2% (w/v) AX gels crosslinked via laccase or peroxidase. Measurements at 5% strain
and 25 °C. Laccase (G'A, G" A); peroxidase (G" o, G’ O). Average of three repetitions.

Tabla 5. Caracteristicas viscoelasticas de geles de AX al 2% (p/v) inducidos con lacasa o
peroxidasa al final del barrido de frecuencia. Valores a 0.25 Hz en el barrido de frecuencia.
Table 5. Viscoelastic characteristics of 2% (w/v) AX gels induced with laccase or peroxidase at the

end of the frequency sweep. Values at 0.25 Hz in the frequency sweep.

Muestra G’ (Pa) G” (Pa) Tangente delta G"'/G")
Gel AX (lacasa) 85+6° 0.32+0.052 0.003 +0.001 2
Gel AX (peroxidasa) 98 +62 0.45+0.08 0.004 +0.001 2

Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es estadisticamente

significativa.
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Figura 7. Barrido de deformacion en geles de AX al 2% (p/v) formados con lacasa o peroxidasa. Mediciones a
0.25Hzy 25 °C. Lacasa (G" A, G”” A); peroxidasa (G" e, G O). Promedio de tres repeticiones.

Figure 7. Deformation sweep for 2% (w/v) AX gels formed with laccase or peroxidase. Measurements at 0.25 Hz
and 25 °C. Laccase (G'A, G" A); peroxidase (G' o, G"). Average of three repetitions.

15

Tabla 6. Caracteristicas viscoelasticas de geles de AX al 2% (p/v) inducidos con lacasa o
peroxidasa. Valores a 5% en el barrido de deformacion.

Table 6. Viscoelastic characteristics of 2% (w/v) AX gels induced with laccase or peroxidase.
Values at 5% in the deformation sweep.

Muestra G’ (Pa) G” (Pa) Tangente delta G"'/G")
Gel AX (lacasa) 85+6" 14+0.1¢ 0.015 +0.001¢b
Gel AX (peroxidasa) P9 +62 19+0.1- 0.019 +0.001 2

Valores medios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es estadisticamente
significativa.
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Actividad Antioxidante

La actividad antioxidante de los AX y los geles de AX inducidos con lacasa o peroxidasa,
determinada por el método ABTS+ y DPPH se presenta en el Tabla 7. Tanto al utilizar el método
ABTS+ como el método DPPH los AX y los AX gelificados presentaron actividad antioxidante. Los
valores registrados por el método ABTS+ fueron mas altos que los obtenidos con el método DPPH.
Este efecto ya ha sido anteriormente reportado y se ha relacionado con una mayor afinidad del radical
fenoxilo hacia el radical ABTS+, ya que este radical es un cation inestable que reacciona con
antioxidantes generando compuestos que también poseen actividad antioxidante, lo que conduce a
la sobreestimacion de los resultados obtenidos de actividad antioxidante en una muestra. Por el
contrario, el radical DPPH es relativamente estable y puede reducirse facilmente extrayendo
hidrogeno de moléculas donantes (Marquez-Escalante et al., 2019). Los geles de AX inducidos con
peroxidasa como entrecruzante presentaron una actividad antioxidante mayor que los formados con
lacasa. Este resultado podria estar relacionado con el mayor contenido de di-AF en los geles formados
con peroxidasa, en particular de las estructuras isoméricas 8-5 y 5-5’, lo cual concuerda con el reporte
de Jia et al. (2018), quien encontré que los di-AF 8-5" y 5-5" presentan mayor actividad antioxidante.

Tabla 7. Actividad antioxidante de AX y geles de AX inducidos por lacasa o peroxidasa.
Table 7. Antioxidant activity of AX and AX gels induced by laccase or peroxidase.

ABTS+ DPPH
Muestra
(nmol de TEAC/g muestra) (umolTEAC/g muestra)
AX 16.99 +0.37 a 42+0.1a
Gel de AX (lacasa) 9.63£0.07 ¢ 3.0+0.1¢
Gel de AX (peroxidasa) 13.21£0.28¢ 3.3+0.1°

TEAC= Actividad antioxidante equivalente a Trolox (umol de TEAC/g muestra).
Valores promedios de tres repeticiones + desviacion estandar.
Letras distintas en la columna indican que la diferencia entre estas medias es estadisticamente

significativa.

4. Conclusiones

Los AX obtenidos de DDGS presentan caracteristicas moleculares que les permiten formar
geles inducidos por lacasa y peroxidasa. Los geles obtenidos con peroxidasa presentan un mayor
contenido de estructuras de entrecruzamiento, asi como un moédulo eldstico y una actividad
antioxidante mas elevados respecto a los generados con lacasa. La diferencia en el contenido de di-
AF en los geles de AX formados con estas enzimas podria estar relacionada con el mecanismo de
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accion de las mismas. La mayor elasticidad de los geles formados con peroxidasa se atribuye al
contenido de di-AF en estos materiales mientras que el valor mas alto de actividad antioxidante
podria relacionarse con la proporcion mas elevada de isémeros 8-5" y 5-5". Los resultados indican
que los AX desarrollan distinto contenido y formas de estructuras de entrecruzamiento, asi como
diferentes caracteristicas reoldgicas y propiedades antioxidantes en funcion del sistema enzimatico
de gelificacién utilizado. Bajo esta perspectiva, los resultados del presente estudio permiten plantear
la posibilidad de tratar los AX con distintos agentes entrecruzantes para disefiar materiales con
caracteristicas y propiedades especificas para el area alimenticia, biomédica y farmacéutica, entre
otras.
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Nomenclatura

AX Arabinoxilanos ferulados

DDGS Distillers Dried Grains with Solubles/Granos secos de destileria con solubles
AF Acido fertlico

di-AF Dimeros de acido feralico

tri-AF Trimeros de acido ferulico

FT-IR Fourier Transform Infrared/Transformada de Fourier para infrarrojos
CLAR Cromatografia liquida de alta resolucion

G’ Modulo elastico

G” Moédulo viscoso

Pa Pascal

DPPH a, a-diphenyl-B-picrylhydrazyl

ABTS 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
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Trolox 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid

TEAC Trolox-Equivalent Antioxidant Activity/Actividad antioxidante equivalente de
Trolox

ATR Attenuated Total Reflection/Reflectancia total atenuada

M] Viscosidad intrinseca
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Abstract

In recent decades a surge in demand for better and healthier foods has sprung up. One category of
products under such increases in demand is probiotic products, both in the form of foodstuffs and
dietary supplements. These are living microorganisms that when consumed provide a variety of
health benefits to the host, regarding the health of the gastrointestinal tract. The main technological
hurdle this presents is to provide them alive in enough quantity. Therefore, microencapsulation
methods are often employed to enhance their survivability. A critical point in the design of the
encapsulation processes is the adequate selection of an encapsulating agent, which must comply
with a series of requirements such as being food grade, being able to envelop the probiotic, and being
of low cost to name a few. Thus, this presents an area of opportunity regarding the formulation and
exploration of different wall materials. In this paper, some of the developments regarding new wall
materials for microencapsulated probiotics are presented and discussed.

Keywords: microencapsulation, probiotic, wall material, Lactobacillus, mucilage, gum

Resumen

En las ultimas décadas ha surgido un aumento en la demanda de alimentos mejores y mas
saludables. Entre ellos, los productos probidticos, ya sea en forma de productos alimenticios o como
suplementos dietéticos. Los probiodticos son microorganismos vivos que cuando se consumen en
cantidades adecuadas brindan una variedad de beneficios para la salud del huésped, en particular,
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a la salud del tracto gastrointestinal. El principal obstaculo tecnoldgico que esto plantea es
proporcionarlos vivos en cantidad suficiente. Por ello, a menudo se emplean métodos de
microencapsulacion para aumentar su capacidad de supervivencia. Un punto critico en el disefio de
los procesos de encapsulacion es la seleccion adecuada de un agente encapsulante, el cual debe
cumplir con una serie de requisitos como ser grado alimenticio, poder envolver al probidtico y ser
de bajo costo, por mencionar algunos. Por lo tanto, esto presenta un area de oportunidad en cuanto
a la formulacién y exploracion de diferentes materiales de pared. En este articulo, se presentan y
discuten algunos de los desarrollos relacionados con nuevos materiales de pared para probioticos
microencapsulados.

Palabras clave: microencapsulacion, probidtico, material de pared, Lactobacillus, mucilago,
goma.

1. Introduction

The importance of probiotics in several sectors such as the pharmaceutical and food
industries has resulted in an ever-increasing interest in its application to both food systems and food
supplements and drugs. A microorganism is considered a probiotic by the United Nations Food and
Agriculture Organization (FAO) and World Health Organization (WHO) if it provides measurable
and verifiable health benefits to the host when it is administered in a sufficient dose. A sufficient dose
is considered to be around 106 CFU per milliliter or gram (although this may vary from individual to
individual) (FAO/WHO, 2002, 2006). Ensuring that the right amount of living cells is administered is
one of the challenges that technologists and engineers face when working with probiotics due to the
harsh conditions during both processing and delivering into the gastrointestinal tract.

Microencapsulation is the group of technologies in which a sensitive but biologically active
component is enveloped using a much more resistant material known as wall material. Some of the
features of the encapsulated products are consumer safety, such as the “generally recognized as safe
(GRAS)” label given by the Food and Drug Administration (FDA); ability to envelop adequately the
active material, preserving its bioactive and/or organoleptic features; protection against adverse
environmental conditions such as humidity, temperature changes, or UV radiation; and controlled
release of the active material after its consumption (Kandasamy and Naveen, 2022). Thus, one of the
main concerns when designing a probiotic microencapsulation process is the adequate selection of
the encapsulating material (wall material) because it must comply the aforementioned characteristics
and be compatible with the probiotic physiological characteristics, site of action, preferred release
mechanism and the encapsulation technique used.

Thus, one of the food engineers’ main concerns is seeking new wall materials sources that fulfill
technological features. Among them, meeting GRAS requirements, good thermal, rheological, and
physicochemical in addition to other effects such as prebiotic potential or anti-inflammatory
properties (Macias-Cortes et al., 2020). The objective of this review is to collect works about the
different materials used for the microencapsulation of probiotics; with an emphasis in novel or
previously unexplored materials such as mucilage, gums, vegetable proteins.
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2. Probiotics

As stated in Probiotics in Food: Health and nutritional properties page 2, the FAO and WHO
(2002), define a probiotic as "live microorganisms that, when administered in adequate amounts,
confer a health benefit on the host." The use of probiotics in food systems is quite old, dating back
centuries, mainly for the production of fermented milk products such as yogurt and kefir. Some of
the microorganisms responsible for the production of these food products include several genera of
lactic acid bacteria such as Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus, and yeasts such as some species of
the genus Kluyveromyces. In broad terms, the idea behind the consumption of probiotics is to change
the composition of the normal and potentially harmful microbiome into one that provides benefits
to its host. This is due to multiple mechanisms by which probiotics benefit their host, as shown in
Figure 1. These include enhancing the epithelial barrier, increasing adhesion to the gastrointestinal
mucosa, inhibition of pathogen adhesion, competitive exclusion of pathogens, secretion of
antimicrobial substances, and modulation of the immune system (Bermudez-Brito et al., 2012)

JP:;:Qgen 3) Inhibition of pathogen adhesion
J Probiotic

5) Production of antimicrobial 1o}
substances (0]
1) Enhancement ofepne}ial barrier ® P
— , 4) Compelitive exclusion

2) Increased adhesion to gastrointestinal mucosa

Dendritic cell

IL-10 ¢ TGF-beta
Immature Macrophage cell
Dendritic cell

Figure 1. Probiotic’s mechanisms of action.

6) Immune system modulation

Figura 1. Mecanismos de accién de los probioticos.

2.1 Common probiotics

2.1.1 Lactic acid bacteria

Lactic acid bacteria are a group of facultative anaerobic gram-positive bacteria, commonly
found in human mucosal surfaces and fermented foods, such as some dairy products and fermented
vegetables (Vinderola ef al., 2019). These include Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, etc. Lactic
acid bacteria have been used for at least a century in the production of products such as fermented
dairy foods like yogurt, cheese, and kefir, and fermented vegetables such as pickles, sauerkraut, or
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kimchi, and some fermented meats like salami. Some species of Lactobacillus used as probiotics are
Lactobacillus acidophilus, Lb. vhamnosus, Lb. casei, Lb. helveticus (Azad et al., 2018). Regarding their
morphology, they can be classified into bacilli and cocci. According to their metabolism they can be
separated into homofermentative, bacteria that produce almost exclusively lactic acid, and
heterofermentative which can produce other metabolic products such as ethanol, acetic acid, and
COo. Figure 2 shows a diagram of the main metabolic pathways from which homofermentative and
heterofermentative bacteria obtain energy.
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Figure 2. Embden-Meyerhoff (left) and Phosphate pentose (right) metabolic pathways.
Figura 2. Rutas metabolicas Embden-Meyerhoff (izquierda) y pentosas fosfato (derecha).

Lactobacilli are rod-shaped bacteria often found in food such as dairy and fermented vegetables. In
the same way lactobacilli can be classified by their metabolism as homofermentative and
heterofermentative.

Homofermentative bacteria’s main characteristic is that the primary product of their fermentation is
lactic acid, with little to no presence of other metabolites such as COx, acetic acid, or ethanol. This is
due to a preference of species within this classification for the Embden-Meyerhoff pathway that uses
glucose as its main substrate, ending with pyruvate as final product which then acts as an acceptor
of protons by reduced nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) and leads to the production of
lactate and NAD+ (Poltronieri ef al., 2017). While strict homofermentative bacteria exist within the
Lactobacillus genus, they are fewer in number than heterofermentative species. Some
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homofermentative species within the genus are Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii, Lb. helveticus, Lb.
salivarius (Vinderola et al., 2019).

Heterofermentative includes all lactic acid bacteria that produce other metabolites aside from lactic
acid while fermenting sugars, this includes COz, ethanol, and acetic acid. Bacteria within this group,
have a predilection for the pentose phosphate pathway that uses sugars (e.g., glucose) as a substrate
to produce NADPH, pentoses, and ribose (used for the synthesis of nucleotides), and the final
product is xylulose, which is metabolized into ethanol, acetate, and lactate by its catabolism. Within
this classification exist both obligate heterofermentative and facultative heterofermentative.
Lactobacillus species such as plantarum, sakei, curvatus, and casei, are considered facultative
heterofermentative; while species such as, fermentum, pontis, reuteri, brevis, and buchneri, are
considered obligate heterofermentative. These bacteria have shown several probiotic activities such
as immune system modulation, production of antimicrobial substances and direct competition with
pathogens (Vinderola ef al., 2019).

2.2.1 Other bacteria

Even when the most studied probiotics are lactic acid bacteria, other genera such as
Propionibacterium, or Bifidobacterium can be found inhabiting the same places. In addition, other
genera typically associated with the human gut as Escherichia and Clostridium, may have probiotic
strains (George Kerry ef al., 2018; Crook et al., 2019; Guo et al., 2020).

2.3.1 Yeast

Yeast is a heterogeneous denomination given to single-celled organisms belonging to the
fungi kingdom. They are widely used in the food industry and are involved in the production of
many food products including wine, beer, bread, kefir, cider, sake, cocoa, etc. Some species of yeast
that have shown potential as probiotics include Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae var. boulardii,
Kluyveromyces marxianus, K. lactis, Pichia kluyveri, P. pastoris, Debaromyces spp., Torulaspora spp.,
Hanseniaspora spp., etc. These have shown various activities such as denaturing Clostridium difficile’s
toxins and modulation of cytokines production (Gut et al., 2018; Staniszewski and Kordowska-
Wiater, 2021).

3. Microencapsulation

This is the name given to technologies whose final goal is to envelop on a microscopic scale
any given active material (often called core material) in a layer that protects it from reactions with
the environment, increasing its shelf life, stabilizing, and ensuring a gradual release of the active
material when consumed. All microencapsulation technologies have three steps: the wall must
envelop the core material, the shell must maintain its integrity, and finally, the crust must subside at
the right moment (and right place) ensuring the release of its contents at an adequate rate (Macias-
Cortes et al., 2020). The release of the active material inside the microcapsule is as important as its
microencapsulation. There are different mechanisms, as shown in Figure 3. The microcapsules
release their content mediated by factors such as temperature, pressure, and concentration gradient,
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and subjected to the adequate stimulus, the enveloping material will dissolve, expand or rupture
(Hu et al., 2017). There are different methods of microencapsulation, the most common are

mentioned ahead.
Difussion ‘
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Figure 3. Different release mechanisms of the active component in a microcapsule.
Figura 3. Diferentes mecanismos de liberacion del componente activo de una microcapsula.

3.1 Extrusion

This technique typically involves mixing the probiotic along with a hydrocolloid such as a
carbohydrate dispersion. Thereafter, it is extruded through a nozzle producing a small droplet,
afterwards, these droplets fall into a bath containing a solution that hardens the wall material
enveloping its core. The main advantage of this procedure is that it does not involve the use of either
high temperature or solvents, thus ensuring a high survival rate for the probiotic. The most common
material used to microencapsulate with this method is sodium alginate. However, the main
disadvantage for this process to be used at an industrial scale lies within its inability to produce large
quantities of microcapsules, the relatively high particle size and its higher costs compared with other
methods (Lee et al., 2019; Yang et al., 2020).

3.2 Coacervation

The definition of coacervation is the separation into two liquid phases of a colloidal solution.
There are two main forms of coacervation, simple and complex. Simple coacervation involves the
use of a single polymer and a salt or dissolving agent, such dissolving agents can be either alcohol
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or acetone. In complex coacervation, two polymers with opposing charges interact producing two
immiscible phases of liquid, the dense phase, which is polymer-rich, and the continuous phase which
is not. This method often uses animal proteins such as gelatin, whey protein or sodium caseinate.
Even though this technique provides advantages over other methods such as very stable shells, with
very high encapsulation efficiency and great controlled release of the core material, it poses several
disadvantages mainly due to the time required to encapsulate and its cost. This is a relatively new
technology, and it is considered to still be in experimental phase (Dhakal and He, 2020; Yang et al.,
2020).

3.3 Liposomes

This encapsulation technique requires the formation of a bilayer, typically of a phospholipid,
in an aqueous solution to which agitation, and heat are applied to form vesicles. Since phospholipids
are amphiphilic molecules, the liposomes can trap polar active substances in an aqueous solution
with their polar ends. It is also possible as well to trap nonpolar substances with the lipophilic end
of the phospholipid, making them more suitable for an aqueous delivery system. A special
application of this technique is the entrapment of core materials that require high water activity such
as enzymes or probiotics. Although one of the main disadvantages of this method of encapsulation
is the low resistance of the encapsulating material, being a phospholipid, it is prone to oxidation and
hydrolysis as well as sensitive to changes in pH and temperature (Dhakal and He, 2020; Mehta et al.,
2022).

3.4 Spray drying

Spray drying is one of the most widely spread microencapsulation techniques in use due to
its short processing time and the overall quality of the encapsulated product, mainly uniform particle
size, and defined morphology (see Figure 4). Spray drying is a technology that consists in the
pulverization or atomization of a suspension or solution into a chamber filled with hot gas and
finally recover it in the form of powder. The way in which spray drying microencapsulation works
is to prepare a dispersion of both the active and enveloping materials in an adequate solvent,
pumping the dispersion into the drying chamber, wherein it is atomized, and the solvent is quickly
evaporated. The dehydrated product is collected either in powder or agglomerated form from a
cyclone (Ceja-Medina et al., 2020). This method consists of the next main steps: preparation of the
dispersion, homogenization, atomization, dehydration of the atomized particles and collection.
Some of the advantages the final product provides when working with spray drying is an increased
shelf life due to its low water activity, thus reducing the need of refrigeration, cutting costs in both
storage and transport. The main elements present in spray drying equipment (see Figure 5) are a
feeding pump, an atomizer, a heating device, a drying chamber, and a cyclone. Spray drying uses a
variety of compounds from which polysaccharides such as starches with varying grades of
modification, gums, and plant-based mucilage are of particular interest. This technique’s main
disadvantages are due to the high temperature involved. Because of this a wall material that is highly
resistant to heat, has high water solubility and a relatively low viscosity such as Gum Arabic,
modified starches, maltodextrin, and plant mucilage (Macias-Cortes et al., 2020; Yang et al., 2020).
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Figure 4. SEM micrography of Lb. plantarum microencapsulated in an Aloe vera mucilage/agave
fructans/gum Arabic microcapsule

Figura 4. Micrografia por SEM de Lb. plantarum microencapsulado en una microcapsula de mucilago
de Aloe vera/fructanos de agave/goma Arabiga (Ceja-Medina et al., 2020).

3.5 Spray chilling

Spray chilling, also known as spray cooling, is typically employed to encapsulate
hydrophilic materials into a hydrophobic shell. The wall material is most often a lipidic material
such as waxes, with a relatively high melting point, and similarly to spray drying is atomized into a
chamber filled with cool gas, which causes a fast solidification of the lipidic material around the core.
This technique is typically used in the encapsulation of water-soluble vitamins, enzymes, and flavor
agents. It is also possible to encapsulate hydrophobic core materials with hydrophobic wall materials
such as the encapsulation of liposoluble vitamins with fats, waxes, and oils as wall materials. The
main disadvantage of this method lies in the melting point of the material used as it should be low
enough as to not thermally kill the probiotic and high enough to not melt at room temperature. For
this reason, mixtures of waxes and other materials such as polysaccharides are under study
(Choudhury et al., 2021).

3.6 Spray freeze-drying

This is a combination of spray chilling and lyophilization in which a mixture of both the
encapsulating agent and the core material is sprayed into a cooling chamber in which it is instantly
frozen, producing a current of tiny ice spheres in which both materials are contained. Thereafter, the
ice particles are freeze-dried through regular lyophilization. Lyophilization is the removal of
moisture from a frozen matrix without going through the liquid phase, through a process known as
sublimation. Sublimation involves the use of very low pressure to turn ice into water vapor without
raising its temperature to the melting point. Its main use is to dry materials that are particularly
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sensitive to high temperature. Lyophilization consists of the next phases, the initial freezing phase,
and two drying phases. The initial phase in lyophilization is freezing, wherein most of the moisture
is frozen. Afterwards during the first drying step, frozen free moisture is removed by sublimation.
The two parameters that play a crucial role during this step are the shelf temperature and the
chamber pressure. The second drying phase cycle involves the elimination of unfrozen bound water
through desorption. The wall materials needed for this technique are similar to those needed in spray
drying, with the exception of resistance to high temperature (Kandasamy and Naveen, 2022).

AN Spraying nozzle

N M J”H m Drying chamber
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\\// \ / Cyclone
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Figure 5. A typical arrangement of spray drying equipment.
Figura 5. Un arreglo tipico de un equipo de secado por aspersion.

3.7 Fluidized bed coating

It is like spray drying technology, although with some modifications. It consists of three
stages, the absorption of the core materials onto a support material, a solid porous material, which
is being fluidized; the coating which is done by spraying the liquid wall material into the fluidized
bed; and finally, the hardening of the shell by either vaporization of the wall material solvent or by
chilling, being air the most common gas used to both fluidize and cooling. This method provides
flexibility in wall materials using both water soluble materials such as protein and polysaccharides
and lipophilic materials such as waxes (Mehta et al., 2022).
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4. Wall materials

The selection of adequate wall material is essential given that it will determine both the
efficiency of encapsulation and the stability of the capsules. Some of the qualities that wall material
must possess are, non-reactivity towards the core material, it must be able to contain the core
integrally inside of the capsule, being economically viable, it must meet standards such as FDA’s
GRAS, and depending on whether its application is in food or not, it must not have any unpleasant
smells or flavors (Dhakal and He, 2020). While most of the commonplace materials nowadays meet
the criteria of being safe for consumption, some of the more common problems are that resistance of
capsules and the price of the material are often at odds. Another avenue for new sources of materials
is that some might have prebiotic effects or come from vegan or vegetarian sources. This opens new
avenues for development of new developments. A brief list of recent developments regarding
common wall materials can be seen in Table 1. There are different wall materials of
microencapsulation, the most common are:

4.1 Protein

Protein wall materials coming from both animal and vegetable sources have been used with
success to encapsulate probiotics, some of these sources range from dairy, gelatin, and various
legumes. Protein solubility varies according to a variety of extrinsic factors, like pH and temperature,
and intrinsic factors mainly regarding the structure of the protein and its amino acid profile. Their
molecular weight varies drastically ranging from around 10 kDa upwards to 50 kDa or more. The
capacity of proteins to form emulsions is variable depending on factors such as molecular weight,
source, structure, and adsorption capacity (Kim et al, 2020). Proteins are typically sourced from
animal byproducts such as gelatin, obtained from the thermal hydrolysis of collagen from waste
products of the meat and leather industry such as bones, horns, hooves, skins, cartilage. One of the
most used sources for microencapsulating proteins is milk, usually milk whey. Milk whey is the
liquid remaining from the curdling of milk during cheese elaboration. It contains a mix of minerals,
and proteins such as alpha-lactalbumin, beta-lactoglobulin, and lactose. It is mainly used along with
wall materials from other sources such as carbohydrates like maltodextrin, alginates, etc. (Bhagwat,
et al., 2020; Obradovic et al., 2022). Due to the rise in demand of vegan and vegetarian ingredients,
advances in vegetable protein have also been made. Regarding vegetable protein works like
Gonzalez-Ferrero et al. (2020) worked with soy protein isolate, and maltodextrin to produce
microcapsules loaded Lactobacillus plantarum CECT 220, using a Biichi spray dryer, with a survival
rate of 93 %. Or Qi et al. (2021) in which a microcapsule made by coacervation made using pea protein
isolate and sugar beet pectin yielded the best results in a gastrointestinal simulated digestion.
Nevertheless, the bulk of research on vegetable protein is centered around microencapsulating
materials like antioxidants, essential oils, and vitamins. Due to their origin and complex purification,
protein wall materials are typically of higher costs than some other materials such as carbohydrates.
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Table 1. Common wall materials, and recent developments on probiotic microencapsulation
Tabla 1. Materiales de pared comunes y desarrollos recientes en microencapsulacion de probidticos

Polymer Monomeric Encapsulation techniques =~ Temperature Encapsulation Probiotic = Reference
units °C (i=inlet, efficiency %
o=outlet)
Whey protein Lactalbumin Spray drying (SD) 140(i) 70.65+-1.84 Enterococcus Bhagwat,
and canintestini et al., 2020
lactoglobulin 60(0)
(amino acids)
Gelatin Hydrolyzed Emulsification/coacervatio 40 97.78 Lb. Paula et
collagen n plantarum al., 2019

(amino acids)

Maltodextrin Glucose SD 130-150(i) 89.15 Lb. Arepally
acidophilus et al., 2020
55+-2(0)
Mixed flow SD 140(1) 20.88+0.03 Lb. Jiang et
rhamnosus al., 2020
80(0)
Resistant and alfa 1-4 and Extrusion - 48.46 + 0.98 Lb. casei Ashwar
modified starch  alfa 1-6 linked etal, 2018
Glucose
CMC Carboxy- Extrusion - 94.7+0.78 Lb. Dafe et
methyl plantarum al., 2017
Glucose
Chitosan Glucosamine SD 120(i) 91+0.33 K. Vanden
marxianus Braber et
68(0) al., 2020
Fructans Fructose SD/Spray Freeze Drying  SD: 110(i), 62(o) SD: 89.21 Lb. Yoha, et
plantarum al., 2020
SED: -80 SFD: 96.16
4.2 Lipids

Lipids, which include fatty acids, fats, waxes, sterols, and phospholipids, are an eclectic
group of molecules used to designate substances with relatively low polarity, and thus low solubility
in polar compounds such as water. As such there are not many studies that work with the
encapsulation of probiotics with only lipids as an encapsulating agent. Nevertheless, there are some
studies in which an outer crust of materials such as beeswax and stearic acid is used to cover
microcapsules made with other materials such as resistant starch or alginate to increase their
resistance to moisture. Lipids also ensure a controlled release in the intestine by the way of lipase
action while being digested (Rodrigues et al., 2020).
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4.3 Carbohydrates

Carbohydrates are the group of biopolymers most widely used in the encapsulation of
probiotics. They can be identified in any number of ways by size, composition, refining grade, and
origin. Being classified regarding their composition in homopolysaccharides when their forming
monomers are the same, such as starches, maltodextrin, and inulin, and heteropolysaccharides,
when their forming units are non-homogeneous, such is the case of gums such as Arabic and guar
gums. Carbohydrate solubility in water varies depending on the degree of polymerization, and
crystallinity; being those with a smaller polymerization degree and less crystalline more easily
solubilized. While carbohydrates range in molecular weight from around 180 Da for average
monosaccharides to 480 kDa for an average polysaccharide, although some polysaccharides can
upwards to 788 kDa. The molecular weight of carbohydrates frequently used in microencapsulation
usually starts at around 20 kDa (Ushiyama and Shimizu, 2018).

4.3.1 Starch

Starch is the name given to the reserve polysaccharides made by green plants. It is found in
foodstuffs such as cereals and tubers and it is one of the main sources of calories in modern human
diets. It is made up of glucose units linked together by alpha « (1 = 4) glycosidic bonds, forming
long chains, known as amylose, with ramifications of alpha a (1= 6) glycosidic bonds known as
amylopectin. Starch is typically made up of around 1:3 up to 1:4 parts of amylose to parts of
amylopectin by weight. It is used both as an ingredient and raw material for different food products,
including modified starches and high fructose corn syrup. It has recently become of interest to
technologists the use of resistant starches as novel materials for the encapsulation of probiotics due
to their potential as a prebiotic. Resistant starches are starches resistant to enzymatic digestion by
intestinal amylase, this is due to a higher proportion of amylose which is less susceptible to these
enzymes due to its structure. The categories of resistant starch are as follows RS1) physically
inaccessible, RS2) native granules of non-gelatinized starch, RS3) retrograded amylose, RS4)
chemically modified starch (Bojarczuk et al., 2022). RS54 was studied by Ashwar et al., (2018; 2021)
using a rice-modified starch in an extrusion system.

4.3.2 Maltodextrin

Maltodextrin is a group of polysaccharides obtained from partial hydrolysis of starches. Like
starch, it is made up of glucose monomers bound to each other by a (1 — 4) bonds with occasional
a (1 — 6) bond ramifications. Maltodextrin is one of the most widely used and studied encapsulating
agents with works as recent as those made on survivability and stability by Arepally et al. (2020),
with novel forms of spray drying technology such as mixed flow spray drying by Jiang et al. (2020),
and its uses with other materials to yield better capsules such as whey protein by Bhagwat et al.
(2020).
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4.3.3 Cellulose

Cellulose is a structural polysaccharide found most abundantly in the cell walls of plants,
although it is also produced by bacteria such as that found in acetic fermentations. It is made up, like
starch, of glucose monomers, with the difference being that the bonds between subunits are B (1—6),
forming a much more resistant fibrillar structure. In its natural form, it is of little use as an
encapsulating agent due to its very low solubility in water and other common solvents, thus some
products derived from it such as methylcellulose, hydroxypropyl cellulose, and
carboxymethylcellulose (CMC), and other forms of such as micro and nanocrystalline cellulose are
used. Multiple works with both modified cellulose and nano/micro crystalline cellulose are at the
forefront of the study of new methods of probiotic encapsulation. Such as the study done by Wang
et al. (2022) where kelp nanocellulose was incorporated in an alginate microcapsule, leading to
increased survivability during gastrointestinal digestion simulation in comparison with a system
made exclusively with alginate. Regarding modified cellulose Tao et al. (2019), used skim milk along
with some polysaccharides including several modified celluloses such as CMC, hydroxypropyl
methylcellulose, methylcellulose as well as gum arabic and sodium alginate observing increased
survivability of Lb. paracasei, after spray drying compared to skim milk alone with encapsulation
efficiencies between 91 to 97 %.

4.3.4 Chitosan

Chitosan is a food-grade polysaccharide obtained from processing shrimp and other
crustaceans' exoskeletons with an alkali such as sodium hydroxide, it is the only carbohydrate used
in microencapsulation that is predominantly positively charged. It is composed of B (1— 4) linked
units of both acetylated and nonacetylated D-glucosamine. It is widely used in the chemical,
pharmaceutical, cosmetic, and food industries (Pech-Canul et al., 2020). Chitosan has also been used
as an encapsulating agent to encapsulate different probiotics such as Lb. gasseri, Lb. rhamnosus, Lb
casei, Lb. acidophilus, Bifidobacterium animalis and, B. bifidum (Calinoiu et al., 2019).

4.3.5 Fructans

Although the bulk of forming units of fructans are as the name suggests fructose the
reducing end of the chain is a sucrose unit. There are five different types of fructans according to the
kind of bonds they present. The major kinds of fructans are inulin, levan, graminin and neo series
inulin and levan. In nature they are found in plants such as onions, garlic, artichokes, asparagus,
grasses, and agave. Fructans are widely used in the food industry mainly as a dietary fiber
supplement, because of their prebiotic properties (Wang and Cheong, 2023).

Fructans have recently been of interest as encapsulating agents in processes similarly to spray drying
such as the study done by Ceja-Medina et al. (2020) in which several food gums such as guar,
xanthan, and gum Arabic, as well as whey protein concentrate in several encapsulating systems,
made up from a mixture of Aloe vera mucilage and high molecular weight agave fructans. Being the
systems made with Aloe vera/fructans/whey and Aloe vera/fructans/gum Arabic, the ones with a
higher survival rate at about 70 %. Also, the work of Alvarado-Reveles et al. (2019) involved the use
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of both agave fructans and buttermilk proteins as wall materials yielding 1.08x10:°°CFU/mL against
3x10°CFU/mL using buttermilk proteins alone.

4.3.6 Algae polysaccharides

Some of the most used heteropolysaccharides in the industry are derived from algae. Some
of the polymers which are currently under use in the food and pharmaceutical industries as
encapsulating material are those of the carrageenan family of polymers from which kappa, iota, and
lambda carrageenan are the most used. Another relevant polysaccharide obtained from algae is
alginic acid often found in its salt form as sodium alginate is a linear polymer with blocks of (1—4)
beta-D-mannuronate and alpha-L-guluronate. Another relevant polysaccharide derived from algae
is agar, it is most often associated with microbiological culture media, although not properly
microencapsulation since the particle size is bigger than Imm developments such as the one done
by Albadran et al. (2020) which used chitosan to coat gelatin-agar particles to encapsulate Lb.
plantarum, demonstrating survival to a simulated gastric and intestinal digestion, demonstrate
possible new applications for agar as a potential microencapsulating agent

4.3.7 Gums and mucilages

Gum is a generic name given to a broad number of heteropolysaccharides that are soluble
and have the property of forming gels; gums are often found on the seed epidermis, the leaves, and
the bark of plants, although there are some, such as xanthan gum, that are of microbial origin. Gums
are a response to damage by some plants or unfavorable environmental conditions. Some of the most
common gums include guar, acacia (also known as Arabic), and tragacanth gums. Mucilages are
natural components of plant metabolism, they are very thick, viscoelastic, and usually do not have
as high solubility as gums, inside the plant they are often involved in water retention, calorie
reserves, as well as helping in seed germination (Amiri et al., 2021). A widely used gum is gum Arabic
which is a heteropolysaccharide obtained from the bark of Acacia senegal (L.), its constituents are
arabinose, galactose, rhamnose, and glucuronic acid. It has been thoroughly studied as an
enveloping material for probiotics such as the work of Arepally et al. (2020); in which a mixture of
maltodextrin and gum Arabic are used to encapsulate probiotics in a spray dryer, providing better
physical and physicochemical properties, as well as higher encapsulation yields when higher
concentrations of gum Arabic was used with a viability percentage higher than 80 % (around 7.3-9.9
log CFU/g). An alternative to gum Arabic that is currently under study is mesquite gum, which is
obtained from several species of trees under the Prosopis genus such as P. laevigata, P. juliflora, P.
velutina, and P. pubescens. Mesquite gum is made up mainly of monomeric units of L-arabinose and
D-galactose with trace amounts of D-xylose, D-mannose, and D-glucuronate, differing from acacia
gum because of its lack of L-rhamnose (Mudgil and Barak, 2020). There are few works regarding the
use of mesquite gum as a protecting agent for probiotics one of such is the work done by Rodriguez-
Huezo et al. (2014) a double emulsion process, in which Lb. plantarum cells were dispersed in canola
oil (continuous phase) and either sweet whey or "aguamiel" (sweet agave juice” were dispersed in
water, after that, it was further dispersed in a dispersion of gum Arabic, mesquite gum, and
maltodextrin. This emulsion was then integrated into the processing of Oaxaca cheese, exhibiting
survival rates of 8.2 and 8.15 log CFU/g for sweet whey and aguamiel respectively versus 6.8 log
CFU/g in cheeses prepared with free cells.
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Regarding mucilages, while there have been uses in the food industry for them before, it is only
recently that such polymers have garnered attention to their potential as new encapsulating
materials, although in some cases there has been more development towards the encapsulating of
antioxidants or other kinds of ingredients such as the work done by Medina-Torres ef al. (2019),
which involved the encapsulation of gallic acid with nopal (Opuntia ficus-indica) and Aloe vera
mucilage via spray drying, obtaining a higher releasing percentage when encapsulating using Aloe
vera mucilage while nopal mucilage gave particles with a bimodal particle size distribution and a
prolonged release of the active ingredient. The work done by Jannasari et al. (2019) in which a
mixture of gelatin and cress seed mucilage was used to encapsulate Vitamin D using coacervation
as the encapsulation method obtaining up to 67 % of encapsulation efficiency. Cortés-Camargo et al.
(2017 and 2019), which used a mixture of mesquite gum and nopal mucilage to encapsulate lemon
essential oil obtaining the best overall results using a mix of both since nopal mucilage gave greater
encapsulating efficiency while mesquite gum allowed for a greater volatile oil retention. Alpizar-
Reyes et al. (2020) used tamarind seed mucilage to encapsulate sesame seed oil both showed
comparable results in peroxide value results for the oil, which was much lower than that of free oil
confirming the capabilities of these materials as good encapsulating vectors for essential oils.
Although few, work regarding the encapsulation of probiotics using these gums and mucilages,
there have been some recent developments such as the works of Lai et al. (2020 and 2021). They used
flaxseed mucilage to encapsulate Lb. rhamnosus GG that yielded a reduction in cellular death during
storage between 120-135 % at 4°C and between 52-243 % at 25°C. The work done by Ceja-Medina et
al. (2020 and 2021), in which Aloe vera mucilage and agave fructans (along with some other
biopolymers) were used to successfully encapsulate Lb. plantarum with a survival rate of above 70 %
for the best mixes of polymers (gum Arabic and whey protein concentrate). Homayouni-Rad et al.
(2021) using Alyssum homolocarpum seed mucilage and inulin in spray drying encapsulation to
encapsulate Lb. casei obtaining a survival rate of around 67 % after gastric simulation as well as
showing a good capsule morphology with absent cracks in their walls. Bustamante et al. (2020)
encapsulating Lb. plantarum, Bifidobacterium longum, and B. infantis using chia and flaxseed mucilages
as well as inulin, which exhibited high viability after spray drying with around 98 % of viability and
high survivability after storage incorporated with an instant powder juice 10.5-11 log CFU/g for B.
infantis and between 7.3-8.9 log CFU/g for Lb. plantarum.

4.3.8 Prebiotics as encapsulating agents

Prebiotics are substances, typically carbohydrates, which when ingested promote the growth
of desirable bacteria groups within the gut they are often classified as dietary fiber. To be considered
a prebiotic a polysaccharide must meet certain criteria which include: 1) high resistance to orogastric
digestion which includes resistance to both the enzymes found in the mouth and stomach as well as
a low pH, 2) it is fermentable by gut bacteria, 3) provides a health benefit to the consumer, 4)
selectively stimulates the growth of certain bacteria, 5) stability in food systems. Some of the ways a
prebiotic might be incorporated into new products are, emulsifying agents, foam stabilizers, fat or
sugar substitutes, fiber supplements, and encapsulating agents (Behare et al., 2021; Lopez-Castejon
et al., 2021). The use of prebiotics as an ingredient in products with probiotics has been of interest in
recent times, naming such products as synbiotics. The importance of research in the realm of
symbiotics lies in the synergic effect that the prebiotic has on the probiotic, while not enhancing the
growth of other (potentially pathogenic) bacteria. Synbiotic show promise as effective tools in
managing health outcomes (Maftei, 2019). Typical prebiotics includes fructooligosaccharides (FOS),
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galacto-oligosaccharides (GOS), and trans-galacto-oligosaccharides (TOS) (Davani-Davari et al.,
2019) although some other substances such as xylooligosaccharides, pectic oligosaccharides,
resistant starch, and polyphenols are considered in some instances as such (do Nascimento and
Marostica Junior, 2021). Previously in this review, some of such materials have been mentioned as
being under study by different research groups as new sources of materials for the encapsulation of
probiotics, such as fructooligosaccharides and other fructans by Ceja-Medina et al. (2020, 2021),
Alvarado-Reveles et al. (2019); and resistant starches by Ashwar et al. (2018, 2021). Some kinds of
resistant starches have shown potential as prebiotics, by enabling the growth of lactobacilli and
bifidobacteria (Bojarczuk et al., 2022). Also, pectins have shown promising activity as probiotics such
as reported by Singh et al., (2020) and potential as new encapsulating materials such as reported by
Motalebi Moghanjougi et al. (2021). Aloe vera has shown to be a new possible source of prebiotics as
shown by the works of Tornero-Martinez et al. (2019) and Quezada et al. (2017) which show the
potential of Aloe vera’s polysaccharides as a possible substrate for probiotics to ferment, fermentation
that produces short chain fatty acids. Nopal (Opuntia ficus-indica) which has been used as an
encapsulating agent for other kind of bioactive materials has also shown potential as a prebiotic,
functioning as a substrate for lactobacilli and bifidobacteria (Cruz-Rubio et al., 2020).

Regarding new materials that are being studied as encapsulating agents with the potential of being
prebiotic components, materials such as gums, pectin, mucilages, and other biomaterials are a
promising frontier and an interesting alternative for new developments and satisfy the current
demand in the food industry.

Conclusions

Although the encapsulation of probiotics is not a new concept there is still much in the way
of developing better encapsulating materials. While some materials that are now commonplace in
the food and pharmaceutical industries, such as: starches, maltodextrins, and other polysaccharides,
which have already been extensively studied; there are still gaps in our knowledge of possible new
wall materials. One of such gaps is in the use of new refined proteins obtained from vegetable
sources such as soy, peas, and other plants. Another blind spot is the utilization of some gums and
mucilages such as those from tree sap (acacia and mesquite gums), seeds (flaxseed, and chia seeds
mucilages), and particularly some cactus and other succulents (dragon fruit, prickly pear cladodes,
and aloe).
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Resumen

El manejo inadecuado de residuos peligrosos generados por la industria petrolera constituye
mundialmente un problema de contaminacion de suelos. Las estrategias cubanas actuales para
incrementar la produccion de hidrocarburos, introducen residuos como cortes de perforacion
contaminados con diésel, lo que requiere nuevas medidas para una adecuada gestion ambiental, no
disponible hasta el momento. Basado en experiencias existentes sobre biorremediacién en Cuba, se
pretende reducir la carga contaminante de estos cortes. Como proposito se tiene, evaluar un proceso
de biorremediacion mejorada, con acondicionadores organicos, a cortes de perforacion
contaminados con diésel para su manejo y disposicién final. El proceso se desarroll6 a escala de
campo empleando el método de bioestimulacién. El seguimiento analitico se realizé mediante la
medicién de grasas y aceites, hidrocarburos totales segin normas establecidas. La actividad
microbiana se evalué mediante la respirometria en suelos, con crecimiento exponencial entre 90 y
150 dias. En la aplicacion se logré una remocion superior al 70 % de los contaminantes y disminucion
del contenido de aromaticos en un 61 %. Ademas, no hubo toxicidad para la biota terrestre en el
suelo tratado. El tratamiento por biorremediacién mejorada de estos residuos es beneficiosa para su
manejo y puede disminuir el impacto al medio ambiente.

Palabras clave: residuos peligrosos, bioestimulacion, landfarming, toxicidad de suelos.

Abstract

Inadequate management of hazardous waste generated by the oil industry is a worldwide problem
of soil contamination. The current Cuban strategies to increase the production of hydrocarbons
introduce residues such as drilling cuttings contaminated with diesel, which requires new measures
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for adequate environmental management, not available up to now. Based on existing experiences on
bioremediation in Cuba, it’s intended to reduce the polluting load of these cuts. The purpose is to
evaluate an improved bioremediation process, with organic conditioners, to drilling cuts
contaminated with diesel for its handling and final disposal. The process was developed on a field
scale using the biostimulation method. Analytical monitoring was carried out by measuring fats and
oils, total hydrocarbons according to established standards. Microbial activity was evaluated by
respirometry in soils, with exponential growth between 90 and 150 days. In the application, a
removal of more than 70 % of the contaminants was achieved and a reduction of the aromatic content
by 61 %. Furthermore, there was no toxicity to terrestrial biota in the treated soil. The improved
bioremediation treatment of these residues is beneficial for their management and can reduce the
impact on the environment.

Keywords: hazardous waste, bioestimulation, landfarming, soil toxicity.

1. Introduccion

Los cortes de perforacion petrolera son aquellos fragmentos de rocas que se obtienen de dicho
proceso y estan constituidos por minerales de las formaciones perforadas y otros compuestos,
ademas estan impregnados con fluidos o lodos de perforacion. Dichos fluidos se clasifican teniendo
en cuenta la composicion del lodo lo que define la funcién y rendimiento del mismo (Fink, 2021). En
particular los lodos base aceite presentan como base continua o externa el petroleo crudo o derivados,
lo que resulta de gran utilidad en casos de zonas productoras con problemas de estabilidad de pozos
por arcillas sensibles y perforacion de pozos profundos a altas temperaturas (Ramirez, 2014). Ante
estas ventajas funcionales y otras, hay varias operadoras que prefieren utilizar los lodos base aceite,
aunque su utilizacién implique un alto costo econémico (Oseh et al., 2019). En adicién a esto, el aceite
diésel que se utiliza presenta un contenido de hidrocarburos aromaticos de un 30 %, lo que resulta
peligroso para la salud humana y el medio ambiente. De ahi que en la actualidad muchas compafiias
optan por el uso de aceite mineral, que tiene menos afectaciones (contiene menos del 10 % en
contenido de compuestos aromaticos) aunque costos mas elevados para llegar a un equilibrio entre
la operacidn, costos y proteccion del medio ambiente (Davarpanah et al., 2018).

Actualmente en Cuba se aplican nuevos métodos no explorados como es la perforacion con fluidos
base aceite diésel debido a la complejidad tecnoldgica que presentaron los tltimos pozos perforados
en el area de Varadero Oeste. Al respecto el pais se ubica en la élite mundial en los pozos horizontales
de largo alcance con el pozo mas extenso perforado en Cuba bajo estas condiciones, con una longitud
de mas de ocho kilémetros (de Jestis, 2017). Todo ello en funcion de extender los horizontes petroleros
mediante la perforacion direccional pero limitado al uso de fluidos base aceite diésel de mas facil
adquisicion que los ecoldgicos.

Por otro lado, estas nuevas estrategias para incrementar la produccién de hidrocarburos, introducen
residuos solidos como los cortes de perforacion base aceite diésel, lo que requiere nuevas medidas
para sumanejo y disposicion adecuado, no disponibles hasta el momento. Asi mismo la acumulacién
de grandes volumenes de estos residuos peligrosos en Cuba pudiera constituir un problema de
contaminacion de suelos y agua.
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Actualmente existen diversas tecnologias enfocadas en el tratamiento de cortes de perforacion, las
cuales se clasifican en procesos fisico, quimicos, térmicos (Davarpanah ef al., 2018; Fink, 2021) y
biologicos (Brutti et al., 2018; Rivera-Ortiz et al, 2018; Kebede et al.,, 2021). Los ultimos son
recomendados con frecuencia y se informa que la biorremediacion permite reducir la carga
contaminante de los residuos a partir de la capacidad degradadora de los microorganismos
endogenos. Este proceso usualmente requiere el empleo de varias especies de microorganismos, de
modo que se favorezca la metabolizacion simultdnea de los diversos compuestos que forman el

petrdleo y no a un limitado intervalo de hidrocarburos que puede metabolizar una sola especie (Brutti
et al., 2018).

En Cuba existe experiencia practica acerca del manejo de suelos contaminados con hidrocarburos,
destacandose acciones de biorremediacién para el manejo de los residuos solidos petrolizados
generados por la limpieza de tanques de almacenamiento (Romero et al., 2016), con resultados
prometedores en el desarrollo de la técnica de landfarming. En este sentido se aplica
fundamentalmente la bioestimulacién para mejorar las cargas de nitrégeno y fésforo necesarias para
el proceso.

En el caso de residuos mas recalcitrantes como los cortes de perforacion contaminados con lodo base
diésel, para el tratamiento y disposicién final en el medio ambiente, resulta necesario partir de las
experiencias en la realizacién de ensayos de tratabilidad a escala de laboratorio (Romero et al., 2019a;
Romero ef al., 2019b). Sobre la base de lo expuesto se requiere una posterior aplicacion a escala de
campo de esta tecnologia. De ahi que, si se logra disminuir la concentracién de hidrocarburos de este
residuo hasta 1 % mediante la aplicacion del proceso de biorremediacién, es posible el manejo y
disposicion final de los mismos en las empresas de perforacion y extraccion de petrdleo
pertenecientes a la Union Cuba Petroleo. Por tal motivo la presente investigacion se propone aplicar
el proceso de biorremediacién mejorada en campo a cortes de perforacion contaminados con lodos
base diésel.

2. Materiales y Métodos

2.1 Montaje del proceso

El proceso de biorremediacion se aplicé segiin la técnica de landfarming y el método de
bioestimulacion. Para llevar a cabo la aplicacion se utilizé un drea aledafia al pozo en explotacion (ex
situ), ubicado en la zona de Varadero Oeste, de la provincia Matanzas, Cuba. El area, con
dimensiones de 33 x 33 m, se compact6 en el fondo con serpentinita azul rocosa para evitar la
lixiviacion del residuo a tratar. Posteriormente se afiadi6 el suelo capa vegetal hasta una altura de
0,5m.

Los residuos tratados fueron cortes de perforacion impregnados con lodo base combustible diésel
provenientes de la piscina de almacenamiento temporal, ubicada en el mismo pozo. Se tomaron 50
m?de cortes de perforacion y se mezclaron con tierra capa vegetal en una relacion 1:2, para un total
de 150 m? de suelo contaminado. Posteriormente se agregaron 24 m? de lodo activo, 9 m3 de paja de
arroz seca como acondicionador orgéanico y 0,3 m3 de urea realizando una fertilizacion al boleo. El
lodo proviene de la Estacion de Depuracion de Aguas Residuales (EDAR) “La Concha y Chapelin”,
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pertenecientes a la sucursal Aguas Varadero. La paja de arroz seca fue suministrada por un
productor agricola no estatal, de la provincia Mayabeque.

Figura 1. Ejecucién del proceso. De izquierda a derecha: Adicién de los cortes, lodo activo, urea y mezclado del
suelo
Figure 1. Process execution: from left to right: Addition of the cuts, active sludge, urea and soil mixing

En el caso de la paja de arroz se distribuyd manualmente para mejorar la homogenizacion posterior,
con el equipo de movimiento de tierra. El proceso se desarrollé a temperatura ambiente dada las
condiciones climaticas de Cuba en los meses de primavera, donde se garantiza la temperatura entre
10 y 47°C segtn se recomienda para estos procesos (Instituto Nacional de Normalizacion, NC-819,
2017).

2.2 Caracterizacion y seguimiento analitico del proceso

El suelo capa vegetal, lodo activo y el corte de perforacion contaminado con diésel se
caracterizaron previamente como linea base y para conocer su aporte al proceso. Para el seguimiento
analitico del tratamiento se tomaron muestras composito, mediante el sistema de las circunferencias
concéntricas segun establece la norma cubana NC-37 (Instituto Nacional de Normalizacién, 1999);
en tiempos de 0, 45, 90, 150, 200 y 250 dias. A dichas muestras se le realizd6 una homogenizacion
previa y se tomd una muestra representativa para su analisis fisicoquimico y microbiolégico, segtin
los métodos que se muestran en la tabla 1.

La evaluacién de la actividad microbiana en el suelo se determiné mediante la respiracion aerdbica
de los microorganismos en el mismo, segtin el método de respirometria en campo descrito por
Salazar, (2009). Dicho método determina el oxigeno consumido y la liberacién de diéxido de carbono
(CO2). Lamedicion se llevo a cabo por 18 horas con el uso de un recipiente que contiene una soluciéon
de hidréxido de potasio 0,1 N cubierto por otro de mayor tamafio, que presionado hacia el fondo del
suelo evita el contacto con el medio exterior. El CO2 liberado por la actividad bioldgica queda
adsorbido en la soluciéon y posteriormente se determind por método volumétrico con acido
clorhidrico 0,1 N. El ensayo respirométrico se ejecuté al inicio del proceso de biorremediacion y en
los muestreos correspondientes a los tiempos 150, 200 y 250 dias del tratamiento. La produccion de
COz en el tiempo se evalud estadisticamente mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y las pruebas
de multiples rangos por el método de Duncan, con el programa estadistico Statgraphics Centurion
XV. version 15.2.05 de uso libre (StatPoint Inc. 2007).
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Tabla 1. Métodos de ensayos
Table 1. Test methods

Ensayo Métodos y Normas

Grasas Y Aceites (Gy A)
Gravimétrico, APHA-5520 (American Public
Health Association, 2017)

EPA-3540 C (Environmental Protection Agency,
1996)

Hidrocarburos Totales (HCT)

Saturados, Aromaticos, Resinas y Asfaltenos (SARA)

pH . . o
-32 (I 1 1 2
Conductividad eléctrica (CE) NC-32 (Instituto Nacional de Normalizacién, 2009)
Conteo en placa, ISO 1S-5188 (International
Organization for Standardization, 2012)

*MBH Medium (Modified Bushnell and Hass Salt

Conteo de microorganismos totales (CMOT)
Microorganismos Degradadores de Hidrocarburos

*
(CMDEH) solution), (Wyndham et al., 1981)
Nitrégeno Total (NT) ISO-11261  (International =~ Organization  for
Standardization, 2017)
Fosforo Total (Pr) ISO-11263:  (International =~ Organization  for

Standardization, 1994)

Ademas, se calcularon las tasas de biodegradacion seguin la siguiente expresion:

TB="'_—" Ee. (1)

Donde:

TB: tasa de biodegradacion (%)

Ci: Concentracién inicial de G y A e HCT (mg kg1).
Cr. Concentracion final de Gy A e HCT (mg kg).

La ecotoxicidad del suelo tratado se evalud una vez que el contenido de HCT, G y A fue igual al 1
%, lo que se especifica en la normativa cubana de referencia NC-819 (Instituto Nacional de
Normalizacion, 2017), en funcién de su disposicién final al medio ambiente. Los bioensayos se
realizaron segtin los protocolos establecidos en el CEINPET (Acosta y Romero, 2014). En tal caso se
utilizaron como bioindicadores las semillas de tomate (Solanum lycopersicum), con un 90 % de
probabilidad de germinacién y certificacion aprobada para su uso; y lombrices de tierra de la especie
Eisenia andrei. El bioensayo con semillas de tomate se realiz6 en placas Petri empleando 50 g de suelo
tratado. En cada placa Petri se colocaron 10 semillas, asegurando espacio suficiente para permitir la
elongacion de las raices. Las placas se cubrieron con bolsas plasticas negras para evitar la pérdida de
humedad y la entrada de luz e incubaron a 35°C durante un periodo de 120 horas. En el ensayo con
la lombriz de tierra se utilizaron 10 organismos en 200 g de suelo tratado y se incubaron a
temperatura ambiente por 14 dias. En cada prueba se incluyé un control con suelo limpio y dos
réplicas para cada caso. Para determinar el efecto tdxico del suelo tratado se calculd la concentracion
letal media (CLso), que se refiere a la concentracién estimada que produce una mortalidad (o no
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germinacion) del 50 % del bioindicador expuesto durante la experimentacién. En caso de existir una
mortalidad superior al 50 % se considera que el suelo tratado es toxico.

3. Resultados y discusion

En la caracterizacion inicial del residuo se evidencian niveles de concentracion de Gy A (8,4
%) e HCT (3,9 %) significativos lo que es consecuente con la procedencia y caracteristicas del mismo
(tabla 2). Dichos valores sobrepasan la concentraciéon maxima admisible para disposicion final de
residuos petrolizados segtin la normativa vigente NC-819 (Instituto Nacional de Normalizacion,
2017). El suelo y lodo activo presentaron concentraciones muy bajas de estos compuestos lo que
puede estar asociado a otros componentes organicos aportados por la materia organica y trazas de
otros residuos presentes en cada material. Esto ultimo puede ser beneficioso para el proceso ya que
influye favorablemente en la biota exhibida en los mismos, pues utilizan esta fuente de carbono y se
encuentran adaptadas a dichos sustratos (Koshlaf and Ball, 2017). Tal situacion se confirmé por el
contenido de microorganismos degradadores de hidrocarburos y totales presentes en cada una de
las muestras estudiadas. Las concentraciones se consideran propicias para la aplicacién de
biotratamientos, segun la normativa cubana NC-819 (Instituto Nacional de Normalizacion, 2017). La
relacion C/N no se encontr6 acorde a lo recomendado en la literatura de ahi el suplemento del
proceso con la paja de arroz y la urea.

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas
Table 2. Physico-chemical and microbiological characteristics

GyA HCT pH CE® Nr Pr CMDH®» CMOT®
Muestra

(mg.kg™") mScem? % UFC.g1@

1170 350
Suelo capa vegetal 01%) (0,03 %) 8,13 0,3 428 8,52 26108 2,9-1010

3630 740

1 (e) .10° 1010

Lodo activo de EDAR (04 %) (0,07 %) 6,95 3,17 792 3,16 3,710 2,4-10
Corte  de  perforacion 83710 38930 , .
contaminado con diésel (8,4 %) (3,9 %) 811 06 38,18 24,33 7510 2510
NC-819, 20174 10 000 mg kg (1 %) 6-8 - - 103-10* 10%-10°

3 Conductividad Eléctrica

b Conteo de Microorganismos Degradadores de Hidrocarburos

9 Conteo de Microorganismos Totales

Unidades formadoras de colonias por g de suelo o residuo

Estacion de Depuracion de Aguas Residuales

Concentraciéon méaxima admisible para disposicién final de desechos en el manejo de fondaje de
tanques de almacenamiento de petroleo y sus derivados

- No se especifica en la norma

=

52 238 3 3

=
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En el seguimiento analitico del proceso se obtuvieron resultados que permitieron evaluar la
efectividad del proceso de biodegradacién en el tiempo con una disminucién sostenida de la
concentracion de grasas, aceites e hidrocarburos totales (G y A e HCT) (Fig. 2). Los datos se asociaron
a la actividad de aireacion realizada solamente en los tiempos de 0, 90 y 200 dias, debido a
dificultades logisticas con el equipamiento.

—a=G Yy A (%) ==HCT (%) _

LP (%)

= A TBdeGyA e TBde HCT o
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Figura. 2. Degradacion de los indices de contaminacion del suelo.
Figure. 2. Degradation of soil contamination indices.

Donde: limite permisible (LP)

Los efectos sugieren la ocurrencia del proceso de biodegradacidon, lo que se refleja en una tasa de
degradacion del 50 % para G y A y 55 % para HCT, en 150 dias. Asi mismo se observa una pendiente
de la curva superior en los 90 y 200 dias que coincide con las aireaciones mecanicas realizadas lo que
indica una biodegradacién mayor bajo estas condiciones. Tal situacioén corresponde con lo que se
informa en la literatura sobre el caracter indispensable de la aireacion o disponibilidad de oxigeno
para estimular a los microorganismos en el proceso de degradacion (Kebede et al., 2021). No obstante,
dichos resultados difieren de los alcanzados a escala de banco con la utilizacion de acondicionadores
organicos (bagazo de cafia y paja de arroz), donde se obtuvieron tasas de remocion de G y A similares
(54 %) pero en un tiempo de 90 dias (Romero-Silva ef al., 2019a), inferior al evaluado en campo.

En los 250 dias se alcanzaron disminuciones del contenido de G y A e HCT hasta valores de 1,3 % y
1 %, respectivamente. En particular las G y A no alcanzaron el limite permisible (LP) para la
disposicién final del suelo tratado segiin la normativa de referencia utilizada (Instituto Nacional de
Normalizacién, 2017), aunque se encontrd bastante cercano. De cualquier modo, se obtuvieron tasas
de biodegradacion final de 72 % para Gy A y 73 % para HCT, en los 250 dias evaluados.
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Por otro lado, Rivera ef al., (2018) obtuvieron una remocion de HCT del 58 % en la biorremediacion
de suelos contaminados con cortes de perforacion por un periodo de 180 dias sin adicién de
nutrientes a escala de banco. Sin embargo, en las pruebas realizadas con adicién de nutrientes se
mostraron mejores resultados alcanzando un 85 % de remocién correspondiente a la disminucién de
la concentracién de HC desde 25000 hasta 3586 mg kg'. Tales resultados difieren de los obtenidos
en este estudio donde la concentracion inicial de HCT en la mezcla de suelo y corte de perforacion
contaminado con diésel fue superior; y aunque solo se alcanz6 una remocion del 55 % de HCT la
concentracion disminuyd de 42194 hasta 18649 mg kg! en 150 dias, que es un tiempo similar al
realizado por esos autores.

El crecimiento microbiano durante todo el proceso fue superior a 107 lo que se manifiesta en un nivel
favorable para llevar a cabo estos procesos segin recomienda la normativa de referencia NC 819
(Instituto Nacional de Normalizacion, 2017) (Fig. 3.), aunque se potencia con la aireacion realizada
después de los 90 dias, fundamentalmente para los microrganismos degradadores de hidrocarburos.
En la literatura se informa que la degradacién de hidrocarburos por bacterias aerobias requiere
inicialmente la introduccion de oxigeno en la molécula para la oxidacién del mismo, lo que permite
una mayor disponibilidad de los productos de las reacciones de oxigenacion y que sean mas solubles
en agua para ser atacados en reacciones posteriores de deshidratacion e hidroxilacion (Kebede et al.,
2021). Dicha biodegradacion estara influenciada por la versatilidad metabdlica que posean las
bacterias presentes y la acciéon cooperativa de la poblacion mixta (Brutti et al., 2018). El analisis
respirométrico se corresponde con lo dicho anteriormente y manifiesta que aun con la disminucion
del desarrollo de los microorganismos, estos se mantienen degradando los compuestos
hidrocarbonados. El andlisis de varianza demostro que existe una diferencia estadisticamente
significativa de la media de produccién de CO: entre un nivel de tiempo y otro con un nivel de
confianza del 95 %. Segun la prueba de multiples rangos las diferencias marcadas se encontraron
entre los tiempos 0-150 y 150-250 dias. Tal situacién sugiere que entre los 90 y 150 dias los
microorganismos demandaron una mayor cantidad de oxigeno para realizar sus procesos
metabdlicos y consecuentemente alcanzar su fase de crecimiento exponencial.

—e—CMOT —e—CMDH — —Rango recomendado Medias y 95.0% de Fisher LSD
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Fig. 3. Seguimiento del desarrollo microbiano en el proceso.
Fig. 3. Monitoring of microbial development in the process.
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La disminucién acontecida después de los 150 dias pudo estar influenciada en mayor medida por la
humedad relativa del suelo contaminado ya que se encontr6é en entre 11 y 17 %, cuando el
requerimiento se encuentra en el rango de 60-80% de la capacidad del campo (Instituto Nacional de
Normalizacién, 2017). De cualquier modo, queda demostrada la viabilidad de los microorganismos
degradadores de hidrocarburos por la biodegradacion de los contaminantes verificada.

La cuantificacion individual al inicio del proceso de los compuestos del petroleo (SARA) muestra las
elevadas concentraciones de hidrocarburos saturados (S) y aromaticos (A), asi como de resinas (R) y
asfaltenos (A); siendo estas ultimas las fracciones que constituyen los compuestos mas dificiles de
degradar por los microorganismos (Fernandez et al., 2008). Los resultados obtenidos (Fig. 4) permiten
afirmar que existe la biodegradacién de la fraccion de hidrocarburos con marcada disminucion del
contenido de aromaticos para una tasa de biodegradacién del 61 % en los primeros 150 dias.
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Fig. 4. Cuantificacion de las fracciones de hidrocarburo.
Fig. 4. Cuantification of hydrocarbon fractions.

Igualmente se degradan las resinas, asfaltenos y saturados en orden decreciente lo que corresponde
con la complejidad de cada compuesto. En el caso de los asfaltenos por ser mas recalcitrantes se
mantienen sin indicios de degradacion hasta los 150 dias, aunque al término del tratamiento se
alcanz6 una notable disminucion de los mismos a 84 mg kg1 de los 3250 mg kg ' que se cuantificaron
inicialmente.

Asi mismo, seguin las condiciones en el proceso, referidas a las dificultades de aireacion, sugieren
que ademads del desarrollo de bacterias aerobias pueden existir zonas donde se presente el
crecimiento de bacterias del tipo anaerobias facultativas. Estas estan acondicionadas para atacar
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moléculas mds grandes, como las resinas y los asfaltenos, ya que su metabolismo les permite soportar
este tipo de gasto energético (Fernandez et al., 2008).

En el ensayo de toxicidad aguda con lombrices de tierra para el suelo tratado no se obtuvo
mortalidad para un total de 30 organismos expuestos (Fig. 5). Este resultado indica que el suelo
tratado no presenta toxicidad y puede disponerse finalmente, pues no representa ningtn riesgo para
el eslabon de la cadena alimenticia de invertebrados, los cuales resultan un componente
imprescindible de la biodiversidad y la transformacién de la materia orgénica del suelo (FAO, 1996).

Fig. 5. Bioensayo con lombrices: de izquierda a derecha; control del ehsayo y suelo tratado.
Fig. 5. Bioassay with earthworms: from left to right; test control and treated soil

Los resultados del ensayo de toxicidad aguda realizado con semillas de tomate fueron validos para
una mortalidad en el control menor del 10 % (Tabla 3).

Tabla 3. Ensayo de toxicidad con semillas de tomate
Table 3. Toxicity test with tomato seeds

Concentracion Semillas Semillas no

Muestra HCT expuestas  germinadas = Mortalidad
(%) (unidad) (%)

Control 0 30 2 7

Suelo tratado 1 30 4 14

La toxicidad aguda o letal se estima a través de la concentraciéon media a la cual se produce mas del
50 % de inhibicién de la germinacion de las semillas (CL50) debido al efecto téxico en la muestra
evaluada. Bajo este criterio no fue posible determinar la CL50 ya que no se registré inhibicion de la
germinacién en un porcentaje superior al 50 % pues no tiene una relacion estadisticamente

significativa en un nivel de confianza del 95 % o mayor (Fig. 6), con la concentracion de grasas, aceites

10



Diaz-Rodriguez et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XVII (1) e 1146 (2023)

e hidrocarburos totales en el suelo tratado, por lo que se considera no existe toxicidad alguna. En la
literatura se informa que los suelos con mayor capacidad de intercambio, materia organica o
contenido de arcilla, exhiben mayor adsorcién del hidrocarburo, y consecuentemente menor efecto
téxico sobre el ecosistema (Infante y Morales, 2012). Tal es el caso del suelo utilizado en el proceso,
procedente de la llanura de Matanzas, los cuales se clasifican como arcillosos y htimicos (Herndndez-

Jiménez et al., 2019); ademas de las caracteristicas de los cortes de perforacion.

Probit(Mortalidad)
con intervalos de confianza del 95.0%

50 - .oz _|

Porcentaje acumulado

0 02 04 06 0.8 1
Concentracion

Fig. 6. Modelo ajustado del analisis Probit para bioensayo con semillas de tomate: de izquierda a derecha;
control del ensayo y suelo tratado

Fig. 6. Probit analysis fitted model for bioassay with tomato seeds: from left to right; test control and treated
soil

Infante y Morales, (2012) también informan que una gran cantidad de muestras de ripios de
perforacion contaminados con crudo presentan contenidos de aceites y grasas superior al 1 % que
regula la norma, alcanzando hasta valores de 8,7 % (m/m) inclusive, sin que se observe toxicidad
alguna con el tipo de bioensayo empleado. Por el contrario, el grado de contaminacion y toxicidad
del corte de perforacion tratado en la aplicacion actual es superior, lo que qued6 demostrado en
estudios anteriores donde se evalud su toxicidad con valores de CLso de 1 % de corte himedo para
una no germinacion del 57 % de las semillas y mortalidad del 100 % de las semillas en todas las
concentraciones de corte seco (Romero et al., 2017). Posterior al tratamiento en cuestién es posible
cumplir con la regulacién para disposicién final del residuo y ademas eliminar los efectos toxicos
debido a la presencia del contaminante.

Los resultados de la investigacion responden a las necesidades actuales de la industria petrolera de
manejar y disponer, de forma segura y amigable con el medio ambiente, desechos peligrosos de este
tipo segin la Resolucién 253, (CITMA, 2022). Ademas, se corresponde con el cierre del ciclo
productivo sobre el trabajo actual, en Cuba, acerca de la extensiéon de los horizontes petroleros
mediante la perforacion de pozos de terminacion horizontal o direccionales, de extrema complejidad
tecnoldgica donde se aplican métodos no explorados como es la utilizacion de este tipo de fluido. De
este modo se mitigan los impactos negativos medioambientales y a la salud humana de estos

11
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residuos generados por las empresas perforadoras de la Unién CubaPetroleo (CUPET). Asi mismo,
el hecho de que pueda llevarse a cabo en el lugar cercano a donde se genera el residuo, favorece la
eliminacion de los costos de transporte y formacion de pasivos ambientales. De este modo se
mantiene activo el proceso industrial mientras el proceso de biorremediacion se esta aplicando.

Todas las acciones que se ejecuten a favor de la preservacién del medio ambiente tienen un impacto
a largo plazo en la sociedad. En este sentido resulta imprescindible mejorar la eficiencia del proceso
garantizando una humedad del suelo y aireaciéon periddica que estimule los procesos de
biodegradacion de los contaminantes.

4. Conclusiones

Los cortes de perforacion contaminados con lodo base combustible diésel presentaron una
concentracion de hidrocarburos de 3,9 % que no permite su disposicion final segura, pero presenta
una biota favorable para la aplicacién de biotratamientos en su manejo.

El proceso de biorremediacion mejorada aplicado a escala de campo evidencié una remocion de
hidrocarburos totales en el orden de los 10 000 mg kg-1 (1 %) que cumple con lo regulado para una
disposiciéon segura en el medio ambiente; no siendo asi para las grasas y aceites (1,3 %) que se
encontraron en valores cercanos al 1 % reglamentado.

El analisis toxicoldgico del suelo tratado demostrd que los niveles de contaminacion presentes no
son toxicos para la biota terrestre.

Con tales resultados se corrobora que el tratamiento por biorremediacién mejorada de este tipo de
residuos puede ser una alternativa beneficiosa para su manejo en las inmediaciones de las areas
donde se generan y minimiza la potencialidad del impacto al medio ambiente.
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