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PREFACIO 
Del 2 al 5 de agosto del 2021 la Universidad Tecnológica de Corregidora realizó el Segundo 

Congreso Internacional de Biotecnología Aplicada CIBTA 2021, en modalidad virtual, deri-

vado de la contingencia sanitaria por la pandemia del COVID-19. La distancia no demeritó 

el impacto y calidad de las conferencias y trabajos presentados en este espacio. Las áreas 

temáticas del evento abarcaron: salud, alimentos, agropecuaria y ambiental; contando con 

una participación total de cinco conferencias magistrales, ocho ponencias plenarias y la pre-

sentación de 23 trabajos en modalidad cartel. Los países que nos acompañaron de manera 

remota se encuentran España, Colombia, Italia y los Estados Unidos. A través de la página 

oficial	del	congreso,	se	realizó	la	transmisión	y	publicación	de	todos	los	trabajos	y	ponen-

cias; lo que permitió un alcance promedio de 300 visitas diarias entre estudiantes e invi-

tados de otras instituciones. El objetivo de esta segunda edición de CIBTA fue favorecer el 

intercambio de conocimiento entre estudiantes, investigadores y académicos, mediante el 

análisis y la discusión de trabajos de investigación sobre biotecnología; mismo que sin duda 

alguna pudo ser cumplido a través de todas la ponencias y respuestas a las preguntas de la 

audiencia durante los 4 días de trabajo. 

A continuación, se presenta la compilación de algunos de los resúmenes de ponentes invi-

tados y trabajos de modalidad plenaria y de modalidad cartel seleccionados por el comité.

Agradecemos todo el apoyo y trabajo para la realización de este evento, tanto a los colegas 

y participantes de este, como a todo el equipo del comité organizador. 

                                                           

M. en C. Carla Cristina Camacho Gallegos
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La simbiosis Rizobio-Leguminosa 
es	 una	 interacción	 beneficiosa	
en la que la bacteria convierte el 
nitrógeno atmosférico en amoníaco 
y lo entrega a la planta a cambio de 
compuestos de carbono (1). Esta 

simbiosis implica la adaptación de las bacterias 
para vivir dentro de las células de la planta 
huésped. 

En este trabajo aplicamos técnicas RP-LC-MS / MS e 
iTRAQ	para	estudiar	el	perfil	proteómico	de	células	
endosimbióticas (bacteroides) inducidas por 
Rhizobium leguminosarum bv viciae cepa UPM791 
en nódulos de leguminosas (2).

Las subunidades de la nitrogenasa, las enzimas 
del ciclo del ácido tricarboxílico y las proteínas de 
respuesta al estrés, se encuentran entre las más 
abundantes de entre más de mil proteínas rizobianas 
identificadas	 en	 los	 bacteroides	 del	 guisante	
(Pisum sativum) (3). El análisis comparativo de los 
bacteroides inducidos en nódulos de guisantes 
y lentejas (Lens culinaris) reveló la existencia de 
una	 respuesta	 diferencial	 significativa	 específica	

del huésped que afecta a docenas de proteínas 
bacterianas, incluidas proteínas relacionadas 
con el estrés, reguladores de la transcripción y 
proteínas involucradas en el metabolismo del 
carbono y el nitrógeno (4). Un mutante afectado en 
una de estas proteínas, homólogo a un tipo GntR 
regulador transcripcional, mostró un rendimiento 
simbiótico	 significativamente	 alterado	 en	
simbiosis con guisantes, pero no con plantas de 
lentejas. Análisis de los proteomas de bacteroides 
aislados de ambos hospedadores también reveló 
la presencia de diferentes conjuntos de péptidos 
ricos	 en	 cisteína	 (NCR)	 específicos	 de	 nódulos	
derivados de plantas, lo que indica que las 
bacterias endosimbióticas encuentran un cóctel 
de	 estresores	 químicos	 específicos	 del	 huésped	
dentro del nódulo (5). 
Al estudiar las variaciones de la respuesta 
bacteriana a diferentes entornos de células 
vegetales,	 seremos	 capaces	 de	 identificar	 las	
limitaciones	específicas	impuestas	por	el	huésped	
que podrían darnos pistas para la mejora del 
rendimiento de los rizobios.
Palabras clave: Rizobio, leguminosa, proteómica, 
péptidos NCR.      

ESTUDIO DEL PROTEOMA DE BACTEROIDES INDUCIDO POR 
RHIZOBIUM LEGUMINOSARUN EN NÓDULOS DE LEGUMINOSAS.

A.I. Marina,1 C. García1, M. Albareda2, T. Ruíz-Argüeso2, D. Durán2 and J.M. Palacios2.

1Servicio de Proteómica, Centro de Biología Molecular Severo Ochoa (CBMSO), CSIC Campus Cantoblanco, c/ 
Nicolás Cabrera 1, 28049 Madrid, Spain

2Centro de Biotecnología y Genómica de Plantas (C.B.G.P.) UPM-INIA, Campus de Montegancedo, 28223 Pozuelo de 
Alarcón, and Departamento de Biotecnología-Biología Vegetal, Escuela Técnica Superior de Ingeniería Agronómica, 
Alimentaria y de Biosistemas, Universidad Politécnica de Madrid, Madrid, Spain.

*amarina@cbm.csic.es

Resumen
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Botrytis cinerea es un hongo 
fitopatógeno	 que	 genera	
pudriciones de los frutos de la 
uva tanto en precosecha como en 
poscosecha. Para su control en 
campo, se han empleado diversos 

fungicidas que han originado cepas resistentes. 
Por lo que la búsqueda de métodos alternos es 
necesaria, uno de ellos es el empleo de agentes de 
biocontrol. En el presente trabajo, se evaluó por 
ensayo dual, la capacidad de las levaduras NB9 y 
FLL17	(aisladas	de	frutos	de	uva	y	de	flor	manzana)	
y de la bacteria FR4B12 (proveniente de frutos de 
manzano) para inhibir el crecimiento de la cepa 
de Botrytis 137, encontrando en las placas petri, 
una reducción del crecimiento micelial del 61, 49 
y 32 % por FR4B12, FLL17 y NB9, respectivamente. 
En un siguiente ensayo, frutos de uva cv Merlot 
fueron sujetos a infección por Botrytis (50 esporas/
fruto), coinoculando los agentes de biocontrol 
(8x104	 -1x105	 células/fruto),	 con	 la	 finalidad	 de	
reducir la incidencia de la pudrición, los resultados 

mostraron que NB9 fue la única cepa que tuvo un 
efecto	benéfico,	reduciendo	la	incidencia	en	un	89	
%, mientras FR4B12 (6 %) y FLL17 (0 %) mostraron 
una mínima y nula reducción, respectivamente. 
Para	 el	 ensayo	 final,	 plantas	 de	 los	 cultivares	
Cabernet sauvignon y Syrah fueron inoculadas 
con NB9 y FR4B12 (4X108 células/planta), seguido 
por Botrytis (4X105 esporas/planta), los resultados 
mostraron que solo FR4B12 redujo en un 63 % 
el area de necrosis provocada por Botrytis. La 
identificación	genética	por	secuenciación	permitió	
caracterizarlas como Metschnikowia pulcherrima 
(NB9), Bacillus methylotrophicus (FR4B12) y 
Naganishia diffluens (FLL17). En conclusión,  los 
resultados indican que la bacteria FR4B12 pudiera 
emplearse para el control de Botrytis en planta, 
mientras que la levadura NB9 pudiera ser un 
candidato para el control de la pudrición del fruto.

Palabras clave: Cultivares, esporas, ensayo dual, 
coinoculación.

ENSAYOS EMPLEADOS PARA LA CARACTERIZACIÓN DE 
MICROORGANISMOS DE BIOCONTROL DE BOTRYTIS CINEREA

Resumen

J. R. Pacheco Aguilar1*, Y. S. Juárez Campusano1, M. G. Mendoza Cervantes1, R. C. López González1, B. Carrillo Carrilo2

1Facultad de Química. Universidad Autónoma de Querétaro. Cerro de las Campanas S/N Col. Las Campanas. 
Querétaro Qro.

2Facultad de Ciencias Naturales. Universidad Autónoma de Querétaro. Av. De las Ciencias S/N. Juriquilla, Querétaro, 
Qro.

*juanramiro29@yahoo.com.mx 
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Fig. 1. Infección de plantas de vid, cv. Syrah (a) y cv. Cabernet sauvignon (b) por Botrytis cinerea. 
(T= testigo sin inocular).

Referencia
Juárez C.Y.S., O.M.D.S., López G.R.C., Pacheco A.J.R. 2020. Dinámica de agentes de biocontrol contra 
Botrytis cinerea en hojas de vid. Mexican journal of Biotechnology. 5(2):70-85.
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EXTRACCIÓN DE SULFORAFANO A PARTIR DE LA BRASSICA 
OLERACEA VAR. ITÁLICA

Sandra Jazmìn Pérez Hernàndez1*, M. en C. Àngel Eduardo Màrquez Ortega1, I.Q. Nadia Jazmìn Gonzàlez Gon-
zàlez1

1 Tecnològico de Estudios Superiores de Chimalhuacàn. TESCHI, Calle Primavera S/N, Sta Maria Nativitas, 56330 
Chimalhuacán, Méx

*ethelmiranamali@gmail.com 

La Brassica Oleracea Var. Itálica po-
see un compuesto bioactivo deno-
minado Sulforafano, el cual pro-
viene de los glucosinolatos al ser 
hidrolizados por la enzima mirosi-
nasa al momento de ser dañados 

mecánicamente, se logran obtener compuestos 
biológicamente activos entre los que se destacan 
los isotiocianatos (Sulforafano), a su vez tienen 
una actividad ante la gastritis, úlcera gástrica y 
cáncer de estómago. Este compuesto reduce el 
tamaño del tumor al actuar como activador del 
factor de transcripción Nrf2. El Sulforafano no 
presenta efectos adversos; sin embargo, es nece-

sario llevar a cabo un estudio extenso para cono-
cer las dosis máximas para su administración. Es 
primordial desarrollar métodos para la obtención 
eficientes	de	extracción	para	el	aprovechamiento	
de esta valiosa propiedad mencionada anterior-
mente. Está investigación postula al Sulforafano 
como un posible candidato en el desarrollo de 
nuevos agentes antimicrobianos que hagan fren-
te a la infección por Helicobacter pylori y empleo 
en otras líneas de investigación.

Palabras clave: Sulforafano, Isotiocianatos, Brassica, 
Glucosinolatos, Nrf2

Resumen

Introducción
La Brassica Oleracea var. Itálica originaria de Europa 
y hoy en día cultivada en todo el mundo usada 
como una hortaliza para hacer ensalada, se ha 
descubierto que posee un fuerte compuesto 
biológicamente	activo	y	beneficioso	para	la	salud,	
denominado Sulforafano, más allá de la nutrición 
básica y esencial del brócoli, actúa como un 
tratamiento de gastritis y úlcera gástrica, debido a 
su propiedad anticancerígena y bacteriológica que 
contiene esta verdura. Brassica Oleracea var. Itálica 
también conocida como brócoli. Este vegetal ofrece 
diversos	 tipos	 de	 beneficios,	 benefactores	 para	

la salud al contener compuestos antioxidantes, 
vitaminas, minerales, selenio y glucosinolatos 
(Andrea Mahn, 2012). Los glucosinolatos, son los 
precursores de los isotiocianatos, de los cuales 
el Sulforafano es el más relevante, porque posee 
propiedades antimicrobianas, antioxidantes y 
anti carcinogénicas comprobadas in vitro e in vivo 
(Monia Lenzi, 2007). Sulforafano es conocido como 
un	 fitoquímico,	 una	 sustancia	 dentro	 del	 grupo	
isotiocianato de compuestos organosulfurados, 
que se encuentra en los vegetales crucíferos, como 
el	brócoli,	la	col,	la	coliflor	y	las	coles	de	Bruselas.		
Actualmente el brócoli es consumido como un 
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alimento procesado, la mayoría de las veces afecta 
el contenido de compuestos bioactivos. Algunos 
procesos, tales como el escaldado, la cocción, 
la congelación y la deshidratación, afectan el 
contenido de glucosinolatos y Sulforafano. Se 
ha reportado una pérdida de un 30% de los 
glucosinolatos totales al escaldar brócoli fresco, 
y una pérdida de 72.4% de los glucosinolatos 
totales al cocer brócoli fresco (Cieslik Leszczyńskaet, 
al., 2007). Con el aumento de la esperanza de vida 
de la población aparece un incremento de las 
enfermedades cancerígenas. En la alimentación 
juega un papel importante en la prevención de 
dichas enfermedades gracias a sus propiedades 
activan a las células anticancerígenas, se ha 
demostrado que elimina las células cancerosas 
y reduce el tamaño del tumor. Esta crucífera 
también puede estar asociada tener una menor 
probabilidad de padecer cáncer.

La terapia de erradicación, basada en la utilización 
de antibióticos disminuya la secreción gástrica, ha 
sido recomendada por más de una década como 
una buena opción para el tratamiento de la H. 
pylori. Sin embargo, el desarrollo de resistencia 
bacteriana junto con la falta de nuevas opciones 
de tratamiento compromete negativamente 
la erradicación de la infección y se prevé que 
esto pueda conducir a graves problemas para 
el tratamiento de los trastornos asociados a la 
infección por este patógeno en un futuro cercano. 
La presente investigación se basa en la explicación 
del análisis de la Brassica Oleracea Var. Itálica 
(brócoli). Este vegetal de la familia crucífera con un 
alto potencial medicinal se trabajará para la salud 
y bienestar en adolescentes, jóvenes y adultos que 
son más propensos a padecer dicha enfermedad 
provocada por la Helicobacter Pylori; su objetivo 
principal es evitar y erradica las complicaciones 
internas que son: la gastritis, úlceras y cáncer 
de estómago, incluso donde la enfermedad sea 
más aguda. Se propone el uso de un régimen 
con aplicación natural evitando el uso elevado 
de químicos durante su desarrollo, empleando 
los métodos de deshidratación y extracción 

Soxhlet que harán más económico su proceso 
de extracción y posteriormente nos llevará a 
idear una formulación de administración médica, 
siendo así una forma más factible de aprovechar 
el componente bioactivo del brócoli que es el 
Sulforafano, gracias a su propiedad anticancerígena 
será de gran utilidad en el laboratorio para llevar a 
cabo las investigaciones pertinentes que ayudará al 
bienestar y salud de las personas. De igual manera 
nos	permitirá	otorgar	grandes	beneficios	para	que	
el Sulforafano sea factible para el desarrollo de 
nuevos agentes antimicrobianos que hagan frente 
a la infección de Helicobacter Pylori, dentro de las 
líneas de investigación química, microbiológica 
y farmacéutica, permitiendo abrir un campo 
de investigación amplio para otras vertientes 
científicas.	

ANTECEDENTES

El término glucosinolatos hace referencia a la 
fracción de glucosilo “gluco”, la presencia de 
un grupo sulfato (ate), y la propiedad de ser un 
precursor de un aceite de mostaza (sinol). Las 
principales fuentes de los glucosinolatos son 
el producto de metabolitos secundarios  de las 
plantas de las familias de las crucíferas entre las 
que se destacan y que tiene interés comercial, col 
de	bruselas,	brócoli,	coliflor	y	repollo,	de	acuerdo	
con la cantidad de glucosinolatos varía de una 
especie	a	otra	e	influye	de	manera	directa	el	tipo	
de tejido de la planta. Los glucosinolatos son 
hidrolizados por la enzima mirosinasa, fruto de 
esta fase se obtienen compuestos biológicamente 
activos entre los que se destacan isotiocianatos 
sulfuranos, nitrilos y tiocianatos, estos procesos 
dependen de las condiciones de reacción y la 
presencia de proteínas asociadas (Najera 2004).  

Las verduras crucíferas contienen variedad de 
glucosinolatos, cada uno forma un isotiocianato 
diferente cuando se hidroliza. Masticar a fondo 
las verduras crucíferas aumenta el contacto de 
los glucosinolatos con la mirosinasa (enzima 
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que los degrada) lo que aumenta la cantidad de 
isotiocianatos absorbidos. Esta absorción es 
menor cuando las verduras están cocidas. Los 
isotiocianatos	poseen	actividad	antiinflamatoria	y	
actividad antibacterial para Helicobacter pylori. El 
Sulforafano es un producto químico de las plantas 
encontrado en vegetales crucíferos, incluyendo 
el brócoli. Fue descubierto hace más de una 
década, es un potente inductor de enzimas que 
proveen defensa contra el cáncer. El Sulforafano 
tiene un efecto de antibiosis selectiva hacia la H. 
pylori. Se ha demostrado de manera in vitro que el 
Sulforafano es capaz de matar cepas de H. pylori 
naturales y cepas resistentes a uno e incluso dos 
antibióticos. A pesar de que el mecanismo por el 
cual logra eliminar la bacteria no está claro, se sabe 
que el Sulforafano contribuye a anular la ureasa 
(Rocha 2012).  Un estudio de 2009 de Johns Hopkins 
sobre ratones descubrió que los brotes de brócoli 
son especialmente buenos para ayudar de esta 
manera. Los ratones que fueron alimentados con 
brotes de brócoli diariamente durante dos meses 
redujeron los niveles de H. pylori en sus heces en 
más del 40 por ciento.

El Dr. X. Haristoy, de la Universidad francesa 
de Nancy, en 2003, publicó un trabajo en el 
que se comprueba que el Sulforafano tiene un 
efecto antibiótico, llegando a eliminar la bacteria 
Helicobacter pylori, que previamente se había 
infectado en ratones. No obstante, se requiere más 
investigación para determinar si el Sulforafano 

es un buen candidato que logre ayudar en el 
tratamiento de Helicobacter pylori (Akinori Yanaka 1 
2009). 

METODOLOGÍA 

Materiales

Se utilizaron los materiales siguientes que fueron, 
Brassica Oleracea, frasco de vidrio hermético, 
caja pretri, manta de cielo, recipiente colocar la 
muestra a deshidratar.de reactivos se usaròn 
àcido cìtrico,para evitar la oxidaciòn de la muestra, 
hexano para extraer los aceites y dicloromentano. 

Deshidratación			

Esta primera parte de este proceso de Investigación 
y Desarrollo, (Obtención del Principio activo), para 
la formulación de un medicamento para erradicar 
la H. Pylori, se llevó a cabo lo siguiente. 

Se trituró la Brassica Oleracea, durante este 
proceso los glucosinolatos ya fueron hidrolizados 
al momento de ser dañados mecánicamente en 
este caso al ser triturada dicha cruifera, la enzima 
mirosinasa empieza a tener contacto con el 
sustrato, es donde se empieza a  libera moléculas de 
glucosa, hay un reacomodo intramolecular dando 
lugar a isotiocianatos, nitrilos, metilisotiocianatos, 
y metilnitrilos, que formaran el Sulforafano es el 
principal compuesto que  ocasiona el aroma y olor 
típico desagradable.

Hidrólisis de los glucosinolatos al sufrir un daño mecánico (cortan o mastican)
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Figura 1 Hidrólisis de los glucosinolatos que muestra 
el camino que conduce al isotiocianato sulforafano, un 
potente anticancerígeno

Después se deshidrata ya la muestra triturada 
al sol por 3 días, para evitar su descomposición 
y oxidación de la muestra se añade ácido cítrico 
y se cubre con manta de cielo, durante los días 
que se cumple el secado la muestra se monitorea 
con	 la	 finalidad	 de	 que	 esta	 muestre	 la	 textura	
adecuada que se necesita.  Posteriormente se 
llevará a cabo la extracción del principio activo 
por medio de la técnica Soxhlet para extracción 
de los aceites contenidos con Hexano, empleando 
el rotavapor y diclorometano, este presenta ser 
un solvente útil para extraer el  Sulforafano. Este 
proceso de extracción se aplica tanto a la parte 
de	Inflorescencia	como	del	tronco,	las	dos	partes	
muestran	tener	propiedades	muy	significativas	se	

pueden aprovechar y obtener más cantidad del 
compuesto bioactivo.

Resultados y discusión 

Secado	del	Tronco	e	Inflorescencia	

Se	 logró	obtener	un	proceso	de	 secado	eficiente	
tanto	 de	 la	 inflorescencia	 como	 del	 tronco,	
mediante una deshidratación solar de 3 días la 
muestra se ha cubierto con manta de cielo para 
evitar la contaminación de esta y un daño por los 
rayos elevados del sol, antes de llevar a cabo el 
proceso de deshidratación se añadió una solución 
de ácido cítrico para evitar la oxidación de la 
muestra. durante el proceso de deshidratado la 
muestra presento una textura apropiada para 
hacer la obtención del compuesto bioactivo. 

Figura 2 Proceso de Deshidratado de inflorescencia.

Primero se obtuvo por medio de deshidratación solar la muestra de la inflorescencia de la Brassica Olera-
cea Var. Itálica. Para después hacer el deshidratado del tronco. 
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Al ser una propuesta de extracción (postproceso) se consideran 3 alternativas que son: 

 •Principio Bioactivo
 •Extracto 
 •Modo Vegetal 

Se obtendrá el producto deshidratado o pulverizado. Por lo tanto, se manejaron 3 etapas se mencio-
naron anteriormente, para el proceso de obtención del compuesto bioactivo que son:

 •Prueba de deshidratado
 •Obtención del extracto
	 •Cuantificación	del	extracto

Figura 3 Proceso de Deshidratado del tronco

Figura 4 Tabla de datos teóricos de cantidad contenida de Sulforafano en la Inflorescencia y el tronco.
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Se tomó en consideración una encuesta el cual se 
muestran los siguientes datos estadísticos de los 
cuestionamientos más importantes obtenidos esto 
con	la	finalidad	de	conocer	dentro	de	la	población	
en un rango de 16 a 54 años de edad (aplicada en 
el Estado de México, Puebla y Ciudad de México), 
cual es el porcentaje promedio que parece 
enfermedades de gastritis, que tanto conocen 

sobre	los	beneficios	de	la	Brassica Oleracea, saber 
cómo lo consume la mayoría de las persona, base 
las referencias consultadas este al sufrir un proceso 
de cocción pierde por completo sus propiedades, 
esto se debe a que el Sulforafano es una molécula 
no muy soluble en agua, termosensible se destruye 
a temperaturas mayores de 40°C y muy reactiva.

Figura 5 Padecimiento de Gastritis

RESULTADOS DE LA ENCUESTA REALIZADA

Figura 7 Eficiencia de los medicamentos convencionales 
empleados para la erradicación de la H. Pylori

Figura 8 Formas en las que comúnmente la 
gente consume el brócoli Figura 9 Viabilidad del Sulforafano como un antibiótico 

para la erradicación de la H. Pylori
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Los resultados presentados muestran de manera 
teórica el contenido de sulforafano en los vegeta-
les de la familia de las crucíferas, como lo es el bró-
coli.	Las	inflorescencias	son	la	principal	fuente	de	
sulforafano en brócoli, así como el tronco que pre-
senta	niveles	significativos	de	sulforafano,	es	 im-
portante considerar que este vegetal generalmen-
te	se	consume	sin	cocción	con	la	principal	finalidad	
de aprovechar las propiedades quimio protectoras 
del	fitoquímico	sulforafano.	

Durante el desarrollo de esta investigación impor-
tante destacar estos puntos como recomendacio-
nes importantes que son: 

 •Factibilidad de darle utilidad al dese  
 cho del brócoli (Brassica oleracea var. Itáli 
 ca) este caso el tronco.

 •Diseñar una metodología para la ex  
 tracción de sulforafano procedente de la  
 Brassica oleracea var. Itálica

En cuanto al proceso de extracción del compuesto 
bioactivo será viable y económico, se ha empeza-
do desarrollar una metodología para llevar a cabo 
dicho proceso y este no logren invertir mucho so-
bre la parte de la maquinaria, un ejemplo de ello 
fue	sustituir	el	liofilizado	por	el	secado	solar	debi-
do al alto costo que podría llegar a generar al tener 
en cuenta es un proyecto apenas va iniciando, es 
obtener un costo menos elevado en cuanto a uso 
de materiales y reactivos, ayudara mucho poder 
desarrollar otras metodologías que sean factibles 
y útiles para llevar acabo la extracción. 

Conclusiones 
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Las infecciones del tracto urinario 
(ITU) son las segundas más frecuen-
tes en pacientes pediátricos y deri-
van en cuadros de salud severos y 
enfermedades crónicas cuando no 
se aplica el tratamiento oportuno. 

Para el diagnóstico microbiológico se realiza la 
identificación	del	 agente	 etiológico	que	debe	 ser	
inicialmente cultivado y aislado a partir de la ori-
na y luego se realizar pruebas de susceptibilidad 
a	antimicrobianos	con	el	fin	de	determinar	el	tra-
tamiento apropiado, lo que generalmente toma 
de 48 a 72 horas. En las ITU, el germen más fre-
cuentemente aislado es el bacilo Gram negativo 

Escherichia coli, seguido de otras enterobacte-
rias. En este trabajo se diseñaron, utilizando he-
rramientas bioinformáticas, iniciadores para am-
plificación	 isotérmica	mediada	por	bucles	 (LAMP)	
que detectan el gen ARN ribosomal 23S de E. coli, 
y los genes de resistencia blaCTX-M, blaTEM, blaS-
HV,	codificantes	para	Betalactamasas	de	Espectro	
Extendido (BLEE). Los ensayos de LAMP fueron es-
tandarizados utilizando cepas de referencias obte-
niéndose	amplificación	de	los	genes	blanco	luego	
de 30 minutos de incubación en un bloque seco 
a 65°C. Los resultados obtenidos demuestran que 
los	 iniciadores	 son	específicos	 y	 tienen	potencial	
para incluirse en nuevas técnicas diagnósticas.

Resumen 

Palabras clave: BLEE, ITU, amplificación isotérmica mediada por bucles, LAMP, Escherichia coli
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La infección del tracto urinario (ITU) es una de las 
infecciones bacterianas más frecuentes que afecta 
pacientes hospitalizados como ambulatorios a 
nivel mundial y, en pacientes menores de siete 
años es una de las infecciones más prevalentes 
(1,2). Las manifestaciones clínicas de la ITU pueden 
ser	 inespecíficas	en	 lactantes,	 en	niños	mayores	
son	 representativos	 los	 síntomas	 como	 fiebre,	
dolor	en	el	flanco,	disuria,	tenesmo	e	incontinencia	
(3). Adicionalmente, se pueden desarrollar 
complicaciones como malformaciones en riñones 
y vías urinarias, por lo cual, un diagnóstico preciso, 
rápido	 y	 eficiente	 que	 identifique	 al	 agente	
infeccioso	 y	 determine	 su	 perfil	 de	 resistencia,	
es indispensable para el inicio de un tratamiento 
oportuno que disminuya el riesgo de daño renal 
(2,4–6). 

Este tipo de infecciones son principalmente 
causadas por enterobacterias provenientes del 
propio tracto gastrointestinal del paciente, siendo 
Escherichia coli el agente etiológico aislado en más 
del 90% de las ITU (7). A su vez, las enterobacterias se 
caracterizan por presentar diferentes mecanismos 
de resistencia a antibióticos lo que disminuye las 
opciones terapéuticas disponibles, y es habitual 
encontrar aislamientos portadores de genes de 
resistencia (8) como por ejemplo, portadores de 
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), 
enzimas con capacidad hidrolítica de antibióticos 
betalactámicos (9,10).

El diagnóstico de la ITU incluye el uroanálisis 
(5), el aislamiento del agente etiológico a partir 
del urocultivo (11) y la realización de pruebas 
fenotípicas encaminadas hacia la determinación 
de	 su	 perfil	 de	 resistencia-susceptibilidad	 a	
antimicrobianos (12). Los resultados se obtienen 
de 24 a 72 horas dependiendo de la velocidad 
de crecimiento del microorganismo, y en 
algunos casos, se prolonga el tiempo de inicio 
del	 tratamiento	 específico	 para	 el	 aislamiento	

bacteriano	 identificado,	 y	 por	 consiguiente,	 las	
probabilidades del surgimiento de complicaciones 
y secuelas incrementan (2,4,6,13)

El advenimiento de las técnicas moleculares 
ha brindado un gran número de herramientas 
diagnósticas que presentan una alta sensibilidad 
y	 especificidad,	 con	 la	 capacidad	 de	 disminuir	
el tiempo de procesamiento y obtención de 
resultados(14).

Sin embargo, los costos de implementación 
suelen ser elevados impidiendo su adquisición por 
laboratorios con recursos económicos limitados. 
Por lo anterior, se hace patente la necesidad de 
desarrollar un método diagnóstico molecular 
que	 permita	 la	 detección	 e	 identificación	 de	 los	
microorganismos asociados a ITU de forma rápida, 
sensible,	específica	y	económica	(14).

La	 técnica	 de	 amplificación	 isotérmica	 mediada	
por	bucles	(LAMP)	es	un	método	de	amplificación	
de ácidos nucleicos realizado en condiciones 
isotérmicas, que, al emplear más de un par de 
iniciadores logra incrementar la sensibilidad y 
especificidad	de	la	prueba	(15).	Además,	la	LAMP	
presenta un tiempo de procesamiento más corto 
que el empleado por otras técnicas moleculares, 
por lo que, sumado a lo descrito anteriormente, 
se ha sugerido como un método diagnóstico 
alternativo en algunas infecciones como la ITU 
(16–18). El uso de LAMP en ITU permitiría disminuir 
el tiempo acaecido entre el ingreso de un paciente 
y la administración del tratamiento adecuado, 
jugando un papel importante en la recuperación 
del paciente y disminución de la morbilidad. Por lo 
anterior, esta investigación desarrolló protocolos 
basados en la técnica LAMP para la detección del 
agente etiológico más frecuente en ITU y genes 
determinantes	de	 resistencia	que	 codifican	para	
las BLEE más comunes.

Introducción
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El estudio tuvo como como propósito la 
estandarización de la técnica LAMP como 
método	 alternativo	 para	 la	 identificación	 de	 E. 

coli y la detección de los genes determinantes de 
resistencia blaCTX-M, blaTEM, blaSHV. 

METODOLOGÍA

Para la detección molecular de E. coli se diseñaron 
iniciadores	LAMP	específicos	para	la	amplificación	
del	 gen	 ARN	 ribosomal	 23s	 verificando	 que	 no	
hibridaran con genes de otros géneros de la familia 
Enterobacteriaceae. Igualmente, fueron diseñados 
los iniciadores para los genes determinantes de 
resistencia blaCTX-M, blaTEM, blaSHV utilizando la 
información depositada en la base de datos Beta-
lactamase Data Resource1 del NCBI, a partir de la 
cual se generaron secuencias consenso para cada 

gen de BLEE seleccionado. La secuencia del ARN 
ribosomal 23s y la consenso de cada BLEE fueron 
introducidas en la herramienta en línea NEB LAMP 
Primer Design Tool2  para generar los cuatro 
iniciadores LAMP básicos (FIP, BIP, FP y BP), según 
los parámetros basales mostrados en la Tabla 1. 
A	 partir	 de	 su	 secuencia,	 la	 especificidad	 de	 los	
iniciadores seleccionados y diseñados se evaluó 
usando herramientas bioinformáticas. 

Diseño de Iniciadores LAMP

Tabla 1: Parámetros establecidos para la elaboración de los iniciadores LAMP

1https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/beta-lactamase-data-resources/
2https://lamp.neb.com



25

La técnica LAMP se estandarizó utilizando como 
controles	 de	 amplificación	 las	 cepas	 E. coli C27, 
C2, C12, C13, C4, C5, C6, Staphylococcus aureus y 
Proteus mirabilis previamente caracterizadas en 
nuestro grupo de investigación, y las cepas de re-
ferencia E. coli ATCC25922 y Klebsiella pneumoniae 
ATCC700503 y ATCC BAA1705. Las características 
de las cepas de referencia se describen en la Tabla 
2. Las cepas fueron crioconservadas en caldo BHI 
(Infusión cerebro-corazón) con glicerol al 20% y al-
macenadas a -70°C. 

El ADN total bacteriano fue extraído a partir de un 
cultivo crecido durante toda la noche en 3 ml de 

BHI, que fue centrifugado 5.000 rpm para obtener 
un pellet bacteriano. El pellet fue suspendido en 10 
mM Tris-HCl pH 8, y calentado a 100 °C por 10 mi-
nutos, más 5 minutos de agitación vórtex. La preci-
pitación de proteínas se realizó con 5 M NaCl y cen-
trifugación a 14.000 rpm. El ADN fue recuperado 
por precipitación con isopropanol y centrifugado a 
14.000 rpm. Finalmente, el ADN fue resuspendido 
en 100 µl de 10 mM Tris-HCl pH 8 y 1 mM EDTA pH 
8. La concentración y pureza del ADN extraído fue 
determinada por espectrofotometría (260/280nm) 
y su concentración fue ajustada a 25 ng/µl. 

Cepas	de	referencia	y	extracción	de	ADN

En la estandarización de los cinco ensayos LAMP 
se utilizó el ADN extraído de las cepas descritas 
en	 la	 Tabla	 2	 y	 un	 control	 de	 amplificación	 libre	
de	ADN.	Para	las	amplificaciones	se	empleó	el	kit	
WarmStart Colorimetric LAMP 2X de New England 
Biolabs	que	incluye	un	buffer	diseñado	para	LAMP,	
la enzima Bst pol II y MgSO4 como fuente de Mg+ 
para la polimerasa. Las concentraciones y reacti-
vos incluidos en la reacción se describen en la Ta-
bla	3.	La	reacción	tuvo	un	volumen	final	de	25	µl	y,	
a cada vial, se adicionaron 5 µl de aceite mineral 
estéril para evitar la evaporación. Finalmente, la 
reacción se incubó por 30 minutos a 65°C usando 
un	bloque	seco	para	permitir	 la	amplificación,	si-
guiendo las instrucciones del fabricante. El kit se-
leccionado	para	la	amplificación	posee	un	sistema	
de revelado incorporado que consiste en el indi-
cador de pH rojo fenol, el cual vira de color rojo a 
amarillo cuando hay disminución del pH causada 
por la acumulación de los ácidos nucleicos. 
Para	 las	 amplificaciones	 se	 empleó	 el	 kit	Warm-

Start Colorimetric LAMP 2X de New England Bio-
labs	 que	 incluye	 un	 buffer	 diseñado	 para	 LAMP,	
la enzima Bst pol II y MgSO4 como fuente de Mg+ 
para la polimerasa. Las concentraciones y reacti-
vos incluidos en la mezcla maestra se describen en 
la Tabla 3 y se utilizaron 1-2 µl de ADN molde a 25 
ng/µl.	La	reacción	tuvo	un	volumen	final	de	25	µl	
y, a cada vial, se adicionaron 5 µl de aceite mine-
ral estéril para evitar la evaporación de la mezcla 
maestra. Finalmente, la reacción se incubó por 30 
minutos a 65°C usando un bloque seco para per-
mitir	 la	amplificación,	según	las	 instrucciones	del	
fabricante.	 El	 kit	 seleccionado	 para	 la	 amplifica-
ción posee un sistema de revelado incorporado 
que consiste en el indicador de pH rojo fenol, el 
cual vira de color rojo a amarillo cuando hay dis-
minución del pH causada por la acumulación de 
los ácidos nucleicos. De esta forma, luego de los 
30 minutos de incubación, se puede discriminar vi-
sualmente	si	hay	amplificación	(Figura	1).		

Protocolo de LAMP
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Tabla 2: Cepas bacterianas utilizadas para la estandarización de LAMP

CEPA BACTERIANA GENES QUE POSEE

E. coli ATCC25922 rARN 23s de E. coli

E. coli C27 rARN 23s de E. coli, blaCTX-M

E. coli C2 rARN 23s de E. coli, blaCTX-M, blaSHV

E. coli C4 rARN 23s de E. coli, blaCTX-M

E. coli C5 rARN 23s de E. coli, blaCTX-M

E. coli C6 rARN 23s de E. coli, blaCTX-M, blaTEM

E. coli C12 rARN 23s de E. coli, blaCTX-M, blaTEM

E. coli C13 rARN 23s de E. coli, blaCTX-M

K. pneumoniae ATCC700503 blaSHV, blaTEM

K. pneumoniae ATCCBAA1705 blaSHV

P. mirabilis Control negativo (BLEE negativo)

S. aureus Control negativo (BLEE negativo)

Tabla 3: Composición y concentraciones de la reacción LAMP

REACTIVO CONCENTRACIÓN

Iniciador FP 0.2 µM

Iniciador FIP 1.6 µM

Iniciador BP 1.6 µM

Iniciador BIP 0.2 µM

dNTPs 1,4 mM

Bst Pol II 0.32 U/µl

MgSO4 6 mM

Buffer	de	reacción	LAMP 1 X

ADN blanco 50ng
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En este estudio se desarrollaron cuatro protocolos 
LAMP para la detección de los genes blaCTX-M, 
blaTEM, blaSHV y ARNr 23S de E. coli. Los iniciadores 
LAMP	 diseñados	 para	 amplificar	 el	 gen	 rARN	
23s	 detectaron	 específicamente	 las	 cepas	 de	
E. coli (Figura 1) y las discriminaron de otras 
enterobacterias y patógenos involucrados en ITU 
incluidos: K. pneumoniae, P. mirabilis y S. aureus. 
Igualmente, el protocolo LAMP estandarizado 

para	la	amplificación	de	los	genes	blaCTX-M, blaTEM y 
blaSHV detectó la presencia de la secuencia blanco 
únicamente en las cepas portadoras del gen BLEE 
específico	 (Figura	 2).	 Para	 todas	 las	 reacciones	
se utilizó un kit colorimétrico lo que permitió 
la visualización de los resultados sin necesidad 
de adicionar un revelador o realizar una técnica 
adicional	para	evidenciar	la	amplificación.	

Resultados

Figura 1.	(A)	Amplificación	LAMP	colorimétrica	para	el	gen 23s rARN de E. coli. (B) Electroforesis de los 
amplificados LAMP en gel de agarosa al 2% que evidencia el típico bandeo en escalera. 1, E. coli ATCC 25922 ; 2, 
E. coli C2; 3,  E. coli C12; 4,  E. coli C13; 5, E. coli C4; 6, E. coli C6; 7, E. coli C27; 8, P. mirabilis; 9 – S. aureus; 10-11, 
control negativo sin ADN .
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Figura 2. Amplificación	LAMP	colorimétrica	para	los	genes (A) blaCTX-M, (B) blaSHV y (C) blaTEM. Tubo 1, E. coli 
ATCC25922; 2, E. coli C2; 3, E. coli C12; 4, E. coli C13; 5, E. coli C4; 6, E. coli C6; 7, E. coli C27; 8, K. pneumoniae 
ATCC700503; 9, K. pneumoniae ATCCBAA1705; 10, Proteus mirabilis; 11, control negativo sin ADN.

C)

Los iniciadores LAMP diseñados permitieron la 
identificación	específica,	rápida	y	sencilla	del	gen	
23s	rARN	de	E.	coli,	así	como	los	genes	codificantes	
para BLEE blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, en ADN extraído 
de las cepas de referencia empleadas para 

este estudio. Estos protocolos podrían ser 
implementados como una técnica molecular 
alternativa para la detección temprana de ITU en 
pacientes	 pediátricos	 con	 el	 fin	 de	 disminuir	 el	
tiempo de diagnóstico.

Conclusiones
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Diversas especies bacterianas, bajo 
condiciones	específicas,	son	capaces	
de producir y almacenar gránulos 
de polihidroxialcanoatos (PHAs) 
como producto de su metabolismo. 

Los PHAs presentan propiedades termoplásticas 
semejantes a los polímeros convencionales 
sintéticos. En el presente estudio se evaluaron 
diferentes	 técnicas	 de	 extracción	 y	 purificación	
de los PHAs producidos a partir de una cepa 
del género Pseudomona. Se seleccionaron tres 
metodologías basadas en el uso de cloroformo y 
dos métodos más basados en técnicas verdes con 
el uso de solventes menos contaminantes como el 

propilen carbonato y ácido acético. La producción 
de los PHAs se determinó de forma gravimétrica 
y	mediante	cuantificación	por	espectrofotometría	
UV-VIS a través de la conversión de PHAs a ácido 
crotónico. La técnica con hipoclorito de sodio/
cloroformo y precipitación con metanol mostró 
el mejor rendimiento de 1.28 g/L y un porcentaje 
de acumulación de 23.9%, sin embargo, 
posteriormente se espera optimizar las técnicas 
verdes para reducir el uso de solventes tóxicos.

Palabras clave: Polihidroxialcanoatos, 
Pseudomonas, extracción con solventes.
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COMPARATIVO ENTRE MÉTODOS DE EXTRACCIÓN DE POLIHIDROXI-
ALCANOATOS DE ORIGEN BACTERIANO.

Resumen

Introducción
El uso extensivo de los plásticos tradicionales, 
debido a sus propiedades tan variadas, 
especialmente propiedades térmicas, mecánicas y 
durabilidad, han causado una gran problemática 
en la gestión de los residuos que afectan ciudades, 
masas de agua, zonas naturales y en general 
a todos los ecosistemas. La acumulación de 
desechos plásticos se ha convertido en una gran 

preocupación en términos de medio ambiente 
[1]. Los polihidroxialcanoatos son biopolímeros 
biodegradables, biocompatibles, insolubles 
en agua, no tóxicos y exhiben propiedades 
termoplásticas [2, 3]. Mientras para la producción 
de plásticos sintéticos se requiere materia prima de 
origen petroquímico, los PHAs se pueden obtener 
a partir de diversas especies bacterianas como 
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Los	 PHA	 se	 clasifican	 de	 acuerdo	 al	 número	 de	
carbonos del monómero, PHA de cadena corta (3-5 
carbonos), PHA de cadena media (6-14 carbonos) y 
PHA de cadena larga (más de 14 carbonos). También 
se ha reportado la producción de co-polímeros. Los 
PHAs más comunes son los de cadena corta siendo 
los más estudiados P3HB (poli-3-hidroxibutirato) y 
P3HV (poli-3-hidroxivaleriato) [9, 10]. Esta longitud 
se	refiere	al	tamaño	de	la	cadena	lateral	de	cada	

monómero y no al tamaño del polímero, el cual 
puede llegar a ser típicamente de 200,000 a 3,000, 
000 daltones (Figura 2). La longitud de la cadena 
lateral	y	el	grupo	 funcional	 tienen	una	 influencia	
considerable sobre las propiedades del polímero, 
como son, el punto de fusión y la cristalinidad y 
por lo tanto determinan el tipo de procesamiento 
que	se	requiere	y	la	aplicación	final	que	éste	puede	
tener.

Figura 1. SEM de gránulos de Pseudomonas aeruginosa [8]. 

parte de su metabolismo y es posible usar fuentes 
de carbono tan variadas como carbohidratos, 
lípidos y diferentes desechos agroindustriales, que 
constituyen materiales orgánicos de bajo costo [4]. 
Dependiendo de la especie bacteriana, del sustrato 
utilizado y de la fase de crecimiento microbiana, 
éstos pueden llegar a representar hasta el 90% 
del peso seco de la bacteria almacenados en 
forma de gránulos intracelulares (Figura 1). Se 
ha	 reportado	 que	 el	 déficit	 de	 algún	 nutriente	
como el nitrógeno, fósforo o magnesio así como 
la relación C/N promueven la producción del PHA 
como respuesta al estrés nutricional  [5, 6]. Entre 
las especies más estudiadas destacan bacterias 

gram-positivas y gram negativas como Ralstonia 
eutropha, Cupriavidus necator (antes Alcaligenes 
eutrophus), Alcaligenes latus, Pseudomonas putida, 
Pseudomonas oleovorans y Azotobacter vinelandii, 
Bacillus megaterium y Bacillus cereus Burkholderia 
cepacia Paracccus denitrificans, Protomonas 
extorquens, Rhodobacter sphaeroides, Rhizobium 
ORS571, Rhodospirillum rubrum, Caulobacter 
crescentus y Escherichia coli recombinante (con 
genes de Cupriavidus necator) [2, 7]. Entre ellos 
Ralstonia eutropha, Cupriavidus necator y Bacillus 
megaterium  son  frecuentemente estudiadas por 
su capacidad de acumular una alta tasa de peso 
seco [2, 8].
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Las características principales de los PHA de ca-
dena corta son ser rígidos y frágiles, mientras los 
PHA de cadena media son más elásticos pero do-
tados de menos fuerza mecánica [6]. la composi-
ción química de los PHA va a depender del sustra-
to utilizado, de la enzima PHA-sintasa y de la ruta 
metabólica involucrada (Figura 3). Para mejorar las 
propiedades de los polímeros de cadena corta, se 
ha promovido la producción de copolímeros como 
3HB-co-3HV que mejora las propiedades físico-me-
cánicas	como	flexibilidad	y	elasticidad	en	compa-
ración con el P3HB [12, 13]. El poli(3-hidroxibutira-
to) o P3HB es el poliéster de origen biológico más 
producido por microorganismos. El P3HB presenta 
propiedades como cristalinidad entre el 55% y el 
80%, sin embargo, dentro de la célula bacteriana 

las moléculas se encuentran en estado amorfo, 
como gránulos insolubles en el citoplasma. El peso 
molecular del P3HB obtenido de forma bacteria-
na por lo general oscila entre 1×104 g/mol y 3×106 
g/mol, la temperatura de transición vítrea es de 
4°C, su temperatura de fusión va de 175-180°C y 
su temperatura de degradación es aproximada-
mente 270°C. Las densidades del P3HB cristalino 
y amorfo son de 1.26 g/cm3 y 1.18 g/cm3 respec-
tivamente y sus propiedades mecánicas como el 
módulo de Young (3.5 GPa) y la tensión de rotura 
(43 MPa) son similares a las del polipropileno, aun-
que	su	elongación	de	ruptura	es	significativamen-
te baja (5%), lo que lo hace un material bastante 
más rígido y frágil que la mayoría de los polímeros 
de origen sintético [11].

Figura 2. Estructura general de los polihidroxialcanoatos y tipo de PHA dependiendo de su grupo funcional [11].

Figura 3. Ruta metabólica para biosíntesis y biodegradación del P3HB [6].
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Se estima que gran parte del costo del proceso de 
producción corresponde al proceso de extracción 
del gránulo, que abarca desde la etapa de lisis ce-
lular	hasta	la	purificación	y	liofilización	del	biopo-
límero por lo tanto la selección y optimización de 
este proceso es crucial para la producción exitosa 
y viable a nivel industrial [11].  

Entre los principales métodos de extracción de 
PHAs se encuentran los métodos químicos con hi-
poclorito de sodio (NaClO) o dodecilsulfato de so-
dio (SDS) que actúan principalmente como pretra-
tamiento promoviendo el rompimiento celular, el 
NaClO es un oxidante fuerte que destruye las mem-
branas biológicas y todos los componentes celula-
res; sin embargo en baja concentración puede ser 
usado	en	 la	purificación	 los	PHA.	Usualmente	 se	
continúa con el uso de solventes orgánicos para 
recuperar PHB de biomasa debido a la naturaleza 
lipídica de los gránulos. El método del cloroformo 
es el más popular, otros como el dicloroetano, clo-
ruro de metileno, etilen carbonato y propilen car-

bonato también son muy usados, estos solubilizan 
al polímero que posteriormente son precipitados 
con etanol, metanol o acetona. Debido a la elevada 
viscosidad que muestran los PHAs, se requieren 
grandes cantidades de solventes para la extrac-
ción, lo que eleva considerablemente el costo de 
producción del polímero [14–17]. Actualmente se 
están utilizando métodos alternativos a los solven-
tes halogenados denominados como “verdes” que 
consideran parámetros como toxicidad, impacto 
ambiental y solubilidad. Muñoz-Ariza, O. [18], pro-
puso al acetato de butilo, acetato de etilo, Metiletil 
cetona y ácido acético como alternativas al uso de 
cloroformo basado en la guía de selección de sol-
ventes GlaxoSmithKline (GSK). 

Dicho lo anterior, este trabajo de investigación se 
centra en evaluar diversas metodologías de ex-
tracción	y	purificación	de	PHA	con	solventes	orgá-
nicos como el cloroformo, 1,2-propilen carbonato 
y ácido acético para determinar el que genere el 
mejor rendimiento de producción de PHA.

Todos los reactivos utilizados son grado reactivo 
marca J.T. Baker, ácido crotónico marca Sigma-Al-
drich y medios de cultivo marca BD Difco.

Microrganismo y medio de cultivo
Se utilizó una cepa de la bacteria gram negativa 
Pseudomona putida, aislada y caracterizada pre-
viamente por tinción de Gram, pruebas bioquími-
cas, crecimiento en medio selectivo King A y B, y 
mediante	 la	 amplificación	 del	 fragmento	 16S	 del	
ADNr mediante PCR, posterior secuenciación y 
comparación con la base de datos de NCBI usando 
el software BLAST (datos no mostrados). Se utili-
zó un medio de cultivo mínimo mineral prepara-
do de la siguiente manera: 10g/L de glucosa, 1 g/L 
de (NH4)2SO4, 3 g/L de K2HPO4, 0.2 g/L de MgSO4 
•7H2O y 1 mL de solución de metales traza que 

contiene 0.3 g/L de MnSO4•4H2O, 0.5g/L de Fe-
SO4•7H2O, 0.2 g/L de EDTA y 1 g/l de CaCl2 •7H2O. 
El medio de cultivo se autoclavó a 121°C por 15 mi-
nutos para asegurar esterilidad. El CaCl2 y MgSO4 
se esterilizaron por separado para evitar precipita-
ción. La producción del biopolímero se realizó en 
tubos cónicos de 50 mL añadiendo 10% de inóculo 
al medio de cultivo. Se incubó a 30°C durante 72 
h en agitación constante a 150 rpm. Transcurrido 
el tiempo de incubación, se centrifugó a 4000 rpm 
durante 30 minutos para recuperar la biomasa. Se 
descartó el sobrenadante y la biomasa se secó a 
40°C durante 24 h para determinar el peso seco. 
Se procedió a evaluar los diferentes métodos de 
recuperación de PHA.  

METODOLOGÍA

Materiales
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Recuperación de PHA mediante 
dispersiones	de	hipoclorito	de	sodio/
cloroformo	(método	1)

La biomasa seca se pretrató con el oxidante 
hipoclorito	 de	 sodio	 diluido	 con	 la	 finalidad	 de	
destruir las membranas biológicas y todos los 
componentes celulares. Se adicionó 1 mL de 
hipoclorito de sodio al 5% (v/v) y 1 mL cloroformo 
(CHCl3) al 50% (v/v) por cada 0.02 g de biomasa 
seca. La mezcla se agitó por 1 h a temperatura 
ambiente y posterior a ello se centrifugó a 10000 
rpm por 10 minutos, se descartó la fase acuosa 
conteniendo el hipoclorito de sodio, tratando de 
no descartar la película que se forma entre ambas 
fases. Se adicionó 1 volumen de metanol y se dejó 
reposar a 4°C durante 24 h para precipitar los 
PHA. Por último se centrifugó, se descartaron los 
solventes orgánicos y se dejó evaporar hasta peso 
constante [4].

Recuperación de PHA mediante 
lavados con acetona, etanol y 
cloroformo	(método	2)

La biomasa seca se digirió con hipoclorito de 
sodio al 5% durante 1 h a 50°C, se centrifugó a 
12000 rpm durante 30 minutos y se lavó el pellet 
de forma secuencial con agua destilada, acetona 
y etanol. Después del lavado, el pellet se disolvió 
en cloroformo y se incubó 24 h. Posteriormente 
se evaporó a temperatura ambiente hasta peso 
constante [19].

Recuperación	de	PHA	con	cloroformo	
(método	 3)	

Se adicionó cloroformo a la biomasa seca en 
una proporción de 1 mL de cloroformo por cada 
10 mg de biomasa. Se incubó a 40°C por 36 h en 

agitación constante. Se adicionó etanol absoluto 
en proporción de 2 mL por cada 10 mg de 
biomasa seca y se dejó reposar a 4°C por 1 h. Se 
centrifugó a 12000 rpm durante 30 min, se retiró el 
sobrenadante y se dejó secar hasta peso constante 
[20].

Recuperación de PHA con 
1,2-propilen	carbonato	(método	4)

Con	 la	 finalidad	 de	 utilizar	 solventes	 menos	
contaminantes se utilizó el 1,2-propilen carbonato. 
Se adicionó 1,2-propilencarbonato en una 
proporción de 25 ml por 1 g de biomasa seca. 
Se incubó a 100°C durante 30 minutos. Se dejó 
reposar 24 h, se añadió 1 volumen de acetona 
para precipitar el PHA, se centrifugó la mezcla y 
se descartó el sobrenadante, dejando evaporar a 
hasta secar completamente [17, 20]. 

Recuperación de PHA con ácido 
acético	glacial	(método	5)

Siguiendo la metodología propuesta por Muñoz-
Oriza [18], por 1 g de biomasa seca se agregó 20 
ml de ácido acético glacial. Se incubó a 90°C por 
1 h. Se evaporó el ácido acético y se realizó un 
lavado con metanol. Se agitó por 40 minutos y se 
centrifugó a 12000 rpm, se retiró el sobrenadante 
y se dejó secar a 60°C hasta peso constante.

Determinación del rendimiento de 
PHA 

El cálculo de rendimiento de los PHAs se realizó 
mediante el método gravimétrico de la siguiente 
manera [20]:

Donde masa PHA (g) es la cantidad de PHA 

 Acumulación PHA % =            (masa PHA (g))/

( biomasa seca (g) )  100%
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recuperada de la biomasa seca inicial (g).

La	 cantidad	 de	 PHA	 también	 se	 cuantificó	
mediante espectrofotometría UV, mediante la 
adición de H2SO4 concentrado a las muestras 

de PHA recuperado. Las muestras se incubaron 
a 100°C durante 1 h, promoviendo la ruptura 
de los polímeros a monómeros y la posterior 
oxidación de estos hasta ácido crotónico, el cual 
se	 cuantificó	 mediante	 espectrofotometría	 a	

Figura 4. Curva de calibración con ácido crotónico comercial.

De acuerdo con las rutas metabólicas de este 
tipo de microorganismo y el sustrato utilizado, 
se espera que el biopolímero obtenido sea P3HB, 
aunque es necesario caracterizar mediante es-
pectroscopía	infrarroja	(FT-IR)	para	identificar	el	
enlace éster-carbonilo característico de los PHA. 
En cuanto a las técnicas para determinar la com-
posición monomérica, peso molecular y propie-
dades térmicas de los PHA destacan: la cromato-
grafía de gases acoplada a masas y la resonancia 
magnética nuclear (RMN) y la calorimetría dife-
rencial de barrido (DSC), análisis termo-gravimé-

trico (TGA), principalmente. 
Se realizaron fermentaciones con Pseudomona pu-
tida para evaluar su capacidad para producir PHA, 
así mismo, se evaluaron diferentes metodologías 
para recuperar el polihidroxialcanoato de la bio-
masa celular. Tres métodos tienen su fundamento 
en el uso de cloroformo como solvente principal, 
debido a su alta solubilidad con compuestos lipí-
dicos. Alternativamente se evaluaron dos metodo-
logías con solventes menos contaminantes como 
el 1,2-propilencarbonato y el ácido acético glacial. 
La Tabla 1 muestra los resultados del comparativo 

Comparativo entre metodologías 
para recuperación de PHA

Para	 cuantificar	 la	 concentración	 de	 PHA	
mediante espectrofotometría UV, se utilizó ácido 
crotónico comercial (Sigma-Aldrich) y se realizaron 
diluciones seriadas a partir de una solución 0.1 

M. Se determinó la absorbancia a 235 nm en un 
espectrofotómetro	UV.	En	la	figura	4	se	muestra	la	
curva	de	calibración	utilizada	para	cuantificar	 las	
muestras de PHA.

Resultados y discusión
Curva de calibración con ácido crotónico comercial



37

entre los métodos de extracción. La metodología 
que involucra el uso de hipoclorito de sodio como 
pretratamiento y solubilización con cloroformo 
(método 1) mostró claramente mejores rendi-
mientos, con 1.275 g/L de PHA y 23.9% del total de 
la biomasa seca. Este método fue usado como re-
ferencia ya que históricamente ha sido el método 
más utilizado, sin embargo tiene como desventa-
ja el uso de un solvente altamente tóxico. Con los 
métodos de lavados secuenciales de acetona, eta-
nol y cloroformo (método 2) así como el método 
con cloroformo sin pretratamiento (método 3) se 
recuperaron 1.111 g/L y 0.929 g/L respectivamente 
y porcentajes de acumulación de PHA menores al 
obtenido con el método 1, lo cual deja ver la nece-
sidad de un paso previo para liberar los gránulos 
de PHA ya que para las cinco metodologías evalua-
das se partió de caldos de cultivo con una cantidad 

similar de biomasa seca de 0.65 g/L, por lo tanto 
las cinco pruebas deberían contener potencial-
mente la misma cantidad de PHAs. El método con 
1,2-propilen carbonato (método 4) mostró una re-
cuperación de PHA de 0.843 g/L lo cual lo hace un 
método menos competente en comparación con 
el cloroformo. Por último el método 5 fue el que 
mostró el rendimiento más bajo. Esta metodología 
fue propuesta por Muñóz-Ariza [18] quien realizó 
un amplio estudio con la bacteria Burkholderia ce-
pacia B27 donde evaluó diferentes solventes tanto 
clorados como los considerados como verdes, así 
mismo evaluó diferentes temperaturas y tiempos 
de contacto y entre ellos destacó el resultado ob-
tenido con ácido acético donde se determinó que 
a 90°C y 60 min es posible obtener resultados com-
parables con los obtenidos con la metodología clá-
sica con cloroformo.

Tabla 1. Resultados del comparativo entre métodos de extracción del PHA

MÉTODO EVALUADO PHA RECUPERADO (G/L) ACUMULACIÓN PHA % ÁC. CROTÓNICO (G/L)

Hipoclorito/cloroformo 1.275 23.9 0.3

Acetona, etanol y cloroformo 1.111 20.8 0.206

Cloroformo 0.929 17.4 0.253

1,2-propilen carbonato 0.843 15.8 No determinado

Ácido acético 0.586 11.0 No determinado

Estudios realizados por Fiorese et al. [17] mostraron 
un comparativo entre la extracción de PHAs a 
partir de Cupriavidus necator con cloroformo y el 
1,2-propilencarbonato donde se evaluaron tres 
diferentes pretratamientos, ya sea térmico a 
60°C, elevación del pH A 9.0 e inmediatamente 
un descenso a 4.0 y la combinación de ambos, 
así como diferentes tiempos de contacto con el 
1,2-propilencarbonato de 15, 30 y 45 min con 
temperaturas de incubación de 100, 115, 130 
y	 145°C.	 Este	 estudio	 mostró	 la	 dificultad	 para	
alcanzar rendimientos cercanos a los obtenidos 
con el cloroformo y solo a 130°C y 30 minutos se 
obtuvieron valores aproximados sin embargo se 
afectó el peso molecular del polímero obtenido. 

Kumar et al. [22] mostraron en su estudio a 
partir de Bacillus thuringiensis EGU45 y glicerol 
crudo como fuente de carbono la producción 
de 1.5 a 3.5 g/L de PHA a partir de extracción 
con cloroformo. Thammasittirong et al. [23] 
reportaron una producción de PHA de 2.278 g/L, 
con un 60.07% del peso celular seco a partir de 
jugo de caña de azúcar como fuente de carbono y 
Bacillus thuringiensis B417-5. Otros estudios como 
el de Sayyed et al. [15] reportaron una producción 
acumulada de PHA a partir de Alcaligenes faecalis 
de 5.6 g/L usando hipoclorito de sodio, posterior 
adición de cloroformo caliente y precipitación con 
etanol y acetona (1:1) y compararon sus resultados 
con los reportados previamente por ellos mismos 
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de 1.34 g/L y 0.63 g/L mediante extracción con 
cloroformo y 1.1 g/L por el método de dispersiones. 
También observaron que a las 24 h se obtuvo la 
mayor cantidad de PHA y al paso del tiempo esta 

cantidad disminuyó drásticamente debido a que 
las bacterias utilizan esta reserva de carbono 
cuando se agota la fuente de carbono presente en 
el medio.

Los resultados mostrados son la primera 
aproximación para la optimización de una 
metodología	eficiente	y	que	de	ser	posible	elimine	
el uso de solventes halogenados. Es importante 
mencionar que la bacteria utilizada es una bacteria 
nativa aislada de suelo, en contraste con algunas 
bacterias recombinantes que generalmente se 
utilizan en este tipo de procesos. Actualmente 
se está realizando una evaluación con diferentes 
sustratos como son glucosa, sacarosa, glicerol 
crudo, glicerol residual del proceso de producción 
de biodiesel y residuos de lactosueros de la región 
con	 la	 finalidad	 de	 revalorizar	 estos	 residuos.	

Es importante evaluar diferentes tiempos 
de fermentación, ya que se ha visto que en 
ocasiones la misma bacteria consume los gránulos 
almacenados en ausencia de carbono en el 
medio. Así mismo se evaluarán otros métodos de 
digestión alternativos al hipoclorito de sodio como 
son el SDS y Triton X-100.
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Bacillus se destaca por su potencial 
antagónico contra enfermedades 
agrícolas y recientes estudios, 
muestran que algunas cepas 
además producen compuestos 

volátiles con esta capacidad. El objetivo del trabajo 
fue evaluar la actividad inhibitoria de los volátiles 
producidos por Bacillus velezensis FLB14.18 y 
Bacillus FR4B12 sobre el crecimiento de hongos de 
interés agricola. Los ensayos de elección de medio 
de cultivo y de inhibición se realizaron usando 
la técnica de placas invertidas. Los resultados 

mostraron que la inhibición de Alternaria alternata 
fue de 50-57%, Fusarium oxysporum de 26-37% 
y de Colletotrichum gloeosporoides 7-14%. Se ha 
concluido que, los nutrientes disponibles están 
relacionados con la capacidad inhibitoria de los 
volátiles producidos por Bacillus y que dichos 
volátiles no tienen la misma capacidad inhibitoria 
con diversos hongos patógenos, sugiriendo que 
pueda deberse a las diferencias en la composición 
miceliar entre géneros y/o la concentración de los 
compuestos volátiles formados por Bacillus.

Resumen

Palabras clave: biocontrol, podredumbre, lesión, fruto, inhibición de hongos.

Las enfermedades fúngicas son las principales 
causas biológicas que afectan al fruto, siendo 
las principales las provocadas por los géneros 
Alternaria, Fusarium y Colletotrichum [1].

El principal método de control de estas 

enfermedades es el uso de fungicidas de síntesis 
[2]. Sin embargo, el uso prolongado de dichos 
productos, deriva en la contaminación ambiental, 
causa toxicidad en humanos y puede llegar a 
causar resistencia en el microorganismo, lo que 
disminuiría	la	eficacia	del	producto	[3].

Introducción
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Por otra parte, el control biológico es una 
alternativa	 que	 tiene	 como	 finalidad	 el	 uso	 de	
antagonistas naturales que tienen la capacidad 
inhibir el crecimiento de patógenos [4; 5; 6). 
Éstos generalmente son aislados de plantas 
sanas provenientes de campos infectados con el 
fitopatógeno	 que	 se	 desea	 controlar,	 ya	 que	 se	
considera que su resistencia al patógeno pudiera 
deberse a la presencia de microorganismos 
antagonistas [7], siendo el género Trichoderma 
uno de los hongos más conocidos con estas 
características, ya que este presenta actividad 
antagónica a través de modos de acción tales como 
el microparasitismo, antibiosis, competencia por 
nutrientes, entre otros [8].

Por el lado de las bacterias, el género Bacillus 
es conocido por su uso como agente de 
biocontrol, especies como B. subtilis, B. pumilus, B. 
amyloliquefaciens y B. licheniformisson son de interés 
científico	por	sus	capacidades	de	mitigar	la	incidencia	
de enfermedades agrícolas. En estas especies se 

han	 identificado	diversos	modos	de	acción,	dentro	
de los que destacan, la producción de lipopétidos, 
producción de enzimas líticas, producción de 
sideróforos, producción de endotoxinas y producción 
de moléculas elicitoras que desencadenan la 
respuesta sistémica inducida [9].

En	 nuevas	 investigaciones	 se	 han	 identificado	
compuestos orgánicos volátiles (COV) como 
responsables del antagonismo contra hongos 
patógenos, se cree que tienen un gran potencial 
como reductores de enfermedades. [10]. Los 
COV pueden actuar como antibióticos e inhibir 
directamente el crecimiento micelial y la 
germinación de esporas de hongos patógenos 
[11;12].

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue 
determinar la capacidad de producción de 
compuestos volátiles, en condiciones in vitro, de 
dos cepas de Bacillus con capacidad de inhibir el 
crecimiento de hongos patógenos.

METODOLOGÍA 
Material biológico

Se utilizaron las cepas Bacillus velecenzis FLB14.18 
y Bacillus methylotrophicus Fr4B12, aisladas de 
manzana de una huerta experimental del municipio 
de Amealco, Querétaro (20°09´LN, 100°07 LO y 
2279 msnm) por la M. en C. Rocío Crystabel López 
González. La cepa Bacillus velecenzis FLB14.18 fue 
aislada	de	la	flor	de	un	manzanero	de	la	variedad	
Joya en el año 2018, mientras que la cepa Bacillus 
methylotrophicus Fr4B12 se aisló del fruto en etapa 
de maduración 4 en un manzanero de variedad 
Royal Gala en el año 2017 [13]. Como cepa de 
referencia se utilizó Bacillus subtilis Q11, cepa 
comercial utilizada para la inhibición de Fusarium 
oxysporum con estudios previos no reportados de 
producción de volátiles. Estas fueron crecidas en 

caldo nutritivo y mantenidas en glicerol a -20°C 
para su conservación.

Los hongos patógenos a utilizados fueron 
Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, y 
Colletotrichum gloesporioides, siendo algunas 
obtenidas de la colección del laboratorio de 
plantas y biotecnología agrícola y otras por 
donación del Dr. Ulises Esquivel Naranjo, 
investigador de la Facultad de Ciencias Naturales 
de la Universidad Autónoma de Querétaro. Los 
hongos fueron cultivados en PDA y mantenidos 
en glicerol a -20°C [14].
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En placas de 50mm, usando la técnica de placas 
invertidas, se usó Agar Nutritivo (AN) y Agar Soya 
Tripticaseína (AST) para la inoculación por estriado 
de manera individual cada una de las cepas de 
Bacillus y Agar Papa Dextrosa (APD) donde se 

colocó un disco de 5 mm de micelio de cada hongo 
patógeno a evaluar. Se incubó a 28°C durante 3 
días. Pasado este tiempo se midió el crecimiento 
de micelio y se eligió el medio de cultivo con el cual 
el desarrollo del hongo fuera menor.

Elección de medio de cultivo para crecimiento de Bacillus spp.

Con la técnica de placas invertidas se evaluó el 
porcentaje de inhibición de los compuestos volátiles 
producidos por las cepas de Bacillus. Se inocularon 
de manera masiva 100 µl de suspensión de células 
de cada cepa de Bacillus a una concentración de 6 
logaritmos en placas de petri con AST, mientras 

que, por otra parte, se colocó un disco de 5mm 
de micelio de cada patógeno por separado sobre 
placas de petri con APD. Una vez listas las placas 
inoculadas con las cepas de Bacillus y los hongos 
patógenos a evaluar (Alternaria alternata, Fusarium 
oxysporum y Colletotrichum gloesporioides), se retiró

Ensayo in vitro de	inhibición	por	compuestos	volátiles.

la tapa de la placa de petri con inóculo de las 
cepas de Bacillus y se colocó la placa inoculada 
con el micelio de manera invertida sobre esta, 
sellando	 ambas	 placas	 juntas	 con	 Parafilm.	 Se	
incubaron a 28°C durante 7 días. Finalmente, se 
medió el diámetro del crecimiento miceliar para 

calcular el porcentaje de inhibición. El porcentaje 
de inhibición se calculó de acuerdo con siguiente 
la fórmula:  % de inhibhición = (CT/C) x 100, donde 
C es el valor de control y T es la medición del hongo 
en cada tratamiento [15].

Resultados y discusión 
Elección de medio de cultivo para crecimiento de Bacillus spp.
Al examinar el desarrollo del mismo hongo 
contra Bacillus crecido en diferentes medios de 
cultivo, en la Figura 2 se observa que los hongos 

que estuvieron contra las bacterias crecidas en 
AST tuvieron menor crecimiento del diámetro de 
micelio. 

Figura 1. Ensayo de placas invertidas
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Figura 2. Gráfico	de	ensayo	para	elección	de	medio	de	cultivo.

Según Rath et al. (2018) [16] esto se debe a que 
la diferencia entre la composición de los medios 
de crecimiento estimula la producción diferencial 
de compuestos volátiles que puedan estar 

relacionados con la inhibición. Es así que se decide 
continuar los ensayos siguientes usando AST para 
el crecimiento de las cepas de estudio.

Ensayo	in	vitro	de	inhibición	por	compuestos	volátiles

Los resultados de este ensayo arrojaron que la 
inhibición del crecimiento de micelio es distinta 
entre géneros de hongos, sin embargo, los 
resultados fueron similares entre cepas de Bacillus 
contra un mismo hongo como se observa en la 
Figura 3. Siendo así que el hongo más susceptible 
fue Alternaria alternata, teniendo una inhibición 
entre el 50-57% en comparación al control negativo, 

seguido de Fusarium oxysporum que presentó una 
inhibición	entre	28-33%	y	finalmente	Colletotrichum 
gloeosporoides que tuvo una inhibición entre 
el 7-11%, el cual en el análisis estadístico no 
muestra	una	diferencia	significativa,	por	lo	que	se	
considera que su inhibición es muy baja y no es de 
interés para el estudio, por lo que para los ensayos 
siguientes se descarta este hongo.

Figura 3. Porcentaje de inhibición de cada hongo patógeno vs cada cepa de Bacillus. Las letras distintas 
representan	una	diferencia	significativa	con	respecto	a	su	control	negativo	(P≤0.05).
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Bajo lo reportado por Xing-Yu et al (2015) se sabe 
que la naturaleza química de los COV determina 
sus diferentes actividades antifúngicas, siendo 
así que, los aldehídos alifáticos y las cetonas son 
más efectivos que los alcoholes en la inhibición. 
Asimismo, según lo mencionado por Patiño et al 
(2019) [17] la actividad antifúngica esta relacionada 

con la interacción entre organismos, lo que induce 
la producción de los compuestos inhibidores, es así 
que la composición del micelio es de importancia, 
ya que debido a esta podría deberse la inducción 
del metabolismo encargado de la producción de 
dichos volátiles.

Conclusiones
Es así que bajo los resultados obtenidos se 
concluye que, la producción de compuestos 
volátiles inhibidores de crecimiento micelial, 
está relacionado a los nutrientes que la bacteria 
tenga a disposición. Por otra parte, el potencial 

inhibitorio, aparte de estar relacionado con los 
compuestos volátiles, también se ve afectado por 
la composición del micelio, lo cual puede hacer al 
hongo más o menos susceptible a estos.
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Las enzimas, encargadas de acelerar 
el metabolismo, están conformadas 
por una o más cadenas polipeptídi-
cas formando en ellas un sitio catalí-
tico. Las lipasas, un tipo de enzimas, 

hidrolizan grasas y aceites y se han convertido en 
uno de los biocatalizadores más importantes de la 
industria principalmente utilizadas en el área ali-
mentaria, abarcando hasta un 35% del mercado 
enzimático. A pesar de sus funciones se ven limita-
das por su naturaleza conllevando a una pérdida 

de actividad y estabilidad al extraerlas de su am-
biente y exponerlas a distintas condiciones como 
temperatura y pH. Por eso, se han ideado técnicas 
como la inmovilización que mejoran sus caracte-
rísticas y rendimiento fuera de su ambiente na-
tural.	La	 inmovilización	es	el	confinamiento	de	 la	
enzima a una región del espacio. En este trabajo se 
evaluó	 la	eficiencia	de	 inmovilizar	 lipasas	en	una	
membrana PGV obteniendo una actividad enzimá-
tica de 0.7855 U/ml.

EVALUACIÓN DE LA INMOVILIZACIÓN DE LIPASA CÁNDIDA 
ANTÁRTICA B EN SOPORTE PGV
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Resumen

Introducción
Las enzimas son proteínas conformadas 
estructuralmente por una o más cadenas 
polipeptídicas plegadas formando un sitio 
denominado centro activo; estas, son encargadas 
de acelerar los procesos metabólicos de la célula 
catalizando reacciones químicas y disminuyendo 
la energía de activación necesaria a través de la 

unión de un sustrato al centro activo y su catálisis 
para la formación posterior de un producto 
(1). Una de las enzimas más utilizadas son las 
lipasas (triacilglicerol hidrolasa, EC. 3.1.1.3), éstas 
se encargan de la hidrolisis de grasas y aceites, 
contienen una unidad de oligopéptidos que 
protegen su centro activo el cual, al encontrarse 

Palabras clave: Enzima, soporte, confinamiento.
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traslada exponiendo el sitio catalítico de la enzima 
para la unión del sustrato (2). Esta enzima se ha 
convertido en uno de los biocatalizadores con 
mayor potencial para la industria biotecnológica 
utilizada en metabolismo de lípidos in situ y en 
aplicaciones industriales multifacéticas ex situ (3). 
La lipasa presenta propiedades como gran actividad 
catalítica,	 especificidad	 de	 sustrato,	 capacidad	
de regular su actividad por medio del control de 
estímulos y factores externos a la reacción, no 
aportan efectos negativos medioambientalmente, 
creación de detergentes, procesamiento de 
alimentos, industria farmacéutica, creación de 
biodiesel, tratamiento de residuos, entre otras 
aplicaciones (1,4,5). Las enzimas son mayormente 
utilizadas en el área de alimentos y bebidas 
abarcando un 35% del mercado enzimático, 
25% se encuentran el mercado de los agentes 
de limpieza, 20% alimentación animal, 10% 
biocombustibles y 10% en otros (6), de esta 
forma, principalmente se encuentran enfocadas 
en la parte alimenticia con aportaciones como 
síntesis de ácidos grasos saturados, síntesis de 
saborizantes, procesamiento de aceites vegetal, 
aceleración y mejoramiento de procesos como 
horneado, procesamiento de huevos para la 
mejora	 de	 propiedades	 emulsificantes,	 creación	
de ingredientes como cocoa, mantequilla, quesos, 
producción de ésteres de sabor, tratamiento de 
desperdicios alimenticios, entre otras (6,7) 

A pesar de las distintas funciones que las lipasas 
aportan, se ven limitadas dada su naturaleza 
presentando desventajas como falta de estabilidad 

a	largo	plazo,		gran	dificultad	en	su	recuperación	y	
purificación	 para	 ser	 reutilizadas,	 aunado	 a	 esto	
al	tener	costos	elevados	significa	un	mayor	gasto	
para lograr su uso en diversos procesos; a su vez, 
debido a su naturaleza proteica, las enzimas/lipasas 
en general son sensibles a sufrir desnaturalización 
al aislarla de su ambiente natural; así, esto la 
afecta estructuralmente y por consiguiente una 
disminución o perdida de su función catalítica (5). 
No obstante  a las desventajas que presenta, su 
estabilidad en la utilización industrial se ha visto 
mejorada en los últimos años por tecnologías 
como ingeniería, inmovilizaciones o alteración 
de procesos (8). El uso de inmovilizaciones como 
técnica para el mejoramiento enzimático en 
las industrias es debido a que la técnica provee 
ventajas tales como facilidad en la separación 
del producto y la enzima, reducción de posible 
contaminación proteica del producto, recuperación 
y reutilización de la enzima para futuros procesos 
logrando una reducción de los costos, aumento 
de la estabilidad enzimática ante condiciones 
desnaturalizantes como temperatura o pH; 
también, mejora características de su actividad 
a dependencia del tipo de inmovilizado utilizado, 
entre otras. En general se pueden nombrar 3 
métodos de inmovilización más utilizados: soporte, 
atrapamiento y entrecruzamiento caracterizados 
por	 el	 confinamiento	 de	 la	 enzima	 a	 un	 espacio	
reducido en el que desempeñará su acción a un 
sustrato dado (9). De esta manera en este trabajo 
se realiza una inmovilización de la enzima lipasa en 
una	membrana	de	PGV	para	evaluar	su	eficiencia	
como soporte.

METODOLOGÍA

Lipasa Cándida Antártica B (CALB), Nanoarcilla 
Hidrofílica de Bentonita (PGV) obtenidos 
de Sigma Aldrich, paranitrofenol (pNP), 
paranitrofenol butirato (pNPB), 2-propanol, 

agitador lateral UltraRocker de BIORAD, 
cámara de vacío de Hergum phlegm suction, 
espectrofotómetro de microplacas Thermo 
con Multiskan GO Scientific, 

Materiales
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Preparación de la membrana  
Se pesarón 0.5 g de reactivo PGV y colocándolo 
con 4.5 ml de alcohol en agitación lateral por 30 
minutos. Terminando el tiempo se añadieron 2.25 
ml de agua y se colocó nuevamente en agitación 
durante 15 minutos. Pasando los 45 minutos se 
filtró	y	lavó	(10)

Inmovilización de la enzima 
La enzima CALB fue inicialmente diluida 1:10 y se 
le añadieron 0.5 ml a la membrana PGV, se dejó 
por	24	hrs	a	4°C.	Se	realizó	un	filtrado	y	lavado	con	
agua	 (10).	 Para	 finalizar	 la	 membrana	 se	 colocó	
en una cámara de vacío a presión de 0.5 MPa por 
dos tiempos de 15 minutos con un intervalo de 5 
minutos entre ellas.

Análisis	espectrofotométrico
 
Las muestras se analizaron en el espectrofotómetro 
a 415 nm y 30°C. La medición se realizó por 
cuadriplicado utilizando una microplaca de 96 
pozos. Primeramente, se añadieron 0.003 g del 
inmovilizado. La mezcla utilizada para la reacción 
consistió	 en	 18	 partes	 de	 buffer	 y	 1	 parte	 del	
sustrato, el cual fue preparado a una concentración 
de 5 mM de pNPB en 2-propanol (11). La medición se 
realizó por cuadriplicado utilizando una microplaca 
de 96 pozos. La actividad fue calculada en base a 
una curva estándar de pNP en concentraciones de 
0	a	500	M	utilizando	 la	ecuación	1.	Una	unidad	
de	actividad	se	define	como	la	cantidad	de	enzima	
requerida	para	liberar	1	μmol	de	pNP	por	minuto.

U/ml = ((Abs/min)/pendiente std)*(0.0002 lt /10 µl)*(1000 µl /1ml)

Ecuación	1.	Formula	de	obtención	de	actividad	enzimática

Resultados y discusión 
En la tabla 1 se muestra los datos obtenidos de 
la inmovilización realizada en el soporte PGV. El 
análisis se realizó por cuadriplicado obteniendo la 

pendiente y actividad enzimática de cada uno de 
ellos	por	medio	de	la	ecuación	1	para	finalmente	
tener un promedio de cada dato. La actividad 
enzimática presente en el PGV fue de 0.7855 +/- 
0.0036 U/ml

Tabla	1.	Análisis	de	la	inmovilización

En	 la	figura	2	se	muestra	 la	gráfica	de	 la	cinética	
enzimática durante 10 minutos obtenida por 
medio del espectrofotómetro. Al no observarse un 
decremento la medición puede exponerse aún a 
un análisis con un periodo más extenso.

Figura	2.	Cinética	enzimática	en	soporte.

Cuadriplicados
Actividad

Enzimática
(U/ml)

 
Desviación 
Estándar

Error

1 0.52105263

2 0.85263158

3 0.96842105 0.0036 17.9220

4 0.8

Promedio 0.78552632
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El PGV posee una composición hidrófoba a base 
bentonita con un tamaño de partícula de 20 µm 
y	 un	 área	 superficial	 de	 64	m2/g	 (10)	 la	 cual,	 al	
presentar	 una	 alta	 superficie	 permite	 una	 alta	
carga de enzimas, así como mantener a las enzimas 
inmovilizadas aisladas del medio ambiente 
(11). La utilización del etanol como solvente ha 
demostrado	 afectar	 las	 propiedades	 o	 eficiencia	
de las variedades de arcillas (12,13) además de 
poder intervenir directamente en la inmovilización 
debido a la posible adsorción de moléculas de 

etanol en los poros del material (14). Conforme 
a la literatura el método de inmovilización con 
soportes naturales inorgánicos (como bentonita) 
forma uniones químicas enzima-soporte de tipo 
puramente físico, iónico o covalente (1) por lo 
que el problema de la baja actividad radica en los 
pasos que se realizaron para la inmovilización o 
bien el solvente como ya se mencionó antes y no 
en cuanto a los elementos principales (nanoclay y 
enzima), elementos que se evaluarán en futuras 
pruebas.
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Se comprobó la inmovilización efectiva de enzima 
Lipasa Candida Antartica B por soporte en una 
membrana de PGV obteniendo una actividad 
enzimática relativamente baja. Para próximos 
estudios se plantea optimizar el método de 

inmovilización,	así	como	la	modificación	de	alguno	
de	 los	 reactivos	 utilizados,	 y	 la	 identificación	
de posibles variables limitantes como tiempo, 
temperatura y pH para evaluar su impacto en la 
actividad	final.

Conclusiones
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La contaminación en suelos agrícolas 
causada por el uso de fertilizantes 
nitrogenados es un tema que ha 
tomado mayor relevancia en los 
últimos años, ya que su aplicación 

puede aumentar la emisión de óxido nitroso. El 
uso de enzimas quitinolíticas, ha demostrado 
tener un alto potencial como efecto fertilizante 
debido a los productos de la descomposición de 
la quitina, tales como el amonio y sus derivados. 
Por lo que, en el presente trabajo se han buscado 

microorganismos productores de quitinasas para 
ser utilizadas en suelos agrícolas. Se realizaron 
pruebas	 bioquímicas	 en	 15	 hongos	 filamentosos	
utilizando púrpura de bromocresol como un 
indicador de pH y quitina coloidal como inductor 
de la enzima, obteniendo 7 hongos con actividad 
enzimática quitinasa, de los cuales, la cepa A4-VC-I-I 
mostró un índice de  potencia con un valor de 5.12 
respectivamente. Siendo esta una alternativa para 
reducir el consumo de fertilizantes nitrogenados 
inorgánicos 

Resumen

Palabras clave: Fertilizantes nitrogenados, contaminación, residuos agroindustriales, hongos filamentosos, 
quitinasas.
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En los últimos años, el sector agrícola mexicano 
ha	 crecido,	 tan	 solo	 a	 finales	 del	 2019	 el	 valor	
de producción superó los 675.000 millones de 
pesos mexicanos (1). Así pues, Jalisco es el estado 
número uno en la producción agrícola, aportando 
13.6% del volumen de la producción nacional (2). 
Los principales sistemas productivos agrícolas en 
el Estado de Jalisco emplean grandes cantidades 
de agroquímicos como son fertilizantes, herbicidas 
y plaguicidas, que provocan un gran impacto 
ambiental en el suelo, agua y biodiversidad (3). 
Con respecto al uso de fertilizantes nitrogenados, 
sobresale el efecto contaminante tanto en el 
agua como en la atmosfera. Por ello, la industria 
agroalimentaria requiere fertilizantes que sean 
eficientes	y	amigables	con	el	medio	ambiente.	

La aplicación excesiva de fertilizantes o el uso 
ineficiente	 de	 los	 principales	 nutrientes	 en	 los	
fertilizantes son los principales contribuyentes 
a los problemas ambientales vinculados a la 
agricultura. Estos nutrientes son una fuente de 
contaminación difusa. El N en exceso también 
puede perderse en la atmósfera a través de las 
emisiones de gases de efecto invernadero. El uso 
excesivo de fertilizantes puede llevar a la salinidad 

del suelo, a la acumulación de metales pesados, 
a	 la	 eutrofización	 del	 agua	 y	 a	 la	 acumulación	
de nitrato, los cuales pueden ser una fuente de 
contaminación ambiental y una amenaza para la 
salud humana (4).

Las enzimas quitinolíticas han demostrado tener 
un alto potencial biotecnológico, debido a las 
diversas aplicaciones que tienen. Dentro de sus 
usos en agricultura destaca  su aplicación como 
biocontrolador	de	hongos	fitopatógenos,	promotor	
de crecimiento de microorganismos antagonistas, 
estímulo de crecimiento de micorrizas y como 
efecto fertilizante. La importancia de estas 
enzimas como efecto fertilizante se debe a los 
productos de la descomposición de la quitina, 
tales como amonio y sus derivados, estos pueden 
constituir una fuente lenta pero sostenible de 
nitrógeno, teniendo una duración de hasta de tres 
meses (5). 

Por tal motivo en el presente trabajo de 
investigación se realizaron pruebas bioquímicas 
con púrpura de bromocresol y quitina coloidal, 
para determinar enzimas quitinolíticas en hongos 
filamentosos	obtenidos	en	investigaciones	previas.	

Introducción

METODOLOGÍA 

Materiales
Se utilizaron cajas petri desechables, quitina 
coloidal, púrpura de bromocresol, Sulfato de 
magnesio heptahidratado (MgSO4·7H2O),  sulfato 
de amonio (NH4)2SO4,  fosfato de potasio 
(KH2PO4), ácido cítrico monohidratado, agar, 
Tween 80.

Reactivación de las cepas
Las cepas seleccionadas se encontraban 
en conservación en tubos Eppendorf a una 
temperatura de -20C. Para su reactivación se 

tomaron	 5l	 de	 la	 muestra	 y	 se	 sembraron	 en	
medio PDA. Las cajas fueron puestas en incubación 
a 35°C durante 72 horas. Posteriormente se 
colocaron en refrigeración a una temperatura de 
4°C para su conservación.

Determinación cualitativa de 
actividad quitinasa
La actividad enzimática se determinó en medio 
sólido utilizando púrpura de bromocresol como 
inductor de pH. El medio se preparó con las 
siguientes concentraciones 0.3 g/L de MgSO4·7H2O, 
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3.0 g/L de (NH4)2SO4, 2.0 g/L de KH2PO4, 1.0 g/L 
de ácido cítrico monohidratado, 15 g/L de agar, 
200 µl de Tween 80, 4.5 g/L de quitina coloidal y 
0.15 g/L de púrpura de bromocresol, se ajustó el 
pH a 4.7 utilizando hidróxido de sodio. Las cajas 
sembradas se 
dejaron en incubación a 30 C por 72 horas. 
La actividad enzimática se determinó ante la 
presencia de halo de color púrpura. 

Posteriormente	 las	 cepas	 fueron	 clasificadas	 de	
acuerdo a su índice de potencia (IP), para esto se 
utilizó el software ImageJ, para medir el área del 
halo de la actividad y el área de la colonia, aplicando 
posteriormente la fórmula propuesta por de la 
Rosa-Hernández, et al. (6), la cual establece lo 
siguiente:

I.P = (área del halo de actividad)
(halo de la colonia)    

ACTIVIDAD QUITINASA

+++ ++ + -
HACA A4-VC-I-I A7-II AI-2-1-1

HQ=II CI.AI JD

AM-2-2-1-1 CCC2

CI.AII A4-A2-1-1.1

AM-C-I-I-I

CSC

A2-1-1-1

AM-C-1-1-1.2

Se determinó actividad enzimática quitinasa en 
7	 hongos	 filamentosos	 utilizando	 la	metodología	
de García-Espejo (7).  La cual se midió mediante 
un cambio de coloración en el medio pasando de 
una tonalidad amarilla brillante a un purpura, este 
cambio de coloración se debe a la degradación de 
la quitina en la N-acetilglucosamina.

En la tabla 1 se muestra  un comparativo de 
la actividad enzimática de las cepas. Donde 
podemos observar que 4 cepas presentaron una 
actividad alta, 1 cepa presento actividad media, 
2 cepas presentaron actividad baja y 8 cepas no 
presentaron actividad.  

Resultados y discusión

En	 la	 figura	 1A	 se	 muestra	 la	 cepa	 HACA,	 en	 la	
figura	2B	la	cepa	A4-VC-I-I	y	en	la	figura	2C	la	cepa	
CI.AII, cepas positivas a actividad quitinasa en 
púrpura de bromocresol donde se puede observar 

un	cambio	de	coloración	en	el	medio.	En	la	figura	
1D se muestra la cepa CCC2 cepa negativa donde 
no se muestra un cambio de coloración.

	Tabla	1.-	Presencia	de	actividad	quitinasa	en	púrpura	de	bromocresol,	en	donde	“+++”	representa	una	actividad	alta,	“++”	
una	actividad	media,	“+”	una	actividad	baja	y	“-“	una	actividad	nula.
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Figura	1.-		Pruebas bioquímicas de actividad quitinasa.

Posteriormente se midieron las áreas de las cepas 
y de su actividad presentada. Una vez obtenidos 
estos datos se pudo conocer su IP y así compa-

rar la actividad enzimática de cada una. Los datos 
del IP presentado por las 7 cepas con actividad se 
muestran	en	la	gráfica	1.

Gráfica	1.	Se	muestran	las	medidas	del	Índice	de	Potencia	(I.P)	de	los	hongos	de	control	positivo	para	
elegir	la	cepa	favorable	para	obtener	los	extractos	enzimáticos	a	partir	de	FMS.
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Conclusiones 
Se lograron obtener 7 cepas productoras de 
quitinasas para su aplicación en suelos agrícolas, 
siendo la cepa A4-VC-I-I la que obtuvo el mayor 
IP con un valor de 5.12. En una segunda etapa 
se determinará cuantitativamente la producción 

de la enzima en fermentación en medio sólido, 
utilizando como soportes residuos de origen 
agrícola, para así evaluar su potencial como efecto 
fertilizante.  

Una vez comparadas las cepas, se puede obser-
var que la cepa que presentó una mayor activi-
dad quitinasa de acuerdo con su IP es la cepa 
A4-VC-I-I con un valor de 5.12.

En relación con el presente trabajo de investiga-
ción, Cabrera et al. (8) determinó actividad quiti-
nasa en bacterias del género Bacillus, utilizando 
un medio sólido complementado con quitina co-
loidal como inductor de la enzima, evaluando el 
porcentaje de inhibición del crecimiento de hon-
gos	fitopatógenos,	aplicándolas	como	un	control	
biológico, proponiendo una alternativa para el 
uso de agroquímicos. En comparación con este 
trabajo de investigación se determinó activi-

dad	 quitinasa	 en	 hongos	 filamentosos	 utilizan-
do quitina coloidal como inductor de la enzima, 
creando así una alternativa para la reducción de 
agroquímicos, principalmente de fertilizantes ni-
trogenados. 

Por otra parte, García-Espejo (7) determinó ac-
tividad quitinolitica en Trichoderma inhamatun, 
utilizando púrpura de bromocresol y quitina co-
loidal. En este trabajo de investigación se mos-
tró que existe actividad quitinasa en hongos 
filamentos	utilizando	la	metodología	antes	men-
cionada, evidenciando un cambio de coloración 
en el medio en relación con el crecimiento y la 
esporulación de las cepas. 
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Resumen
La contaminación del agua por colorantes y 
metales pesados es uno de los problemas más 
importantes que perjudican al medio ambiente 
y el desarrollo de los ecosistemas. Para resolver 
esta situación se han hecho estudios de métodos 
de remoción de estas sustancias con biosorbentes 
de diferente tipo, uno de ellos es la microalga 
Spirulina maxima, la cual se produce y maneja de 
manera sencilla, por su crecimiento en ambientes 
que pueden contener contaminantes y además es 
de bajo costo, tiene buena capacidad de biosorción 
de sustancias tóxicas, por lo cual son una excelente 
alternativa para aplicarlos con este objetivo. 

En este estudio se presenta el uso de Spirulina 
máxima en la remoción del colorante rojo congo 
y el ión plomo de manera simultánea, y los datos 
experimentales se analizaron con los modelos 
de isotermas de Langmuir, Freundlich, Prausnitz-
Radke y Sips. Las isotermas de biosorción de 
plomo y del rojo congo, tuvieron mejor ajuste con 
el modelo de Sips, el factor de correlación R2 fue 
0.91 y 0.94, respectivamente. La isoterma de cada 
contaminante mostró principalmente el efecto 
de antagonismo, el cual fue más pronunciado en 
bajas concentraciones de plomo y del colorante 
RC.

Palabras clave: Spirulina máxima, biosorción, modelamiento, contaminantes del agua, microalgas

Introducción
En la actualidad existen distintos 
problemas de contaminación 
ambiental, es de interés particular 
la contaminación del agua causada 
por	 la	 descarga	 de	 efluentes	

originados en industrias que utilizan colorantes 
y/o metales pesados en sus procesos (Gómez 
García, 2016), ya que, al no ser biodegradables, 
éstos son bioacumulados por los organismos vivos 
causando impactos negativos por su toxicidad. Con 
frecuencia, la carga de estos contaminantes en 
los	efluentes	 industriales	ha	superado	 los	 límites	
de concentración máxima permitida (LMP), por lo 
que sus efectos se han multiplicado rápidamente 
debido al notable crecimiento de la industria en 

años	 recientes.	 Es	 frecuente	 identificar	 en	aguas	
residuales de diferentes localidades la presencia de 
tintes como azul de metileno (MB), rojo Congo (RC), 
anaranjado de metilo (MO) y también de metales 
pesados como Cu2+, Cr3+, Cd2+, Zn2+, As3+, Pb2+. 
Recientemente, se han reportado nuevos estudios 
acerca de materiales adsorbentes que se utilizan 
con el propósito de remover contaminantes del 
agua que se encuentran en bajas concentraciones, 
por ejemplo, los adsorbentes con base en 
materiales biológicos se han llamado biosorbentes. 
Estos materiales son considerados de bajo costo 
y con mejor selectividad (Al-Ghouti, 2010), por 
ejemplo, las microalgas presentan varias ventajas 
sobre otros adsorbentes (Wang, 2020). La mayoría 
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de los estudios acerca del desarrollo de materiales 
adsorbentes se enfocan en evaluar la capacidad 
del material para remover un solo contaminante 
en solución acuosa, ya sea un metal pesado o un 
colorante, pero son pocos los que han investigado 
cómo ocurre el proceso de eliminación cuando 
dos tipos de contaminantes están presentes en 
soluciones bicomponente. En este trabajo se 
evalúa la Spirulina maxima como biosorbente, 
debido a que varios estudios han revelado que 

su composición química favorece la remoción 
de contaminantes en aguas residuales (Ahmad, 
2010). Además, se presenta el análisis de los datos 
experimentales de la biosorción con los modelos 
de isotermas de Langmuir, Freundlich, Prausnitz-
Radke y Sips. En los casos analizados en soluciones 
bicomponentes, se observó principalmente el 
efecto de antagonismo tanto para el Pb como para 
el colorante RC.

METODOLOGÍA
Las soluciones madre de Pb (II) y RC se prepararon 
a partir de las sales de grado reactivo analítico, 
nitrato de plomo y rojo congo, respectivamente, 
disueltas con agua desionizada, a partir de estas 
soluciones se realizaron diluciones para obtener 
soluciones con concentraciones desde 0.01 hasta 
1 mM. Para determinar la concentración de cada 
contaminante en solución se prepararon las 
curvas de calibración adecuadas y se midieron 
con el equipo adecuado para cada analito, en 
el caso del ión de Pb se utilizó un electrodo de 
ión selectivo para plomo, ISE-Pb y para el RC un 
espectrofotómetro UV-Vis utilizando la longitud de 
onda de 500 nm. Con las soluciones individuales 
de cada contaminante, se prepararon mezclas 
binarias, de manera que la concentración inicial, 
C0, de Pb y de RC en estas soluciones estuvo entre 
0.05 hasta 0.5 mM. Posteriormente, se utilizaron 
viales de vidrio para colocar una masa inicial de 
la microalga Spirulina máxima en contacto con un 
volumen de las soluciones binarias, manteniendo 
la relación de masa y volumen en m/V=1 mg/

mL. Estos ensayos se ajustaron para que su pH 
inicial fuera 5 y se colocaron en una incubadora 
con agitación orbital a temperatura constante 
de 25°C, manteniendo en agitación por 24 h. Al 
terminar,	 las	 soluciones	de	 los	 viales	 se	filtraron	
para posteriormente medir la concentración 
en el equilibrio, Ce, de Pb y de RC. Con los datos 
experimentales de la concentración al inicio y en 
el equilibrio de cada contaminante, así como la 
masa del biosorbente y el volumen de la solución, 
se determinó la masa de cada contaminante que 
quedó	retenida	sobre	la	superficie	la	microalga	al	
llegar al equilibrio, qe.
El modelamiento de los datos de la biosorción de Pb 
y de RC se realizó con los modelos de las isotermas 
de Langmuir, de Freundlich, de Prausnitz-Radke 
y	 de	 Sips,	 para	 identificar	 aquél	 que	 describiera	
mejor la tendencia de los datos experimentales, 
utilizando como criterio el porcentaje de desviación 
entre los datos experimentales y los calculados 
con cada uno de los modelos.

Resultados y discusión
La biomasa de la microalga Spirulina maxima 
removió Pb y RC en solución, en la Figura 1 se 
presenta una micrografía de este biosorbente 
después de haber estado en contacto con el ión 
Pb, en ella se observaron algunas partículas 

brillantes del metal depositadas sobre la pared de 
la	biomasa,	lo	que	confirmó	que	este	contaminante	
quedó retenido sobre las estructuras externas e 
internas de la microalga.
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Figura	1.	Micrografía	observada	por	microscopía	electrónica	de	barrido,	SEM,	para	una	muestra	de	
Spirulina maxima después	de	haber	estado	en	contacto	con	plomo	en	solución	acuosa	a	pH	5	y	25ºC.

Efectos	sinérgicos
Los datos experimentales de las isotermas 
de biosorción se analizaron con los modelos 
de isotermas de Langmuir, de Freundlich, de 
Prausnitz-Radke y de SIPS. Debe mencionarse que 
solo se presentan los datos de la isoterma de SIPS, 
ya que este modelo representó con mejor ajuste a 
los datos del laboratorio, reportando un valor para 
R2 de 0.91 y 0.94, para Pb y RC, respectivamente. En 
la Figura 1 se muestran las isotermas de adsorción 
de soluciones bicomponentes conteniendo Pb y RC, 
los datos experimentales se analizaron para cada 
adsorbato,	éstos	se	representaron	con	figuras	de	
círculos para el Pb o cuadros para RC, y las líneas 
continua y segmentada representan las isotermas 
modeladas con la ecuación de SIPS. 

Al analizar el comportamiento de los datos, 
se puede sugerir que la presencia de los dos 
contaminantes en la solución da lugar a dos efectos 
en función de la concentración. Cuando los dos 
contaminantes se encuentran en concentración 
menor que 0.3 mM, la biomasa retiene una 
cantidad mayor del colorante RC en comparación 
con el Pb, este efecto representa una competencia 
de los adsorbatos por los sitios activos en los que 
pueden quedar retenidos por algún mecanismo, 
este efecto se conoce como antagónico. Cuando 
la concentración de cada contaminante es mayor 

que 0.3 mM, se observó que la masa retenida de 
Pb sobre la microalga fue cerca de 10% menor 
que la de RC, en este caso el efecto antagónico fue 
considerablemente menor, aun así, es probable 
que el gradiente de concentración del ión Pb 
y el tamaño de este ión, que es mucho menor 
que el de la molécula del RC, determinen que 
otros mecanismos como la formación de enlaces 
covalentes con las proteínas de la pared de la 
microalga, favorezcan la retención del Pb. 

Figura 2. Isotermas de Adsorción de Rojo congo 
(círculos) y de Plomo (cuadros), a pH 5 y 25ºC, las 
líneas representan la tendencia de los datos mo-
delados con la ecuación de SIPS.
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Conclusión
Los efectos de biosorción que se observan 
para el plomo y el colorante rojo Congo fueron 
principalmente de antagonismo, éste efecto es 
más pronunciado cuando la concentración de 
cada especie en solución es menor que 0.3mM, 
y puede estar determinado por el gradiente de 

concentración y el tamaño del ión Pb con respecto 
al de la molécula del RC. Las isotermas de adsorción 
de plomo y del rojo Congo son representadas con 
menor desviación cuando se utiliza el modelo de 
SIPS.
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Resumen
La contaminación es un tema que 
ha tomado mayor relevancia en 
los últimos años, debido a que se 
encuentra en constante aumento 
como resultado de las diferentes 

actividades humanas, agrícolas e industriales. 
Una de las soluciones a dicha problemática 
es la biorremediación, que tiene por objetivo 
implementar sistemas biológicos para eliminar 
o disminuir contaminantes. Por lo que, en el 
presente trabajo se han buscado microorganismos 

productores de enzimas oxidativas, 
específicamente	lacasas,	para	ser	utilizadas	en	la	
degradación de compuestos orgánicos presentes 
en las aguas residuales, en donde se aislaron 21 
hongos de la corteza de árboles y una vez aplicada 
la metodología a base de 2,2’azino- bis (3-etilbenzo-
tiazolin-6-ácido sulfónico) (ABTS) se obtuvieron 
6 hongos con actividad enzimática lacasa, de 
los cuales, la cepa F presentó mayor índice de 
potencial con un valor de 5.76.

Palabras clave: Biorremediación, hongos filamentosos, enzimas, lacasa, contaminantes orgánicos, fer-
mentación en medio sólido

Introducción
La contaminación es la incorporación de un agente 
extraño o contaminante a un ambiente natural, 
de modo que una vez dentro del entorno puede 
ser causa de alteraciones en el ecosistema, medio 
físico o ser vivo; en su mayoría la contaminación 
es el resultado de la actividad humana, y puede 
ser desde una sustancia química hasta el sonido 

o luz que sobrepase los niveles normales del 
ecosistema	 específico	 (1).	 En	 Jalisco	 la	 principal	
causa de contaminación del agua se debe a la 
descarga de aguas residuales sin tratar, y como 
segunda fuente los basureros, rellenos sanitarios, 
subproductos agropecuarios, etc. En las zonas 
rurales de Jalisco se han incrementado los cultivos 
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fertilizados a un ritmo de 20,000 hectáreas anuales 
(2). Representando un problema para la salud 
ya que de acuerdo a la Organización Mundial de 
la Salud aproximadamente 2,000 millones de 
personas suelen abastecerse de fuentes de agua 
altamente contaminadas, por lo que implementar 
procesos biotecnológicos como la biorremediación 
podría mejorar considerablemente la calidad del 
agua(3).

La	 biorremediación	 se	 define	 como	 un	 proceso	
natural para eliminar o reducir contaminantes en 
el medio ambiente, haciendo uso de organismos 
o productos de los mismos (4). Existen diferentes 
tipos	de	biorremediación	microbiana,	en	específico,	
la enzimática destaca por la mínima generación de 
subproductos tóxicos al desecharlos vía in situ por 
microorganismos endógenos; así como el control 
en el crecimiento del microorganismo y, por ende, 
la producción de la enzima de interés. Las enzimas 
se	 caracterizan	 por	 ser	 altamente	 específicas,	 y	
su producción se puede llevar a gran escala para 
obtener una mayor actividad y estabilidad (5). 

Una de las enzimas más empleadas en el 
tratamiento de aguas residuales son las lacasas 
por su capacidad de degradar compuestos 
fenólicos y no fenólicos, entre los que destacan 
los plaguicidas clorofenólicos, al ser los más 
utilizados en el sector agrícola y que pueden 
llegar por lixiviación proveniente de suelos de uso 
agrario que se encuentran cercanos a los cuerpos 
acuíferos(6). Por tal motivo se propone utilizar 
hongos	 filamentosos	 como	medio	 	 de	 obtención	
enzimática, ya que son buenos candidatos para la 
descomposición de compuestos orgánicos y  en la 
producción de enzimas (7). 

Las enzimas son proteínas y actúan como 
catalizadores biológicos, es decir, permiten acelerar 
o disminuir la velocidad de una reacción química, 
éstas actúan sobre diferentes sustratos (reactivos) 
y dan lugar a un gran número de reacciones. Estos 
biocatalizadores	se	clasifican	en	6	grandes	grupos:	

oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, 
isomerasas y ligasas (8), en donde, con su nombre 
se puede deducir el tipo de reacción que catalizan, 
por ejemplo, las oxidorreductasas, encargadas 
de la transferencia de electrones y dentro de las 
cuales se puede encontrar enzimas como la lignina.
La lignina es un polímero vegetal que se deriva de 
los alcoholes hidroxicinamílicos. Las ligninasas o 
enzimas	modificadoras	de	lignina	son	producidas	
por hongos y bacterias encargadas de la 
degradación de la lignina, misma que se puede 
clasificar	de	dos	maneras,	ya	sea	 las	peroxidasas	
de hemo o las lacasas (9).

La fermentación en medio sólido (FMS) es uno de 
los procesos más convenientes para la industria 
como método de obtención de enzimas, ya que 
los mismos microorganismos son excelentes 
fuentes biológicas para la producción de 
enzimas al producirse fácilmente a gran escala, 
metabólicamente vigorosas y de fácil manipulación 
(10).  Para la FMS es necesario crear un ambiente 
óptimo que les permita a los microorganismos 
crecer	sobre	una	superficie	sólida	que	sea	total	o	
parcialmente ausente de la presencia de agua, el 
sustrato empleado deberá presentar la humedad 
necesaria para el crecimiento del microorganismo, 
de modo que pueda desarrollarse en un entorno 
adecuado (11).
El uso de microorganismos como los hongos 
filamentosos	 productores	 de	 enzimas	 oxidativas	
tiene como objetivo la aceleración reacciones de 
oxidorreducción (12), para que de esta manera 
se puedan degradar los componentes que se 
encuentren en lagos, lagunas y cuencas, esperando 
obtener una buena alternativa para disminuir la 
presencia de contaminantes en agua.

Por lo cual, en el presente trabajo aislaron 
microorganismos de la corteza de diferentes 
árboles productores de lacasas para su posterior 
aplicación en biorremediación de aguas 
contaminadas principalmente con plaguicidas de 
tipo clorofenólicos. 
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METODOLOGÍA

Materiales
Tubos de ensayo, Tween 80, agar papa dextrosa 
(PDA), cajas de Petri desechables de 60 x 15 
milímetros, antibiótico, asa bacteriológica, frascos 
de vidrio de 4 ml, glicerina, tubos eppendorf de 
1.5 ml, extracto de levadura peptona dextrosa 
(YPD), matraces de 250 ml, gasas estériles, vaso 
de precipitado estériles, barra magnética de 
agitación, 2,2’azino- bis (3-etilbenzo-tiazolin-6-
ácido sulfónico) (ABTS), glucosa, fosfato de potasio 
monobásico (KH2PO4), sulfato de magnesio 
(MgSO4), agar, extracto de levadura, sulfato de 
amonio (NH4SO4).

Toma de muestras
Se tomaron cinco muestras de hongos de la corteza 
de diferentes árboles ubicados en el municipio 
de Gómez Farias, Jalisco, se eligieron por interés 
visual cinco muestras presentes en la corteza de 
árboles y se colocaron en cinco tubos de ensayo 
diferentes.

Aislamiento de microorganismos
Para obtener los hongos se utilizó PDA colocando 
aproximadamente 13 ml de medio de cultivo en 
cada caja de petri. Para evitar la contaminación 
bacteriana se agregó amoxicilina de 500 mg para 260 
ml de PDA, permaneciendo en incubación durante 
5 días a una temperatura de 30°C. Realizando 
resiembras hasta obtener microorganismos 
puros, de los cuales se seleccionaron los hongos 
que presentaron características macroscópicas de 
crecimiento	filamentoso	y	pudrición	blanca.

Conservación	de	los	hongos
La conservación se realizó en tubos con medio 
inclinado y microtubos, debido al tiempo de 
conservación de cada metodología, ya que el 
medio inclinado es un método de conservación 
a un año máximo y en microtubos un tiempo 

máximo de diez años. Para medio inclinado se 
necesitaron frascos de 4 ml, en donde se colocó 
un aproximado de 3-3.5 ml de PDA en cada uno. 
Se sembró el hongo realizando un estriado y se 
colocaron los frascos en una incubadora marca 
Genie Temp-shaker 100, a 30°C durante cinco días, 
una vez obtenidas las cepas se adicionó glicerol 
al 50% v/v. Por último, se colocaron los tubos en 
refrigeración a 4°C para ser utilizados en estudios 
posteriores.

Para la conservación en microtubos se realizaron 
10 alícuotas de cada muestra para garantizar su 
resguardo. Primeramente, se preparó medio 
PDA	en	matraces	y	una	vez	gelificado	se	sembró	
el hongo, permaneciendo bajo las mismas 
condiciones de incubación. Concluido el tiempo de 
crecimiento se preparó YPD + Tween 80 al 0.05% 
v/v. Se adicionaron 25 ml de YPD + Tween 80 a 
cada matraz, posteriormente se arrojó una barra 
magnética de agitación en condiciones estériles 
para obtener el máximo de esporas presentes 
en un agitador magnético de calefacción marca 
AREC,	 se	filtró	el	medio	en	 condiciones	estériles.	
Seguidamente con ayuda de una micropipeta de 1 
ml se agregaron 500 µl de glicerol estéril al 50 % v/v 
en Eppendorf de 1.5 ml previamente esterilizados. 
Los microtubos se colocaron en bolsas de papel 
Kraft y permaneciendo en refrigeración a 4°C 
durante un día, para después almacenarlas en 
ultracongelación a -20° C para su conservación.
 

Determinación cualitativa de 
actividad lacasa 
El medio para indicar presencia de lacasas se 
preparó de acuerdo a lo propuesto por Montoya, 
et al. (13), el cual contenía glucosa (10 g/L), KH2PO4 
(2 g/L), MgSO4 (0.5 g/L), Agar (22 g/L), extracto de 
levadura (0.2 g/L), NH4SO4 (0.5 g/L) y ABTS (0.2 
g/L). Se ajustó el pH del medio a 5.5 con un pH-
metro Ohaus ® STARTER 2100. El hongo sembrado 
permaneció en una incubadora marca Genie Temp-
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Shaker 100, con una agitación de 100 revoluciones 
por minuto (rpm) a 30°C, durante 4-5 días.
La determinación cualitativa de la actividad lacasa 
se obtuvo mediante el índice de potencia (IP). Para 
esto se utilizó el software ImageJ, para medir el 
área del halo de la actividad y el área de la colonia, 
aplicando posteriormente la fórmula propuesta 

por de la Rosa-Hernández, et al. (14), la cual 
establece lo siguiente:

IP=(área del halo de actividad)
(halo de la colonia) 

La lignina es el segundo polímero  más abundante 
que se encuentra en un porcentaje del 20 al 30% 
en la madera(15), al ser ésta su fuente natural, en 
donde un grupo reducido de microorganismos 
son los encargados de degradar lignina, entre 
ellos los hongos de pudrición blanca. Por lo que, 

dicho lo anterior se buscaron hongos presentes 
en la corteza de árboles y una vez obtenidas las 
muestras (Figura 1), se aislaron 21 hongos a los 
cuales se les realizaron las respectivas pruebas de 
determinación enzimática lacasa.

Resultado y discusión   

Figura	1. Muestras obtenidas de la corteza de árboles

La	 figura	 que	 se	 muestra	 a	 continuación	
corresponde a los 6 controles positivos de actividad 
lacasa. Todas las cepas fueron observadas con un 

estereoscopio LeicaZoom 2000 para observar el 
crecimiento a detalle.
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Figura 2. Cepas de los 6 hongos positivos a actividad lacasa, vistas en estereoscopio LeicaZoom 2000 para 
prueba bioquímica de lacasas.

De los 21 hongos aislados, 6 de ellos presentaron 
actividad enzimática lacasa (Fig.2), de acuerdo al 
método propuesto por Solís (16), al sembrar los 
microorganismos en un medio que contenía ABTS 
se observó un halo color azul / verdoso, que indica 
una reacción de oxidación con el cobre tipo 1 de las 
lacasas, y que según lo propuesto por Castillejos 

(17)	 se	 confirma	 que	 presentan	 oxidación	 de	
compuestos orgánicos. 
Una vez obtenidas las áreas tanto del halo como de 
la colonia por el software de ImageJ se obtuvieron 
los datos necesarios para conocer los IP de las 
cepas de la Figura 2. Dichas medidas se muestran 
en	la	gráfica	1.

Gráfica	1.	Se	muestran	las	medidas	del	Índice	de	Potencia	(IP)	(eje	Y)	de	las	cepas	(eje	X)	que	correspon-
den a un control positivo a actividad lacasa.
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Una vez comparadas las cepas de acuerdo a su 
IP,	tal	como	se	muestra	en	la	gráfica	1,	se	puede	
observar que la cepa que presentó un mayor IP 

es la cepa F con un índice de 5.76, seguida de las 
cepas E, D, C, A y B.

Figura 3. En la Figura 3A la Cepa F control positivo de enzima lacasa en donde se observa un halo azul/ver-
doso, mientras que la Figura 3B se muestra una cepa como control negativo sin actividad lacasa.

En	la	figura	3A	se	puede	observar	la	cepa	F	como	
un control positivo a actividad lacasa debido a la 
presencia de un halo azul/verdoso en el perímetro 
del hongo, mismo que presentó pudrición blanca 
y	un	crecimiento	filamentoso,	y	en	la	figura	3B	una	
cepa negativa, el cual es un hongo polvoso y de 
color verde, no se observa presencia de halo. 

Chan Cupul, et. al (18) evaluó la actividad lignolítica 
en hongos del género macromicetos, mostrando 
la oxidación del ABTS, sin embargo, la cantidad de 
lacasas que se producen a partir de hongos como 
el género ya mencionado o basidiomicetos suele 
ser mínima, por lo que autores como Elisashvili, 
et	 al.	 (19)	 definen	 que	 los	 nutrientes	 	 como	 la	
glucosa y el nitrógeno, además de iones metálicos 

como el cobre en los medios de cultivo mejorará 
la producción de lacasas; ya que obtener una 
cepa con una alta producción enzimática puede 
emplearse como tratamiento en aguas residuales, 
de acuerdo a estudios como el de Atilano (20), en 
donde	se	confirma	la	degradación	de	compuestos	
orgánicos, entre ellos, fenoles a partir de lacasas 
obtenidas de hongos de pudrición blanca, al ser 
los más selectivos en la degradación de lignina. 
Aunado a lo anterior y a estudios anteriores se 
sugiere una determinación cuantitativa a partir de 
FMS, empleando sulfato de cobre como inductor 
de lacasas, tal como lo propone Gutiérrez (21) y 
bagazo de caña y agave como soportes (22), esto 
con	 la	 finalidad	 de	 conocer	 cuál	 es	 la	 cepa	 con	
mayor actividad enzimática.

Conclusiones
Se lograron aislar 21 microorganismos de la 
corteza de diferentes árboles, de los cuales 6 
son productores de lacasas para su aplicación en 
biorremediación de aguas contaminadas, siendo 
la cepa F la que obtuvo el mayor IP con un valor de 
5.76, relacionando así la actividad lacasa y el índice 
de potencial para disminuir clorofenoles. 

Posterior a este estudio se realizarán pruebas 
confirmativas	 de	 generación	 de	 enzimas	 lacasas	
por fermentación en medio sólido. Con lo anterior, 
la producción de metabolitos de interés industrial, 
como las enzimas, entre ellas las lacasas pueden 
ser la solución a la degradación de clorofenoles 
presentes en aguas residuales. 
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En México se generan cerca de 
76 millones de toneladas de 
residuos orgánicos provenientes 
de la agroindustria. Los productos 
que mayor cantidad de desechos 

producen son el aguacate y el camarón, ya que por 
cada millón de toneladas cosechadas de aguacate 
el 45% se convierte en desecho y del 48 al 60% del 
peso de camarón corresponde una fracción no 
comestible. Dentro de los componentes de estos 
residuos podemos encontrar altas concentraciones 
de ácidos grasos y quitina, inductores de 

microorganismos productores de enzimas 
hidrolíticas, entre las que destacan las lipasas. 
Por lo que, en el presente trabajo se han aislado 
microorganismos de residuos agroindustriales 
productores de enzimas hidrolíticas. Se obtuvieron 
25 hongos, 20 hongos provenientes de residuos  
de aguacate y 5 hongos de residuos de camarón. 
Se realizaron pruebas bioquímicas utilizando 
Rodamina B para determinar actividad enzimática 
lipasa cualitativa encontrando 22 hongos con 
presencia de actividad hidrolítica lipasa.

DETERMINACIÓN DE ENZIMAS HIDROLÍTICAS EN HONGOS 
AISLADOS DE CÁSCARA DE CAMARÓN Y AGUACATE
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Resumen

Palabras clave: Residuos agroindustriales, ácidos grasos, enzimas hidrolíticas, Rodamina B

Introducción
Los residuos agroindustriales son materiales en 
estado sólido o líquido que se generan a partir del 
consumo directo de productos primarios o de su 
industrialización, y que en su mayoría ya no son 
de utilidad para generar otro producto con valor 
económico, de interés comercial o social (1). Entre 
los productos que mayor cantidad de desechos 
generan encontramos el aguacate y el camarón, 
dichos productos son considerados de importancia 
socioeconómica, siendo el aguacate el cultivo con 
mayor producción en México generando grandes 

ingresos y empleos en toda la cadena comercial 
(2), mientras que el camarón es el crustáceo más 
importante debido a su amplia distribución a nivel 
mundial y su uso en diversos platillos. Sin embargo, 
por cada millón de toneladas cosechadas de 
aguacate el 45% se convierte en desecho (3) y del 
48% al 60% del peso de camarón corresponde a la 
fracción no comestible (4).

En la composición química de estos productos 
podemos encontrar altas concentraciones de 



72

ácidos grasos y de quitina en el caso del camarón 
por lo que existe la posibilidad de obtener 
microorganismos productores de enzimas 
hidrolíticas.  Una gran variedad de microorganismos 
secreta estas enzimas durante su crecimiento en 
residuos orgánicos y agroindustriales, ya que éstos 
contienen una abundante fuente de nutrientes 
que sirve como medio de cultivo para que los 
microorganismos sean capaces de generarlas (5). 

En esta investigación se busca la obtención de 
hongos, microrganismos que naturalmente crecen 
en soportes sólidos y tienen diversas  aplicaciones 
y son buenos candidatos para la descomposición 
de compuestos orgánicos y en la producción de 
enzimas (6). Las enzimas, como catalizadores 
biológicos, poseen una serie de características 
altamente importantes, debido a que tienen una 
elevada	 especificidad,	 trabajan	 en	 condiciones	
suaves, son fácilmente accesibles y no alteran el 
medio ambiente. En muchos casos, los procesos 
enzimáticos han demostrado ser muy competitivos 
y	eficaces	a	gran	escala	(7).

Las hidrolasas son el grupo de enzimas más 
conocido, existiendo más de 200 hidrolasas que 
catalizan reacciones que rompen diferentes 
tipos de enlaces y además juegan un papel muy 

importante en la descomposición de la materia 
orgánica tanto de origen vegetal como animal. 
Dentro de estas enzimas sobresalen las lipasas 
que son capaces de hidrolizar triglicéridos a ácidos 
grasos libres de cadena corta o larga (8). Se aplican 
principalmente en biorremediación de aguas 
contaminadas, desdoblando sustancias químicas 
indeseables como grasas, aceites y otros sustratos 
presentes en aguas residuales, dándole lugar a 
sustancias más simples de degradar por otros 
microorganismos (9). 

La contaminación por dichos productos lipídicos 
se ha tornado un tema de suma importancia, 
ya que los efectos provocados por las grasas y 
aceites provenientes de la industria se deben 
principalmente a que por ser menos densos que 
el	agua,	se	extienden	sobre	la	superficie,	creando	
películas que alteran los procesos biológicos de las 
aguas (10).

Por lo que en este trabajo de investigación, se 
busca aislar hongos que sean productores de 
lipasas a partir de residuos agroindustriales como 
la cáscara de camarón y aguacate, realizando 
pruebas bioquímicas con Rodamina B y aceite de 
oliva para determinar actividad enzimática. 

METODOLOGÍA

Materiales
Se utilizaron cajas Petri, frascos de vidrio de 4 ml 
y 500 ml, agar papa dextrosa (PDA), glicerol, aceite 
de oliva, Rodamina B, peptona de caseína, extracto 
de levadura,  cloruro de sodio (NaCl), agar-Bacto. 

Obtención de los
microorganismos 
Las cáscaras de aguacate y camarón fueron 
colocadas en un frasco de vidrio durante 5 
semanas, las cuales permanecieron en reposo con 
la	finalidad	de	iniciar	el	proceso	de	degradación	y	

el crecimiento de organismos. Posteriormente se 
tomaron dos muestras, una de camarón y otra de 
aguacate, se sembraron en cajas Petri con medio 
PDA y se dejaron en incubación a 35°C durante 72 
horas.  Posteriormente se seleccionaron las cepas 
de acuerdo con su característica macroscópica 
tomando las que presentaron crecimiento fúngico. 
Dichas cepas fueron resembradas en medio PDA e 
incubadas bajo las mismas condiciones.  

Conservación en medio inclinado
Para la conservación de las cepas se prepararon 
frascos estériles de 4 ml con agar PDA, se dejaron 
gelificar	en	un	ángulo	de	45°	aproximadamente	y	
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y se sembraron con asa bacteriológica. Se colocaron 
en una incubadora marca Genie Temp-shaker 100 
a 35°C hasta observar crecimiento del organismo. 
Posteriormente se les agregó glicerol al 50 v/v y se 
colocaron en refrigeración a una temperatura de 
4°C para su resguardo. 

Determinación de 
actividad lipasa 
La actividad lipasa se determinó mediante una 
modificación	 de	 la	 metodología	 de	 Alfonseca-
Ladrón de Guevara et al. (11) utilizando aceite de 
oliva como única fuente de carbono y energía y 
Rodamina B como indicador de actividad lipasa. 

Para lo cual se preparó un medio sólido que contenía 
aceite de oliva (2 g/L), Rodamina B (0.001 g/L), 
peptona de caseína (4 g/L), extracto de levadura (3 
g/L), NaCl (20 g/L) y agar-Bacto (15 g/L), se ajustó 
el	pH	a	6	con	un	pH-metro	Ohaus	STARTER	2100.	
Se inocularon las cajas con asa bacteriológica y se 
colocaron en incubación a una temperatura de 
35°C entre 3-4 días aproximadamente. 
Para determinar la actividad, las cepas fueron 
expuestas a luz Ultravioleta (UV), las cuales ante la 
presencia de actividad enzimática mostraron halos 
de	 color	 anaranjado	 fluorescente,	 esto	 debido	
a la hidrólisis de los triglicéridos presentes en el 
aceite, obteniendo así ácidos grasos que forman 
un complejo con la Rodamina B. 

Se lograron aislar 25 cepas con características 
macroscópicas y microscópicas diferentes. De las 
cuales 20 cepas se obtuvieron de la cáscara de 

aguacate y 5 cepas de la cáscara de camarón. Las 
cepas aisladas y sus características se muestran 
de la Ilustración 1 a la 25. 

Resultados y discusión

Crecimiento	filamentoso	asimétrico,	con	una	coloración	entre	marrón	y		verde.	
Micelios	alargados	y	ramificados,	con	gran	cantidad	de	pseudohifas,	septos	rectos	
y alargados con esporas dentro, hifas desarrolladas, presenta ovoides septados 
alargados longitudinalmente.  Véase ilustración 1.

Crecimiento	 filamentoso,	 estructuras	 poco	 alargadas,	 con	 coloración	 marrón	
obscuro,	elevación	embonada	y	margen	filamentoso,	hifas	retráctiles,	septadas	
y desarrolladas, septos rectos con un diámetro constante, presentando ovoides 
septados alargados longitudinalmente. Véase ilustración 2.

Ilustración 2. Cepa A1.1

Cepa A1.1

Crecimiento levaduriforme de color blanco, se pueden observar pequeñas 
vellosidades en su contorno, presenta una forma ovalada y cremosa, presenta 
ascas en forma de aguja con un gran número de ascosporas de forma esférica.  
Véase ilustración 3.

Ilustración 1. Cepa A1

Ilustración 3. Cepa A2

Cepa 2
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Crecimiento levaduriforme de color blanco, se pueden observar pequeñas 
vellosidades en su contorno, presenta una forma ovalada y cremosa, presenta 
ascas en forma de aguja con un gran número de ascosporas de forma esférica.  
Véase ilustración 3. 

Cepa A2

Ilustración 3. Cepa A2

Crecimiento levaduriforme de color blanco cremoso, pequeñas vellosidades en 
su contorno presentan formas redondas y micelio en forma de estrella, presenta 
ramificaciones	alargadas	y	ascas	en	forma	oval.	Véase	ilustración	4.	

Cepa A3

Ilustración 4. Cepa A3

Crecimiento levaduriforme de color blanco cremoso, se pueden observar 
vellosidades en su contorno, presenta micelio en forma de agujas y estrella, se 
observa un gran número de ascas en forma oval y esporas esféricas y  ovales. 
Véase ilustración 5. 

Cepa A3.1A

Ilustración 5. Cepa A3.1A

Se	 observa	 una	 estructura	 ramificada,	 con	 una	 coloración	 marrón	 obscuro,	
forma	filamentosa,	con	un	micelio	vegetativo	y	margen	filamentoso.	Presenta	
micelio alargado con hifas entrelazadas, septos gruesos y rectos, y conidios en 
forma oval. Véase ilustración 6.

Cepa A3.111

Ilustración 6. Cepa A3.111

Cepa A3.111R

Ilustración 7. Cepa A3.111R

Crecimiento	 filamentoso,	 estructura	 ramificada,	 con	 una	 coloración	 roja	 y	
micelio blanco, alargado sin tabiques con hifas entrelazadas, septos gruesos y 
delgados, en sus hifas presenta varias clamidosporas. Véase ilustración 7.

Cepa A5
Presenta un color blanco cremoso de forma levaduriforme, formación de 
colonias y se pueden observar vellosidades en todo el contorno, presenta 
micelio en forma de bastones y alargados, tiene un gran número de ascas en 
forma oval alargadas y esféricas con esporas en su interior.  Véase ilustración 8.

Ilustración 8. Cepa A5
Cepa A6

Ilustración 9. Cepa A6

Crecimiento levaduriforme de color blanco-transparente donde se observan 
pequeñas colonias redondas en su contorno con una forma ovalada y cremosa, 
presenta ascas en forma de aguja con ascosporas de forma esférica. Véase 
ilustración 9.
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Cepa A7

Ilustración 10. Cepa A7

Se expone un micelio vegetativo entrecruzado y de color verde-marrón, con un 
gran número de esporas muy distinguibles dentro de las hifas, las hifas son 
largas sin presentar constricciones ni tabiques, con macroconidias ovoides no 
septadas.  Véase ilustración 10. 

Cepa A7.1

Se logra observar estructuras alargadas, con una coloración marrón obscuro, 
forma	filamentosa,	con	una	elevación	embonada	y	margen	filamentoso	con	color	
más claro. Hifas septadas bien desarrolladas presentando ovoides septados 
alargados longitudinalmente. Véase ilustración 11.

Ilustración 11. Cepa A7.1

Cepa A9

Crecimiento levaduriforme de color blanco-transparente cremoso induciendo la 
formación de colonias, presenta ascas en forma oval y esféricas con esporas en 
su interior. Véase ilustración 12.

Ilustración 12. Cepa A9
Cepa A9.1

Crecimiento levaduriforme de color blanco cremoso, se pueden observar 
pequeñas vellosidades en todo el contorno, presentando formas redondas, 
ascas en forma oval y esféricas conectadas. Véase ilustración 13.

Ilustración 13. Cepa A9.1

Cepa A11

Crecimiento levaduriforme de color blanco cremoso, se pueden observar 
vellosidades en su contorno, presenta micelio en forma de agujas y estrella, 
ascas en forma oval y esféricas conectadas entre sí formando una estructura 
bien	definida.	Véase	ilustración	14.

Ilustración 14. Cepa A11
Cepa A11.1

Ilustración 15. Cepa A11.1

Crecimiento levaduriforme de color blanco cremoso, presenta la formación de 
colonias y vellosidades en su contorno, presenta micelio en forma de bastones 
alargados, con ascas en forma oval alargadas con esporas en su interior.  Véase 
ilustración 15.  

Cepa C

Crecimiento	 filamentoso	 de	 color	 marrón,	 se	 observa	 un	 micelio	 vegetativo	
entrecruzado alargado con hifas entrelazadas y con esporas en su interior, hifas 
alargadas sin constricciones ni tabiques, presentando macroconidias en forma 
de ovoides no septadas. Véase ilustración 16.

Ilustración 16. Cepa C
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Cepa C1t

Ilustración 17. Cepa C1

Crecimiento levaduriforme de color blanco cremoso, se pueden observar 
vellosidades	en	el	contorno,	presenta	micelio	ramificado,	con	ascas	en	forma	
oval y esporas esféricas. Véase ilustración 17. 

Cepa C1.A

Crecimiento levaduriforme de color blanco-transparente, se observan pequeñas 
colonias redondas en su contorno con una forma ovalada y cremosa, ascas en 
forma de aguja con ascosporas en forma esférica. Véase ilustración 18.  

Ilustración 18. Cepa C1.A
Cepa C1.A11

Crecimiento	filamentoso	con	una	coloración	verde-marrón	obscuro,	estructuras	
alargadas, presenta micelio con hifas retráctiles, septos rectos y con un diámetro 
constante, hifas septadas bien desarrolladas alargadas longitudinalmente con 
esporas en su interior.  Véase ilustración 19.

Ilustración 19. Cepa C1.A11

Cepa CSC

Crecimiento	filamentoso,	estructuras	con	una	combinación	de	color	entre	verde	
y marrón, hifas alargadas y algunas septadas, ascas en forma oval conectadas 
con un gran número de esporas. Véase ilustración 20.

Ilustración 20. Cepa CSC
Cepa D3R

Estructuras con una combinación de colores, entre verde, naranja y rojo, con 
unas divisiones muy visibles en su estructura, formando anillos, pseudomicelio 
un poco polvoso sin septos muy distinguibles, con divisiones marcadas por 
constricciones, hifas alargadas y entrecruzadas con presencia de clamidosporas. 
Véase ilustración 21.  

Ilustración 21. Cepa D3R

Cepa DIII
Crecimiento	 filamentoso,	 estructura	 ramificada	 con	 una	 coloración	 verde	
obscuro, micelio vegetativo de color gris verdoso, alargado con hifas entrelazadas, 
septos gruesos y rectos, conidios en forma ovoidal y esporas dentro. Véase 
ilustración 22.  

Ilustración 21. Cepa DIII
Cepa HB

Crecimiento	 filamentoso	 de	 color	 blanco,	 micelio	 vegetativo	 entrecruzado	
alargado, con hifas entrelazadas y esporas en su interior. Véase ilustración 23. 

Ilustración 22. Cepa HB
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Cepa IA

Crecimiento	filamentoso	con	una	coloración	verde/marrón,	micelio	vegetativo	
verdoso y amarillo en su contorno, alargado con hifas entrelazadas, septos 
gruesos y rectos sin tabiques, con un gran número de conidios en forma ovoidal 
y esporas dentro. Véase ilustración 24.

Ilustración 23. Cepa IA

Crecimiento	 filamentoso	 con	 una	 coloración	 marrón	 obscuro,	 elevación	
embonada y margen con color más claro, hifas sin septos distinguibles y sin 
constricciones, entrelazadas y con conidios en forma oval y alargadas. Véase 
ilustración 25.

Cepa JD

Ilustración 24. Cepa JD

La actividad lipasa se determinó ante la presencia 
de	halos	fluorescentes	vistos	bajo	luz	UV.	En	la	ta-
bla 1 se muestran las cepas aisladas y la actividad 
enzimática presentada. Donde podemos observar 

que 7 cepas presentaron una actividad alta, 10 
cepas presentaron actividad media, 5 cepas pre-
sentaron actividad baja y 3 cepas no presentaron 
actividad.

ACTIVIDAD DE LAS CEPAS

+++ ++ + -

CSC DIII A2 A1.1

JD A1 A3 D3R

C A6 A3.IA A11.1

A7.I A3III A5

A3. IIIR A7 A11

CI.AII A9

HB A9.1

C1.A

C1

IA

Tabla 1.- Presencia de actividad lipasa de las cepas aisladas en Rodamina B, en donde “+++”  representa una 
actividad alta, “++” una actividad media, “+” una actividad baja y “-“ una actividad  nula.

En	 la	figura	2A	se	muestra	 la	 cepa	CI.AII	positiva	
a actividad lipasa vista en luz UV donde se puede 
observar	 la	 presencia	 de	 halos	 fluorescentes	

alrededor	del	hongo,	y	en	la	figura	2B	se	muestra	
la	cepa	D3R	sin	presencia	de	halos	fluorescentes.	
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Alfonseca-Ladrón de Guevara y Serrat-Díaz (11) 
aislaron cepas fúngica productoras de actividad 
lipasa asociadas a sitios contaminados con 

residuos del procesamiento de aceites vegetales. 
Aislaron 40 cepas capaces de crecer en

aceite de soya como única fuente de carbono y 
energía. En comparación con esta investigación 
se aislaron 25 cepas fúngicas de residuos 
agroindustriales, capaces de crecer en medio con 
aceite de oliva como fuente de carbono y energía, 
presentando 22 cepas productoras de actividad 
enzimática lipasa. 

De las enzimas hidrolíticas encontradas en 
residuos de camarón se encuentra la investigación 

de Sirvas et al.(12) basada en residuos de 
langostinos, familia muy cercana a los camarones 
por lo que comparten muchas características 
entre sí, demostrando que las bacterias y enzimas 
microbianas son biocatalizadores y pueden ser 
usadas como alternativa en los procesos químicos 
industriales. Con respecto al aislamiento en esta 
investigación se obtuvieron 5 cepas de la cáscara 
de camarón.

Ilustración 26. Pruebas bioquímicas de actividad lipasa. En la figura (A) se muestra una cepa positiva a actividad 
lipasa y en la figura (B) se muestra una cepa negativa donde no se observa presencia de halos.

Conclusiones
Se lograron aislar 25 cepas de la cáscara de 
camarón y aguacate, de las cuales 22 cepas 
presentaron actividad enzimática lacasa, siendo las 
cepas CSC, JD, C, A7.I, A3. IIIR, CI.AII, HB las mejores 

candidatas para su aplicación en biorremediación 
de aguas contaminadas con potencial para 
disminuir la presencia de grasas y aceites. En una 
segunda etapa se determinará cuantitativamente 
la producción de la enzima en fermentación en 
medio sólido, utilizando como soportes residuos 
de origen agrícola. 
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Resumen
El alcohol adulterado es un factor 
de riesgo para la salud, y es que 
registros del año 2013 y 2015 señalan 
alrededor de 85, 000 muertes 
anuales a causa del consumo de 

alcohol en las Américas. Por tal motivo, en el 
presente estudio se utilizó la espectroscopia de 
Raman y CA por dendrogramas para realizar un 
análisis cuantitativo de las áreas bajo la curva 
de picos característicos de los espectros Raman 
proporcionados de 40 réplicas de muestras de 
tequila 100% agave y mixtos provenientes de 
diferentes empresas y marcas comerciales, con 
el	fin	de	encontrar	diferencias	significativas	y	una	
herramienta que auxilie en la etapa de análisis y 
clasificación.	Los	resultados	de	los	dendrogramas	
mostraron que existe una similitud entre los picos 
Raman 900 cm-1 (CCO) y 1050-1150 cm-1 (CO y OH). 
Por lo tanto, la información resultante puede ser 

útil para caracterizar diferentes tipos de tequila en 
estudios subsecuentes.

Palabras clave: Tequila, espectroscopia Raman, 
dendrogramas, análisis cuantitativo.

Introducción
La ingesta de alcohol adulterado es uno de los 
principales factores de riesgo para la salud, y es 
que tan solo en el año 2013 y 2015 anualmente 
alrededor de 85, 000 personas murieron a causa del 
consumo de alcohol en el continente americano, 
posicionándolo como el mayor consumidor 
mundial (1).
Las bebidas alcohólicas conocidas como bebidas 
destiladas o espirituosas se producen mediante la 
destilación de una bebida que ha sido fermentada 
con antelación. La destilación se puede llevar a cabo 
una o varias veces pudiéndose añadir ingredientes 
mismos que pueden llegar a transformar el sabor 
conseguido del producto. Entre las principales 
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bebidas destiladas se encuentran: whisky, vodka, 
tequila, ron, ginebra, pisco, orujo, brandy y coñac 
(2).
Cada uno de los diferentes productos obtenidos de 
la destilación poseen distintos sabores y aromas. 
El sabor de la bebida es conferido por compuestos 
llamados congéneres. Diferencias mínimas en los 
niveles de congéneres varían entre las diversas 
bebidas. El principal compuesto de las bebidas 
destiladas en cuanto a cantidad es el etanol, 
en donde los congéneres se consideran como 
productos auxiliares de la producción natural 
de etanol. En las bebidas destiladas el etanol se 
elabora en función de los azúcares que se derivan 
de las materias primas empleadas en el proceso 
(3).
Es importante mantener un equilibrio de los 
compuestos que están presentes en las bebidas 
alcohólicas, puesto que, estos pueden afectar la 
calidad de dichas bebidas. Las bebidas alcohólicas 
se componen característicamente de compuestos 
volátiles. Por su parte, del tequila se destacan 300 
compuestos volátiles los cuales se encuentran 
asociados a sus propiedades organolépticas (4).
El tequila es una bebida destilada emblemática de 
México, la cual comenzó su auge comercial desde 
la década de los noventa generando a partir de 
entonces importantes ingresos económicos para el 
país. El tequila posee altas ventas internacionales 
exportándose a más de 120 países (5). Entre los 
problemas que comprende dicha bebida y los cuales 
afectan en el desarrollo de su industrialización, 
se encuentra el proceso de transnacionalización 
debido a las varias alteraciones en su originalidad. 
En consecuencia, se tiene la problemática de las 
grandes demandas y exportaciones de la bebida 
alcohólica, obligando de cierta forma a las casas 
productoras de tequila a aumentar sus volúmenes 
de producción y a generar de ingresos económicos, 
poniendo en duda la calidad del tequila debido a 
la disminución no solo de la misma, sino también 
de sus propiedades sensoriales y su prestigio ante 
el consumidor (6). Existe un gran desafío en la 
autenticación de las bebidas destiladas, ya que, su 
composición química es compleja semejante a la 
de la cerveza y el vino. En cuanto al tequila, esto es 
debido a que incluye aromas y sabores conferidos 

por la incorporación de otros compuestos.
Una	 de	 las	 falsificaciones	más	 comunes	 en	 este	
tipo de bebidas es el incremento del contenido de 
metanol incumpliendo los límites permisibles por 
la norma NOM 006 SCFI 2012 (7). El metanol pone 
en riesgo la salud de los consumidores. Existen 
una gran variedad de factores que contribuyen en 
el	contenido	final	de	la	bebida,	uno	de	ellos	es	la	
especie de agave. Tanto el etanol como el metanol 
tienen propiedades físicas similares, la diferencia 
radica es que el metanol es un compuesto 
tóxico; por lo tanto, su contenido en bebidas está 
restringido. Sin embargo, es necesario realizar más 
estudios sobre la composición de bebidas como el 
tequila	con	el	fin	de	verificar	que	 los	parámetros	
de	sus	especificaciones	fisicoquímicas	no	infrinjan	
la norma (8).
Por esta razón, en el presente trabajo por medio 
del uso de espectroscopia Raman y análisis de 
conglomerados (CA) por dendrogramas se realizó 
un análisis cuantitativo de diferentes tipos de 
tequilas en la búsqueda de tendencias entre 
los datos que ayudarán a elegir la información 
necesaria que puede ser empleada en estudios 
posteriores que tengan como propósito el 
caracterizar	 y/o	 clasificar	 los	 distintos	 tipos	 de	
tequila y determinar su autenticidad y como 
consiguiente su calidad.

METODOLOGÍA

Materiales 

Programa

Se utilizó el programa Matlab versión R2020b 
licencia 40979805 para el tratamiento de datos y la 
realización	de	gráficas	de	los	espectros	Raman	con	
el	fin	de	analizar	de	mejor	manera	los	espectros	en	
una	sola	figura	por	cada	tipo	de	tequila	en	busca	
de picos característicos, así como para la obtención 
de las áreas bajo la curva.
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El programa Minitab versión 18 se utilizó para 
realizar pruebas de normalidad de las áreas bajo 
la curva de los picos característicos seleccionados 
de los espectros Raman y para la elaboración de 
dendrogramas.

Métodos

Procesamiento 
de las muestras
Se trabajó con los espectros Raman proporcionados 
de 40 réplicas de marcas de tequila comerciales, 
de las cuales 13 marcas eran de tequilas blancos, 
20 marcas de tequilas reposados y 7 marcas de 
tequilas extra añejos.

Obtención	de	 las	áreas	bajo	
la curva
Se seleccionaron los picos característicos y se 
calcularon sus respectivas áreas bajo la curva 
mediante el método de trapecio en Matlab.

Dendrogramas
Se elaboraron dendrogramas de las áreas bajo la 
curva calculadas de los picos Raman característicos 
seleccionados, tomando como criterios de inclusión 
aquellos datos que presentaron una mayor 
diferencia	significativa	en	 los	análisis	de	varianza	
simples que se llevaron a cabo previamente.

Resultados y discusión
Resultados 

Dendrogramas

La Figura 2 muestra los dos dendrogramas resul-
tantes del CA. En el inciso a) se observa el den-
drograma	de	variables,	las	cuales	se	refieren	a	los	
cuatro picos Raman característicos previamente 
seleccionados de los espectros Raman de cada 
uno de los tres tipos de tequila estudiados. Este 
dendrograma muestra tres conglomerados en la 
partición	 final,	 el	 primero	 está	 indicado	 en	 color	
azul, el segundo en color tinto y el tercero en co-
lor verde. El primer conglomerado señala que hay 
una similitud de 97.55 entre los picos Raman 900 
cm-1 (enlace CCO) y 1050-1150 cm-1 (enlace CO y 
OH); por lo que, se decidió elaborar un segundo 
dendrograma de observaciones a partir de dicha 

similitud entre estos picos Raman y estudiar a de-
talle la tendencia de los datos de las muestras de 
tequila.

La Figura 1 muestra un espectro Raman de un te-
quila comercial como ejemplo, en donde se ob-
servan cuatro picos característicos del etanol, los 
cuales son muy similares a los que se selecciona-
ron de los espectros Raman de los diferentes tipos 
de tequila estudiados en este trabajo; mismos que 
como se mencionó anteriormente, corresponden 
a las variables que se utilizaron para elaborar el 
dendrograma de variables del inciso a) de la Figu-
ra 2. El obtener el área bajo la curva de cada pico 
permite conocer la información que cada uno de 
estos contiene, puesto que las áreas son distintas 
para cada uno de ellos.
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En el inciso b) de la Figura 2 se observa el 
dendrograma de observaciones de los picos Raman 
característicos 900 cm-1 (enlace CCO) y 1050-1150 
cm-1 (enlace CO y OH); en donde, las observaciones 
corresponden a las 40 áreas bajo la curva de 
tequilas comerciales indicadas con números que 
van desde el 1 hasta el 40; en donde, los números 
del 1 al 13 corresponden a tequilas blancos, del 14 
al 33 corresponden a tequilas reposados y del 34 
al	40	a	tequilas	extra	añejos.	En	 la	partición	final	
también se encuentran tres conglomerados y al 
igual que en el dendrograma a) el conglomerado 
uno	se	identifica	en	color	azul,	está	compuesto	por	
11 tequilas de los cuales 8 corresponden a tequilas 
blancos (72.72%); el conglomerado dos en color 
tinto está compuesto por 21 tequilas de los cuales 
11 corresponden a tequilas reposados (52.38%); 

y el conglomerado tres en color verde está 
compuesto por 8 tequilas de los cuales 6 también 
corresponden a tequilas reposados (75%). Las 
similitudes de los tres conglomerados son 96.10, 
88.9 y 81.89 respectivamente.

En el eje vertical de ambos dendrogramas determina 
el nivel de similitud de los conglomerados y 
el eje horizontal determina las variables o las 
observaciones, según sea el caso.
 
El tipo de enlace y distancia en ambos 
dendrogramas se eligieron probando todas las 
opciones	 disponibles	 y	 prefiriendo	 aquellas	 que	
fueran más favorables para la similitud de los 
conglomerados.

Figura 1 muestra un espectro Raman 
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Figura 2. a) Dendrograma de los conglomerados de variables de los picos Raman 900 cm-1 (enlaces CCO), 1050-
1150 cm-1 (enlaces CO y OH), 1260-1340 cm-1 y 1470-1500 cm-1 (enlaces OH y CH2). b) Dendrograma de los con-
glomerados de observaciones de los picos Raman 900 cm-1 (enlaces CCO) y 1050-1150 cm-1 (enlaces CO y OH).

DISCUSIONES

En el año 2005 Frausto-Reyes et al. (9) aplicó 
la espectroscopia Raman y el análisis de 
componentes principales (PCA) para determinar 
cualitativamente el contenido de etanol en 
muestras de tequila de laboratorio y comerciales 
resultando ser un excelente método. Dicho estudio 
difiere	 del	 presente	 en	 que	 solo	 se	 analizaron	
15 muestras de tequila del tipo blanco y añejo 
además de no ser multivariado, pues solo se 
utiliza como método estadístico PCA. Otro estudio 
realizado en el año 2016 por Carreon-Alvarez 
et al. (10) utilizó PCA, CA y análisis de varianza 
unidireccional por dendrogramas para analizar 
las	 propiedades	 fisicoquímicas	 (conductividad,	
densidad, pH, velocidad del sonido, viscosidad e 
índice de refracción) en marcas comerciales de 
tequila y determinar la autenticidad de las bebidas; 
resultando que PCA y CA por dendrogramas 
pueden empleados para dicha determinación. 
La diferencia radica en la utilización no solo de 
métodos estadísticos, sino también de análisis para 
saber la composición y estructura de la muestra 
por medio de la espectroscopia Raman, además 
de la búsqueda de tendencias en las variables y 

las muestras por medio de CA por dendrogramas 
los	 cuales	 permiten	 reducir	 la	 mala	 clasificación	
estadística de los análisis proporcionando 
únicamente la información necesaria, ya sea para 
combinar o separar clases de datos.
En este caso, CA por dendrogramas permitió 
descartar aquellas áreas bajo la curva que se 
encontraban muy alejadas con respecto a la 
mayoría; y trabajar solamente con las áreas bajo 
la curva del conglomerado de los picos Raman 
característicos 900 cm-1 (enlaces CCO) y 1050-1150 
cm-1 (enlaces CO y OH) que resultaron tener una 
similitud entre ellos, para que de esta manera los 
datos ayuden a realizar una mejor caracterización 
y/o	clasificación	de	los	distintos	tipos	de	tequila	en	
estudios posteriores.

Conclusiones
La información resultante del análisis cuantitativo 
de los tequilas blanco, reposado y extra añejo por 
medio del uso de técnicas analíticas y herramientas 
quimiométricas como la espectroscopia Raman 
y CA por dendrogramas puede ser útil para la 
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caracterización	 y/o	 clasificación	 de	 los	 distintos	
tipos de tequila a través de la búsqueda de 
diferencias de las áreas bajo la curva de los 
espectros Raman de los picos característicos 900 

cm-1 (enlaces CCO) y 1050-1150 cm-1 (enlaces CO 
y OH) y determinar la autenticidad y calidad de 
dos de los tres tipos de tequila aquí estudiados: el 
blanco y el reposado.
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