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Introduccion

La actividad ureasa se encuentra ampliamente distribuida en el
suelo como consecuencia de la gran variedad de
microorganismos que la poseen, extendiéndose en su
colaboracion algunas plantas, hongos y algas. El interés de su
estudio se extiende a las é&reas clinicas porque en los
microorganismos aislados de pacientes afectados se relaciona
este aspecto con factores de virulencia de especies patdgenas.
También se aprovecha esta actividad microbiana en la
construccion de bio-sensores cataliticos para cuantificar urea en
sistemas de flujo. Ademads, es bien conocida la incorporacion de
urea como fertilizante de suelos, confiando en los procesos
ureoliticos de las microbiotas del suelo, para lograr el incremento
de su contenido nitrogenado. Mas alla del interés clinico y las
aplicaciones establecidas, en las Ultimas décadas se ha enfocado
su aplicacion en areas disimiles como la geologia, con el
propésito de aumentar la aparicion de calcitas para la industria
cementera, o bien, la biotecnoldgica con muy diversos enfoques
que van desde la eliminacion de la wurea, hasta su
aprovechamiento en la obtencién de compuestos nitrogenados
muy variados de aprovechamiento industrial*>2.El propésito de
este trabajo de investigacion es el aislamiento de cepas
bacterianas para su aplicacion en la eliminacion de urea. Los
aislamientos se llevaron a cabo a partir de muestras de suelos con
activa descomposicién de materia organica y de recintos de
animales carnivoros en cautiverio. Se realizaron diluciones y
siembras en placa por extension en agar de Christensen. Se
obtuvieron cultivos puros de cada una de las cepas aisladas y se
realizaron pruebas bioquimicas. Se revela el aislamiento de
bacterias con actividad ureasa.

Metodologia

Se llevaron a cabo recolecciones de muestras de suelo
impregnados de orina de recintos de animales carnivoros
mantenidos en cautiverio sin ningdn tratamiento farmacol4gico
especificamente con antibidticos. Las muestras pertenecen a
recintos de Panthera onca (Jaguar), Panthera tigris (Tigre) y
Panthera leo (Ledn). Un segundo grupo de muestras se
obtuvieron de suelos con materia vegetal en descomposicion e
impregnada de orina de Equus quagga (Cebra comdn). El
producto de compostaje de residuos organicos domésticos en

granjas de Eisenia foetida (Lombriz de California) constituyeron
el tercer grupo de muestras. Se realizaron diluciones seriadas
1:10 con buffer salino de fosfatos (pH 7.5) de 10 gramos de cada
una de las muestras y se inocularon 0.1 ml en placas de agar de
Christensen, extendiendo con varilla de vidrio hasta distribucion
uniforme del volumen en la superficie de las placas de agar. Las
placas se incubaron a 35 + 2 °C durante 24-48 horas.

Resultados y discusién

Las colonias con un halo rosado por vire del indicador rojo fenol,
que indica generacién de amoniaco por degradacion de urea
fueron seleccionadas. Esta primera etapa de aislamientos gener6
16 cepas de bacilos Gram negativos todos con actividad ureasa
confirmada. Las pruebas bioguimicas indican la presencia de los
géneros Hafnia, Klebsiella y Escherichia. Aunque se trata de los
primeros resultados de este proyecto, la identidad de cada uno de
estos y futuros aislamientos se confirmara mediante la
secuenciacion del RNA Ribosomal 16S (DNA 16S).

Conclusiones

Se aislaron bacterias Gram negativas pertenecientes a los
géneros Hafnia, Klebsiella y Escherichia.
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Introduccion

El uso de residuos agroindustriales para la produccion de
metabolitos por diversos microorganismos ha sido de reciente
interés debido a la efectividad y el bajo costo, ademas la
revalorizacion de estos residuos permite reducir el impacto
ambiental y generar procesos verdes [1]. Las enzimas
hidroliticas son metabolitos demandados por la industria por su
capacidad biocatalizadora y aplicacion en procesos de
biotransformaciéon. Los hongos filamentosos son excelentes
productores de un amplio espectro de enzimas hidroliticas
extracelulares, destacando a Penicillium crustosum como un
potencial productor de pectinasas [2] y xilanasas [3]. Las
enzimas pectinoliticas son utilizadas en el proceso de
degradacion de la pectina, debido a que hidrolizan los enlaces a-
1,4- 4cido galacturénico de esta macromolécula, siendo eficaces
en la extraccion y clarificacion de zumos en el sector alimenticio
[2]. Por otro lado, las xilanasas rompen los enlaces B-1,4
glicosidicos del xilano, polisacarido complejo encontrado en el
material lignocelulésico. Estas enzimas son aplicadas en el sector
textil, de alimentos y en la obtencién de biocombustibles [3]. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de residuos
agroindustriales en la producciéon de enzimas pectinasas y
xilanasas a partir de la fermentacién sumergida (FS) de P.
crustosum.

Metodologia

Los residuos agroindustriales (c&scara de limoén y salvado de
trigo) fueron secados, molidos y tamizados previo a su uso como
cosustrato. La extraccion de pectina de los cosustratos fue
llevada a cabo mediante hidrolisis &cida. La propagacion del
hongo en condiciones de fermentacion (35°C, pH 6.0, 120 rpm,
5 dias) se realizé inoculando 1.6 x 10 © esporas/mL en medio
PDB (100 mL). La produccion enziméatica se llevd a cabo en
fermentacion sumergida, utilizando medio PDB 1% y variando
los cosustratos (2% p/v) inoculando con 1 mL del pre-indculo.
La actividad enzimética se determiné mediante el método de
DNS, una unidad de actividad enzimatica se defini6 como la
cantidad de enzima que cataliza la hidrdlisis (liberacion) de 1
pmol de azucares reductores por minuto [4]. La cuantificacion
de proteina extracelular se realizé por el método de Bradford. Se
realizd un andlisis estadistico (ANOVA) de un factor (el
cosustrato), asi como la prueba de Tukey, usando un nivel de
confianza del 95%, para evaluar el efecto de los cosustratos en la
actividad enzimética producida (respuesta).

Resultados y discusion
Penicillium crustosum demostrd ser un potencial productor de
pectinasas, alcanzando la méxima actividad (980.12 U/mL) a las

96 h utilizando cascara de limon. Este resultado es8 veces mayor
a la obtenida con salvado de trigo (122.01 U/mL). De acuerdo
con el andlisis estadistico, existe diferencia significativa (p <
0.05) en la produccién enziméatica variando los cosustratos,
siendo el limoén el mejor cosustrato. Comparando con trabajos
previos, la actividad pectinolitica producida en este trabajo fue
1.78 veces mayor (P. crustosum, 548.93 U/mL, cascara de limén
+ medio mineral [2]). Se observd que existe diferencia
significativa (p < 0.05) en la produccién de xilanasas variando
los cosustratos, con una méaxima produccion enzimatica (236.39
U/mL) a las 144 h utilizando salvado de trigo. Se ha reportado la
produccién de xilanasas (40 U/mL) a partir de P. crustosum FP
11 [3], destacando la capacidad del hongo en generar enzimas
hidrolasas.

Conclusiones

El uso de agro residuos como fuente de carbono incremento la
produccion de hidrolasas debido a un efecto inductor,
permitiendo una reduccién de costos en la produccion de
enzimas industriales. Siendo la cascara de limén el mejor
cosustrato para produccién de pectinasas (980.12 U/mL) vy
salvado de trigo para xilanasas (236.39 U/mL).

P. crustosum result6 ser un potencial productor de pectinasas y
xilanasas, con actividades mayores a las reportadas en la
literatura.
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Introduccion

El manejo y eliminacion de los residuos agroindustriales es muy
importante ya que representa una grave amenaza para el medio
ambiente. Anualmente en México se producen mas de 500,000
toneladas de residuos, lo que representa un problema asociado a
la disposicidn de estos residuos solidos y liquidos®. La gestion de
los agroindustriales se esta convirtiendo en uno de los problemas
maés graves en la actualidad. Por esta razén, se ha promovido la
revalorizacion de estos residuos para la produccion de
compuestos de valor agregado, como productos quimicos,
biocombustibles, alimentos para animales y en la produccién de
enzimas de interés comercial?.

A nivel industrial, los hongos filamentosos son los mas utilizados
en la produccion de enzimas, siendo el género Aspergillus y
Penicilium los mas destacados®. Durante la Gltima década, el
interés mundial por las enzimas pécticas y xilanoliticas de
microorganismos han atraido mas atencion debido a su potencial
uso en las industrias de alimentos, vinica, ganadera y papelera®.
Estas enzimas proveen una alternativa biotecnoldgica para la
hidrdlisis de diversos biopolimeros, lo que vuelve a estos
procesos mas verdes y sustentables, al sustituir productos
quimicos por enzimaticos.

Metodologia

Determinacion de la actividad cualitativa de hidrolasas

Se realizaron cultivos en PDA adicionados al 1% con xilano o
pectina donde se dejaron incubando durante 72 hy se afiadié una
solucién de rojo Congo al 0.5 % para determinar si presenta un
halo de hidrdlisis.

Produccion de pectinasas y xilanasas en fermentacion
sumergida

Las céscaras fueron secadas, molidas y tamizadas antes de
meterlas a la fermentacion.

Se empled una fermentacion sumergida en medio mineral con
glucosa 1% y se afiadieron céascara de limén o naranja al 2%, se
inoculd con una suspension de esporas de 1.8x10° esporas/mL.
Las condiciones de produccidn fueron 35°C a pH 5 en 120 rpm.
La actividad enzimdtica se determiné por el método DNS, a 570
nm. Una unidad (U/mL) se tom¢ como la cantidad de enzima que
libera 1 pmol equivalente &cido galacturénico o xilosa,
respectivamente, por minuto, por mililitro.

Anélisis estadistico

Los andlisis se hicieron por triplicado y se realizd una prueba
ANOVA de un factor donde las diferencias se indicaron como
estadisticamente significativas al nivel de p < 0.05.
Resultados y discusion

La actividad enzimética cualitativa en placa mostré los halos
hidrdlisis tanto para xilanasa como pectinasa. En la fermentacion

sumergida se logrd alcanzar una actividad maxima a las 72 horas 4

usando céscara de naranja como cosustrato para ambas enzimas.
La actividad m&xima para pectinasas alcanzada fue de 28.53
U/mL con la céscara de naranja, mientras que para limén fue de

18.45 U/mL, y para las xilanasas la actividad maxima alcanzada
fue de 8.42 U/mL con naranja, mientras que para limén fue de
7.13 U/mL De acuerdo con el andlisis estadistico, existe
diferencia significativa (p<0.05) en el uso de cosustrato para la
produccién enzimatica siendo la naranja el mejor cosustrato tanto
para la produccién de xilanasas como para pectinasas. Esto
también indica que ambas enzimas son inducibles y que la
cascara de naranja es mejor para este microorganismo.

En otros estudios usando la misma cepa se logré una actividad
maxima de xilanasas de 97 U/mL a las 72 horas usando residuos
de palma®, para el caso de las pectinasas la actividad maxima
reportada a las 72 horas es de 41.6 U/mL3. Sin embargo, los
resultados antes mencionados fueron en condiciones 6ptimas de
produccion analizadas en el mismo estudio siendo 30° C y con
5% de concentracion de residuo, en este estudio se busca
encontrar el mejor agro residuo para posteriormente hacer la
optimizacion.

Conclusiones

Se demostr6 que existe diferencia significativa entre el uso de
residuos agroindustriales, presentando una mejora en la actividad
enzimatica usando cascara de naranja y mostrando un efecto
inductor de los residuos en la produccién enzimatica, siendo
mejor inductor la cascara de naranja. Sin embargo, es necesario
aplicar una optimizacion para alcanzar la maxima produccién
enzimatica del A. niger ATCC 6275.
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Introduccion

Los biosurfactantes son moléculas producidas por
microorganismos, entre ellos las bacterias, los cuales tienen
aplicaciones en la biorremediacion de suelos contaminados por
petroleo, derrames de aceites, plaguicidas, entre otros [1]. Debido
al crecimiento poblacional en los Gltimos afios, las actividades
antropogénicas han impactado directamente al medio ambiente y
la salud humana, en particular los hidrocarburos (HC) por su uso
en actividades industriales [2]. Los HC son compuestos organicos
con més de dos anillos bencénicos fusionados. Ademas, se ha
demostrado que son sustancias nocivas para los organismos vivos
por sus propiedades carcinogénicas y mutagénicas. Con base en lo
anterior, el objetivo de esta investigacion fue identificar cepas
bacterianas con capacidad de producir biosurfactantes para
degradar HC. Inicialmente se llevd a cabo el aislamiento de
bacterias tolerantes a HC provenientes de suelo. Posteriormente,
se realizaron pruebas de tolerancia a naftaleno (NAF), fenantreno
(FEN), antraquinona (ANT) y aceite de motor (AM) y finalmente,
se determind la produccion de biosurfactantes.

Metodologia

Identificacion de bacterias. Las muestras de suelo fueron
colectadas en la laguna “La escondida” de Reynosa, Tamaulipas.
Se tomaron 100 g por muestra. Un gramo fue inoculado en Medio
Minimo Salino (MMS) y se incubd a 37 °C por 24 h a 150 rpm. Se
obtuvieron cultivos puros en Agar nutritivo (AN). La
identificacién de aislados fue macroscdpica y microscopicamente
mediante tincion de Gram. A nivel molecular se realiz6 la
amplificacion del ADNr 16S por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) [3].

Tolerancia y degradacion de HC por cepas bacterianas. Las
cepas bacterianas se probaron individualmente en AN adicionando
1y 2.5% FEN, NAF, ANT y AM. Las cepas més tolerantes se
sometieron a otra prueba, en medio minimo Goldman (MMG)
teniendo como Unica fuente de carbono cada HC. La deteccion de
surfactantes se hizo mediante colapso de gota y desplazamiento de
aceite, usando como control negativo agua ultrapura y control
positivo Tween 80 y SDS (10 %) [4]. Adicionalmente la prueba de
hemolisis se realiz6 en agar sangre a 37 °C por 48 h. Para la
produccion y extraccion de biosurfactantes se siguié la
metodologia reportada por [5]. La caracterizacion se realizd por
espectroscopia de infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y
cromatografia liquida de ultra resolucion (UPLC-MS).

Resultados y discusion

Se obtuvieron 30 aislados bacterianos, de los cuales se
seleccionaron 5 por tener los mejores resultados en las diferentes
pruebas y una mayor tolerancia a concentraciones de 1y 2.5 % de

FEN, NAF, ANT y AM. Las cepas identificadas fueron
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Bacillus subtilis y
Bacillus megaterium. En la prueba de agar sangre todas las cepas
causaron hemolisis. Cabe resaltar que la cepa Bacillus subtilis
produjo una mayor cantidad de biosurfactantes en presencia de
NAF, por lo cual fue utilizada para evaluar su potencial de
degradacion de NAF. Los resultados muestran que la produccion
de biosurfactantes por las bacterias estd significativamente
influenciada por el tipo de sustrato, asi como el tipo de cepas
microbianas [6]. Los biosurfactantes presuntivos obtenidos de la
degradacion de NAF fueron evaluados por FTIR al cabo de seis
dias de ensayo. El espectro obtenido presenta bandas
caracteristicas de grupos quimicos funcionales como dos enlaces
C=0 a 1644 y 1703 cm™. Las vibraciones de los enlaces C-H del
anillo aromatico se presentaron en la regiéon de 3100-3000 cm™.
Una comparacién del espectro obtenido experimentalmente con
una base de datos, indica que el compuesto puede corresponder al
acido orto-ftalico.

Conclusiones

El aislamiento, identificacion y andlisis de la capacidad de
tolerancia de HC permiti6 obtener distintas cepas con una
capacidad potencial de producir biosurfactantes, destacando
Bacillus subtilis por una mayor produccion.
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Introduccion

La microbiota vaginal estd compuesta por Lactobacillus spp.,
que producen 4cido lactico y peroxido de hidrogeno,
manteniendo el pH vaginal < 4.5. Diversos factores pueden
causar disminucién depoblaciones de lactobacilos, facilitando el
establecimiento de bacterias y levaduras patégenas provocando
infecciones vaginales®. Los tratamientos fallidos y recurrencias
de las infecciones llevaron a considerar a los probidticos como
unaalternativa para el tratamiento de dichas afecciones.?

Metodologia

A partir de exudados vaginales de mujeres embarazadas de 12 a
40 semanas de gestacion entre 18 a 42 afios de edad; que no
presentaran sangrado vaginal activo ni hayan tenido tratamiento
con antibiético u évulos dos semanas antes de la toma de
muestra. Se aislaron los lactobacilos, inoculando los exudados en
agar sangre. Se observo la morfologia de colonias y se les realiz6
tincién de Gram. Se resembraron en agar sangre y luego se
subcultivaron en caldo Brucella con glicerol y almacenaron a -
20 °C y — 80 °C. Posteriormente, se identificaron a nivel de
género y especie mediante PCR3 y se les realiz6 una prueba de
produccion de produccidn de &cido lactico cualitativa inoculando
los lactobacilos en agar MRS modificado con pdrpura de
bromocresol®.

Resultados y discusién
En 33 aislados se observaron colonias, pequefias, opacas y gama
hemoliticas en agar sangre (figura 1A), asi como bacilos Gram
positivos (figura 1B) en una tincion Gram, por lo que se
identificaron preliminarmente como Iactobac{illos.

Yy

Figura 1
Se realiz6 la PCR para identificar a los aislados a nivel de género
basandose en el analisis del gen de ARNr 16S con los primers
especificos F-LBF y R-LBF. Obteniendo un producto esperado
entre 150-180 pb en todas las muestras (figura 2), lo que
confirmaque pertenecen al género Lactobacillus spp.

Figura 2

En la identificacion por especie, se encontraron las especies L.
inners, L. jensenii y L. crispatus.

En la identificacion de la produccién de é&cido lactico, 17
muestraspresentaron un crecimiento en el que se observd un
cambio de coloracion en el medio debido a la reduccidn de pH,
tornandolo amarillo, y se considera la prueba positiva (Figura
3A), Mientras que 16 muestras no presentaron un cambio de
coloracion en el medio, por lo que se consideraron negativas.
(figura 3B).

Figura.3

Conclusiones

Se logré aislar lactobacilos de exudados vaginales, ademas
se logré determinar que de los aislados obtenidos, hay
lactobacilos capaces de producir &cido lactico, por lo que la
microbiota vaginal es fuente de dichos microorganismos. Sin
embargo, también existieron aislados que dieron resultado
negativo, por lo que no todo lactobacilo aislado de la flora
vaginal es productor de acido lactico.
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Introduccion
Las celulasas son enzimas que hidrolizan a la celulosa, principal
polisacérido de las células vegetales. Estas enzimas son de
amplia aplicacion en la industria alimentaria como la extraccion
y clarificacion de zumosvegetales, también como
biocombustible (bioetanol y biobutanol), en la industria textil
con el procesamiento del algoddn, en la industria del papel con
el reciclaje de este. Se ha reportado la produccion de celulasas a
partir de microorganismos como bacterias y hongos; sin
embargo, los hongos filamentos son de mayor interés para la
produccion de enzimas, debido al alto nivel de rendimiento®.
Ademas, se ha reportado el uso de residuosagroindustriales
como una estrategia sustentable para la produccién de enzimas
de interés industrial. Este trabajo tiene como objetivo la
produccion de celulasas apartir de Penicillium crustosum
evaluando el uso de agroresiduos (salvado de trigo y cascara de
limén) como cosustratos mediante fermentacion sumergida.

Metodologia

La propagacion del hongo P. crustosum se llevo a cabo en
medio PDA a 30°C/ 3 dias. La produccién enzimaticase llevé a
cabo mediante una fermentacion sumergida a 35°C/144h
inoculado una concentracion conocida deesporas en 100 mL de
medio mineral utilizado como control, y variando los
cosustratos, 2 g de salvado de trigo y 2 g de céscara de limén
previamente secados, molidos y tamizados. La actividad
enzimética sedetermind por DNS leyendo en UV-VIS a 545 nm
2, Unaunidad de actividad enzimatica se definié como la
cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 umolde
glucosa por minuto. Se determind el contenido de proteina
extracelular mediante el método de Bradford leyendo a 595 nm.
Y la actividad especifica se definié como la actividad
enzimatica entre mg de proteina. Un anélisis de varianza
(ANOVA) y una prueba Tukey fueron utilizados para evaluar
los resultados obtenidos, con una probabilidad menor a 0.05.

Resultados y discusién

Laméxima produccion enzimatica se registrd en las 144hde

fermentacion en ambos cosustratos. Se encontrd diferencia
significativa (p < 0.05) entre la produccién enzimética
obtenida con respecto a los cosustratos utilizados. De acuerdo
con el estadistico Tukey, (p < 0.05), se determiné que el mejor
agro residuo fue la cascara de limén con una actividad de 235
U/mL, comparando con el salvado de trigo (93.83 U/mL); esta
diferencia se puede deber a la composicion quimica del agro
residuo y a las condiciones de produccion, debido aque P.
crustosum tiene una mayor afinidad por compuestos acidos?.
De acuerdo con el alto valor de la actividad especifica, se
observé que existe una importante produccion de enzimas
celulasas en cascara de limén por mg de proteina (153.41
U/mg) comparado con el salvado trigo (72.96 U/mg).
Ademas, la actividadenzimatica producida en este trabajo fue
mayor comparando con la literatura (P. crustosum, 5.56
U/mL3)utilizando bagazo de remolacha azucarera.
Conclusién
Penicillium crustosum es un potencial productor de enzimas
celulasas, alcanzando una actividad de 40 vecescon cascara de
limén y aproximadamente 20 veces mayor con salvado de
trigo, comparando con laliteratura. El uso de agro residuos
tuvo un efecto significativo en la produccion enzimética, la
cascara de limén fue el mejor cosustrato debido a que el hongo
tieneuna predisposicion por las condiciones acidas.
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Introduccion

Las lacasas son enzimas que pertenecen a la familia de las
oxidasas multicobre (1), catalizan la oxidacion de un amplio
rango de compuestos lo cual las convierte en un tipo de enzimas
con gran interés de estudio tanto en degradacion/oxidacion de
sustancias, asi como en procesos cataliticos (2). Sin embargo, su
baja estabilidad ante condiciones adversas y su alto costo de
produccion limitan su empleo. La inmovilizacion de las lacasas
puede superar alguna de las limitaciones anteriormente
expuestas, mejorando significativamente sus propiedades
enzimaticas en cuanto a estabilidad en un rango mas amplio de
pH, temperatura y la recuperacion de la enzima del efluente de
origen (3) siendo asi més atractivas para usarse a nivel industrial.
Algunas de las aplicaciones mas importantes de las lacasas son
la deslignificacion de la pulpa en el procesamiento del papel, en
la hidrolisis de residuos lignocelulésicos para la generacion de
biocombustibles y deteccion de compuestos fenélicos durante el
procesamiento de bebidas, el tratamiento de aguas contaminadas
con colorantes sintéticos, farmacos, hormonas esteroideas,
pesticidas y herbicidas clorados, entre otras.(4) el objetivo de
este proyecto fue inmovilizar lacasas en tres 6xidos metélicos
(ZnO, TiO2 y CuO) se evaluar el efecto de la inmovilizacion en
la estabilidad.

Metodologia

Las nanoparticulas de 6xido metalico (ZnO, TiO2 y CuO) se
modificaron quimicamente con 3-aminopropiltrimetoxisilano
(APTMS) y posteriormente se pusieron en contacto con
glutaraldehido como agente de enlace para la inmovilizaciéon de
lacasa. Se probaron cinco diferentes concentraciones (0.3, 0.6. 1,
1.3y 1.6 mg/g de material) de lacasa de Trametes versicolor para
realizar la inmovilizacion y se realizaron pruebas de estabilidad
de los materiales con enzima inmovilizada a diferentes
temperaturas (25°C, 35°C,45°C 55°Cy 65°C) y pH (3, 4,5, 7y
8). La actividad enzimatica se determind por el método de ABTS
y la proteina con Bradford. Los materiales fueron caracterizados
mediante espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR), mediciones de
potencial zeta, difraccion  de rayos X (XRD) y microscopia
electrénica de barrido (SEM).

Resultados y discusién

Las nanoparticulas de ZnO presentaron la mayor capacidad de
inmovilizacion de lacasa con un 98% de retenciéon de enzima,
seguido por el CuO que presento un 78% y finalmente el TiO2
con 69.30% de enzima retenida. EI m&ximo porcentaje de
inmovilizacion coincide con la méxima modificaciéon quimica
alcanzada, ya que el ZnO obtuvo el potencial Z mas positivo
posterior a su modificacion quimica superficial. El biomaterial
(6xido metalico-lacasa) que obtuvo mejor estabilidad a cambios
de temperatura y pH fue el TiOz, ya que su mejor actividad fue a
55 °Cy un pH de 3, seguido por el ZnOa45°Cy un pH de 4,

finalmente para el CuO la mejor actividad fue a 35 °C y a un pH
de 5 como lo reportan Khakshoor et.al 2021 después de llevar
acabo la inmovilizacién . Estos porcentajes fueron los obtenidos
con las mayores concentraciones de inmovilizacion de 1.6 mg/g
de material. En el caso de las caracterizaciones a los materiales
por FTIR-ATR se revel6 que los grupos funcionales de amina se
unieron a las nanoparticulas presentando picos a 1600 cm™y
1200 cm™ que estan asociados a vibraciones N-H y C-N
caracteristicos de una amina secundaria Li et.al 2017. Los
patrones de XRD confirman que la fase cristalina se mantuvo
igual después de la inmovilizacién y en SEM se aprecia que el
tamafio de las particulas aument6 después de la modificacion
quimica.

Conclusiones

El ZnO fue el material en el que se logr6 inmovilizar mayor
porcentaje de lacasa un 98% seguido de CuO con 78%, TiO2 con
69.30%. Sin embargo, el TiO2 mostr6 mejor estabilidad a
cambios de temperatura 'y pH.

El ZnO fue el material que logré una mayor incorporacion de
grupos funcionales segin el valor obtenido en el potencial , y
coincidié que es el que obtuvo una mayor retencién de la
actividad enzimatica de lacasas, lo que demostré que la enzima
se une quimicamente al material.

La modificacion quimica realizada a las nanoparticulas no
modificd su estructura cristalina segiin DRX y en FTIR-ATR se
aprecia la aparicion de grupos -OH & -NH y CH, provenientes
de la modificacién quimica durante las etapas de la modificacion
quimica superficial.
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Introduccion

Las microalgas son organismos microscopicos que en los Gltimos afios
han empezado a recibir cierta atencién debido a sus multiples usos en
las areas bioenergéticas, biotecnolégicas, cosméticas y piscicultura.
Debido a su naturaleza estas utilizan el CO2 presente en el ambiente
para producir carbohidratos, oxigeno y otros compuestos de alto valor
[, Las Chlorella son uno de los géneros mas estudiados debido a su
versatilidad y su amplia cobertura en el medio ambiente. Debido a la
conformacion de su pared celular es posible extraer y convertir la
celulosa a nanocelulosa 2. Esta misma tiene distintos usos como la
fabricacion de piezas de computadoras, automotriz, papel y filtros. Su
mayor ventaja es la rapida y econdmica propagacion en medios
liquidos, sin tener que competir por tierra con otras plantas y esta
puede ser tanto a nivel matraz o en un reactor de bajo costo . El
siguiente trabajo tiene como objetivo producir, extraer y aislar
nanocelulosa mediante el uso de reactivos y métodos de bajo costo,
asi como de bajo impacto ambiental.

Metodologia

Se utilizd Chlorella sorokiniana
previamente aislada de un cuerpo de
agua en el estado de Nuevo Leon. En
donde tomamos una colonia de una
placa con medio LC-Y +1.5% de agar
bacteriolégico . Este es transferido a
un matraz con 100mL con el mismo
medio donde las condiciones de
crecimiento son 24h de luz blanca a 9500 lux, agitacion a 150rpm y
una temperatura de 30 grados Celsius Bl Posterior a los 14 dias se
transfirio el cultivo a reactores de bajo costo de 1L para maximizar
produccién. Con condiciones de 0.1-0.5 vvm aire ambiental, 4500lux,
ciclos de luz 16:8 y 27 grados Celsius. Se cosechd la biomasa al dia
35 mediante centrifugacion a 4,000rpm x 10 minutos. Se hizo un
lavado y se repitio hasta obtener solamente un pellet. Después se llevé
a congelacion para su posterior liofilizacidn. Para la extraccion de
celulosa se realizé una hidr6lisis quimica utilizando H202 y HSO4. De
la biomasa liofilizada se tomaron 0.1g y se le agregaron 2mL de H20x.
Se calentd a 90 grados Celsius durante 1h y con agitacion. Siguiente a
la adicion de 1mL de H202 y 0.1lmL HSOs4 bajo las mismas
condiciones. Finalmente se tomo la mezcla y se microcentrifugo a
14,000rpm x 15min con lavados entre cada ciclo hasta alcanzar un pH
de 51, Se observé la nanocelulosa mediante un microscopio 6ptico y
SEM para la verificacion del producto final.

Resultados y discusion

Se realiz6 una cinética de C. sorokiniana donde se observo que su fase
exponencial se alcanzaba a los 14 dias (1.48 x 10%) a nivel matraz. El
cual se tomé como cultivo inicial para asegurar crecimiento y evitar
contaminacion por competencia. Se obtuvo en promedio 1.235¢g/L de
peso seco de biomasa. Otros autores como Kumar y colaboradores
obtuvieron 1.18g/L de peso seco del alga [, asi como Do y
colaboradores reportaron 0.992 g/L para la misma especie. Mediante
la extraccidn propuesta por Chavez-Guerrero y colaboradores, se

logré extraer y aislar nanocelulosa en forma de plaquetas. Estas estan
conformadas por conjuntos de nano-fibras que fueron apreciadas
mediante SEM y llegan a medir entre 8 a 20nm. Al observar las
plaguetas de nanocelulosa en microscopio 2

Optico es posible apreciar algunos colores
debido a la difraccion de luz.

Conclusiones

Las microalgas como C. sorokiniana en este
caso, son capaces de producir nanocelulosa
debido a la composicion de la pared celular.
En esta se encuentra celulosa, la cual es
posible convertir en nanocelulosa a través de
una hidrolisis quimica. La morfologia de las
plaquetas de nanocelulosa consisten en
bordes irregulares que aparecen en ocasiones
con coloracion debido a la difraccion de luz dependlendo del grosor.
Existe campo para la optimizacion de esta sin embargo parece ser una
buena alternativa a la utilizacion de plantas lefiosas debido al tiempo
y espacio que requieren. Asi como sustituto para plasticos y vidrio.
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Introduccion

Los biopolimeros se estan convirtiendo en una alternativa para
sustituir a los polimeros sintéticos en la fabricacion de empaques,
aparatos electronicos, aditivos alimentarios, entre otros, gracias a
sus propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad®.
Dentro de los biopolimeros més utilizados se encuentra la
nanocelulosa, la cual es obtenida a partir de distintas fuentes como
residuos lignocelulésicos, bacterias y algas®. En este trabajo se
obtuvo nanocelulosa a partir de la pared celular del alga parda
Sargassum spp.; la cual hoy en dia representa una problemaética
debido a su llegada masiva a las costas mexicanas, afectando el
turismo y la salud de los mexicanos®. Para la obtencién de la
nanocelulosa se utilizé un método novedoso basado en el “uso de
un solo recipiente” donde se llevan a cabo las reacciones de
degradacion de componentes no celuldsicos y la hidrélisis de
celulosa, evitando los lavados y neutralizaciones entre pasos, lo
que reduce el uso de reactivos. Con este proceso se logré obtener
la nanocelulosa con un rendimiento del 14.9% y se pudieron
generar films transparentes de nanocelulosa con una transmitancia
del 81%.

Metodologia

El sargazo se recolectd de la costa de Puerto Morelos en
Quintana Roo. El sargazo se lavé con agua a 60 °C para eliminar
contaminantes, posteriormente se filtrd, secd, moli6 y tamizd
(malla 50) para obtener una muestra homogénea. Para el
aislamiento de la nanocelulosa, se afiadieron 5 gramos de polvo de
sargazo en un frasco con 100 mL de H202 (30%) calentado a 70
°C, manteniendo la temperatura una hora, posteriormente se
afiadié una mezcla previamente preparada de 47 mL de H202y 3
mL de H2SO4 concentrado y se continud por una hora mas a la
misma temperatura. El frasco se autoclavé a 110 °C, 0.5 Psi por
60 minutos. El s6lido remanente se filtrd a vacio y se resuspendio
en agua y NaOH para neutralizar el pH. Finalmente, el sélido se
filtré una vez més y el gel obtenido fue depositado en un recipiente
para obtener un film delgado por el método de secado por
evaporacion. La nanocelulosa obtenida fue analizada por
espectrofotometria UV-Vis y microscopia electronica (SEM).

Resultados y discusién

La transmitancia determinada por espectrofotometria UV-Vis
fue de alrededor del 81% en el rango del visible (fig. 1), lo que
puede considerarse altamente transparente. Esta propiedad puede
ser una ventaja si el biopolimero se utiliza como aditivo en la
produccion de bolsas de pléstico transparentes o pléastico de
emplaye?.El analisis por SEM mostré que la nanocelulosa en
forma de ldminas (Fig. 2a) estd conformada por nanofibras de
celulosa entrelazadas con un didmetro promedio de 15 nm (Fig. 2b
y ¢). La nanoldmina de la figura 2a presenta una longitud de 66
pum y un grosor de 0.1 pm dando una relacion de aspecto

(longitud/grosor) de 660. Nanolaminas con caracteristicas
similares se han obtenido previamente del Agave salmiana®.
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Figura 1. Transmitancia del film de nanocelulosa aislada de Sargassum
spp. comparada con la de un portaobjetos.
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Figura 2. Micrografias obtenidas por SEM de una nanolamina de celulosa
a diferentes aumentos (a y b). Didmetro promedio de las nanofibrillas
entrelazadas (c).

Conclusiones

En este trabajo se lograron aislar nanoldminas de celulosa a
partir de la pared celular del sargazo, utilizando un método donde
se ahorran reactivos y pasos consecutivos. Esta técnica podria
emplearse para tratar de solucionar la problemética que representa
el sargazo para México, y al mismo tiempo obteniendo un
producto de alto valor.
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Introduccion

En las Ultimas décadas las enfermedades causadas por
Flavivirus, principalmente dengue y zika han ido en aumento,
convirtiéndose en un problema de salud mundial®. Para poder
combatir estas enfermedades de una manera eficiente y brindarle
al paciente la mejor atencion se hace necesario desarrollar
métodos de diagndstico econémicos que puedan llegar a todos y
al mismo tiempo rapidos y confiables. Una alternativa que esté&
cobrando mucha fuerza son los sensores para la deteccion de
agentes infecciosos. Por estas razones nuestro trabajo se centra en
desarrollar un inmunosensor voltamperométrico para detectar la

proteina E de Flavivirus?2,

Metodologia

Se trabajo con electrodos con un disefio clasico de tres
electrodos: un electrodo de trabajo de oro, un electrodo de
referencia de plata y un contraelectrodo de oro. El electrodo de
trabajo se traté con acido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA), a
continuacion, se trabaj6 con 1-etil-3-(3- diaminopropil)
carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) y finalmente
se inmovilizo el anticuerpo monoclonal anti-flavivirus 4G2. Se
evaluo el electrodo funcionalizado frente a sueros de individuos
sanos, sobrenadante de cultivos celulares infectados con el virus
del Dengue y de Chikungunya. Las mediciones electroquimicas de
voltamperometria ciclica se realizaron en un potenciostato-
galvanostato a temperatura ambiente, aplicando voltaje 100mV/s,
potencial —0.5-0.6V y se realizaron 3 ciclos consecutivos.

Resultados y discusion

Los voltamperogramas ciclicos mostraron una disminucion en
las corrientes anddicas y catddicas en cada una de las mediciones
llevadas a cabo, en cada etapa de la funcionalizacion del electrodo
(figura 1), a partir de ahi se evaluaron las reacciones antigeno-
anticuerpo y se observd cambios en el flujo de electrones por la
deteccion de la proteina E de DENV 1,2y 3, en diluciones de 1:5,
1:10y 1:50, asi como DENV 1y 2 aislados de pacientes de Nuevo
Ledn, mostrando picos disminuidos con respecto al electrodo sin
modificar (figura 2). También se presentaron cambios en los ciclos
voltamperométricos entre muestras que tienen dengue y las con el
otro agente viral (virus de Chikungunya como control) donde no
hubo disminucidn de la corriente y se puede decir que no se unio.
Otro control fue el suero de personas sanas, en este caso tampoco
se registraron cambios en el electrodo lo que nos indica que no se
dieron reconocimientos inespecificos (datos no mostrados en el
resumen).

Figura 1. Voltamperogramas ciclicos de cada paso de la modificacion
o funcionalizacion de la superficie del electrodo.
A B

A
r/ )

Figura 2. Voltamperograma ciclico de la reaccion antigeno-anticuerpo
de diluciones 1:5, 1:10 y 1:50 de DENV1 (A) diluciones 1:5, 1:10 y 1:50
de DENV?2 (B).

Conclusiones

Se logr6 la modificacién y funcionalizacion del electro de oro
para poder ser empleado como un inmunosensor evaluando por
voltamperometrias ciclicas, como herramienta de deteccion y
diagnéstico. Ademas, si se podria de manera cualitativa
discriminar entre los agentes virales que se evaluaron y que son
transmitidos por artropodos y cuya sintomatologia son similares.
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Introduccion

Las cutinasas pertenecen a las hidrolasas, siendo esterasas cuya
funcién consiste en degradar la cutina de las plantas, por lo cual
son producidas por microorganismos como  hongos
fitopatégenos, aunque actualmente ya se ha descubierto que
pueden provenir de otras fuentes. Una ventaja es su amplio
margen de usos, debido a sus caracteristicas.*3. Debido a la
amplia distribucion del agave en el pais, y como el Agave
salmiana es una planta extendida por la region, se espera
aprovechar las hojas para producir las cutinasas.

El estudio se enfoca en usar las hojas del agave para aislar y
seleccionar hongos productores de cutinasas, para caracterizarlas
y aplicarlas en biorremediacion.

Metodologia

Se realizo la técnica de dilucion y siembra en placa para el
aislamiento de los hongos, a pencas de agave deterioradas. Para
esto se realizd un medio minimo modificado (KH2POxs,
(NH4)2S04, MgSO4+7H20 y CaClz), utilizando rojo de fenol
como indicador a un pH de 8.3, y 1% p/v de aceite de oliva, esto
con el fin de revelar la produccién de esterasas, como un halo
color amarillo®. De los hongos que se llevaron a incubacion a
28°C por 5 dias, se seleccion6 aquellos con el mayor valor de
indice de potencia, que es la relacién entre el halo de hidrélisis y
de crecimiento. Posteriormente se realizaron un examen
macroscopico y microscopico a cada hongo para identificarlos.
Para determinar si las esterasas producidas son cutinasas, se
realizd una prueba con los hongos, cultivdndolos en matraces con
un contenido de 25 mL de medio minimo modificado, cutina al
1% p/v extraida de cuticula del agave, a pH de 4.9, incubadas a
130 rpm, a 28°C por 5 dias, y como control se dej6 un matraz sin
inéculo. Una vez observado crecimiento dichos matraces, se
procedié a realizar otra prueba para determinar cuél producia
mayor biomasa, agregando 3 aceites mas (girasol, soyay canola),
y se pesO la biomasa obtenida en cada uno en papel filtro,
previamente secado a 60°C, y se conservo el sobrenadante para
uso futuro. Para determinar que si se produjeron enzimas, se
realizd una prueba rdpida a diario en la que se colocd
sobrenadante tanto del medio acuoso como del aceitoso en un
tubo que contenia reactivo de Bradford y otro con rojo de fenol
y se esper0 hasta ver si habia un cambio de color en dichos tubos.

Resultados y discusion
Se obtuvieron 52 aislados, de los cuéles 9 mostraron mayor
actividad enzimética esterasa, y solo 3 obtuvieron el mayor

indice de potencia (1.48 en A8, 1.5en T2 7-12y 1.52 en T3 7-
12). De acuerdo con los examenes macroscopicos Yy
microscopicos, en base a lo observado y comparando con la
literatura, se determind que los hongos correspondian a los
1).
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Fig. 1. Examen macroscépico y microscopico a los hongos.
En cuanto al crecimiento de los hongos en los matraces, si hubo
crecimiento en aquél con cutina, por lo que indica que si

producen cutinasas (Fig. 2).
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Fig. 2. Crecimiento de hongos en medio minimo con cutina.
En la prueba en la que se usaron distintas fuentes de carbono, el
aceite de soya mostré la mayor biomasa producida respecto a los
demas en 2 de los 3 hongos (0.0188 g en A8 Aspergillus, y
0.0144 g en T3 7-12 Alternaria). En cuanto a la prueba con el
reactivo de Bradford y el rojo de fenol, solamente A8 mostré un
cambio de color en ambos tubos (Fig. 3).
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Fig. 3. Pruebas con reactivo de Bradford y rojo de fenol.

Conclusiones
Se aislaron hongos productores de cutinasas a partir de Agave
salmiana, A8 mostrd ser quien produjo enzimas respecto a los
demés hongos.
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