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RESUMEN

Ningun sistema se encuentra aislado; siempre esta interactuando con otro.
Tales el casode losrios, cuyo origeny caracter estan relacionadosy deriva de
su medio, tanto externo como interno. Se examinan los procesos y
dinamicas que ocurren en estos medios, describiendo al rio desde una
perspectiva que lo considera como un ente complejo, que alberga una
inmensidad de formas de vida que, a su vez, interactdan con sus factores
bidticos. Atributos que permiten al rio autorregularse y adaptarse con su
medio circundante (cuenca hidrografica). Asimismo, se conceptualiza al rio,
como el reflejo que evidencia el estado de salud general de la cuenca, cuya
estabilidad depende de la condicidon y equilibrio del ecosistema fluvial,
demostrando que, como es adentro, es afuera. En este contexto, se destacan
ciertos procesos interesantes que se contrastan de manera analoga con
otros sistemas naturales, donde simbdlicamente se replican.

ABSTRACT

No system is isolated; it is always interacting with another. This is the case of
rivers, whose origin and character are related and derive from their
environment, both external and internal. The processes and dynamics that
occur in these environments are examined, describing the river from a
perspective that considers it as a complex entity, which houses an
immensity of life forms that, in turn, interact with their biotic factors.
Attributes that allow the river to self-regulate and adapt to its surrounding
environment (hydrographic basin). Likewise, the river is conceptualized as
the reflection that shows the general health of the basin, whose stability
depends on the condition and balance of the river ecosystem,
demonstrating that, as it is inside, so it is outside. In this context, certain
interesting processes are highlighted that are contrasted in an analogous
way with other natural systems, where they are symbolically replicated.

PALABRAS CLAVE:
Interrelacion, cuenca
hidrografica,
ecosistema fluvial,
estado de salud,
analogias.

KEY WORDS:
Interrelation,
hydrographic basin,
river ecosystem, health
status,analogies.
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INTRODUCCION

Lavida en el planeta Tierra es el resultado de
la interaccion e integracién de un sinfin de
componentes y procesos, gue van desde escala
subcelular hasta la planetaria. Una cualidad de
estos sistemas es que las interacciones son una
constante que se replica de manera fractal en
todos los niveles de organizacion de la vida, y
ninguno de sus componentes se encuentra
aislado o es ajeno del resto (Carabias et al., 2009;
Castro-Carranza, 2020).

A escala ecosistémica, es posible apreciar
estas interacciones de manera evidente, donde
los organismos biolégicos interactdan entre siy
con los componentes ambientales,
compartiendo y transformando la materia y la
energia. Un tipo de ecosistema que se
caracteriza por su alta complejidad de
interacciones y dinamismo que hay entre sus
componentes, son los rios (Sabater y Elosegui,
2009;Chengetal.,2018).

En los rios, el agua es un elemento clave que
hace que estos (y el ecosistema fluvial asociado)
sean |los mas biodiversos de todos los
ecosistemas epicontinentales. Pues a pesar de
gue la extension de los rios se estima cubre solo
0.1% de la superficie terrestre y que contienen
aproximadamente 0.00015% del volumen de
agua qgue discurre en el planeta, en ellos se
reconocen alrededor del 10% de toda la
diversidad conocida actualmente (Cervantes,
2007; Sabatery Elosegui,2009; Gleick, 2019).

Aunque en el planeta el agua en su totalidad
sea un recurso infinito, no es asi para los rios, los
cuales dependen de su disponibilidad y de sus
aspectos cualitativos, para conformarse,
asegurar su adecuado funcionamiento, estado
de salud, y perpetuar su enorme capacidad para
albergar y propiciar la vida (Sanchez, 2007,
Dominguezetal.,2020).

Es decir, en los rios, su formacidon,
conformacién y equilibrio estan determinados
por factores externos e internos (Horacio et al,
2018; Gleick, 2019).

Donde, la disponibilidad de agua se
relaciona directamente con la cuenca
hidrografica, incluyendo su tamafo, cobertura
vegetal, uso de suelo, clima y el ciclo
biogeoquimico del agua, aspectos asociados al
medio externo. Mientras que los aspectos de
calidad del agua, estan vinculados tanto con el
medio externo, es decir, a los componentes de la
cuenca en relacién al aporte de materiales y
posibles contaminantes, como con el medio
interno o ecosistema fluvial; el agua misma, sus
propiedades, elementos disueltos y
constituyentes biolégicos, que en conjunto le
confieren su capacidad resistente, auto-
depuradora y resiliente (Cervantes, 2007; Gleick,
2019; Wang et al.,2024).

En este contexto, el objetivo del presente
trabajo es analizar y destacar como se
interrelacionan los factores internos y externos
en la existencia de un rio, contextualizando los
procesos de formacién y modificaciones en la
cuenca gue le dan origen y lo caracterizan. Asi
mismo, se busca resaltar cémo la complejidad
de los procesos ecosistémicos internos permite
que el rio se autorregule y mantenga un estado
de equilibrio capaz de soportar una gran
biodiversidad, tanto en la cuenca hidrografica
como en el ecosistema fluvial mismo. Un
ecosistema cuyo estado de salud es el reflejo de
las condiciones que suceden tanto adentro
como afuera.

CUENCA HIDROGRAFICA (MEDIO EXTERNO):
DISPONIBILIDAD DEL AGUA Y ORIGEN DE LOS
RiOS

Los rios tienen su origen en las partes mas
elevadas de un régimen montanoso o cualquier
relieve demarcado por grietas o fisuras
inundables, con cierto grado de pendiente que
permite que el agua de las lluvias tome un cauce
y confluya hasta la region mas baja de esa
cuenca hidrografica (Figura 1) (Horacio et al,
2018).
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Figura 1. Vista aérea de una secciéon de la cuenca hidrografica del rio Piaxtla.
Fuente: Google (2021).

En este sentido, se considera a la cuenca
hidrografica como el esquema principal que le
da origen y tipifica a un rio, asi como el medio
externo con el cual estad interactuando. Una
cuenca se estructura de manera fractal
ramificada, es decir, el agua de las lluvias escurre
por gravedad hacia una porcién de terreno
inundable (nanocuenca), que a su vez forma
parte de un terreno mayor (microcuenca), y que
progresivamente constituye una red de drenaje
(cuenca) (Figura 1y 3). La confluencia de cursos
del agua se puede ordenar y nombrar acorde a
un sistema de clasificacién jerarquico, donde los
cauces que no reciben tributarios se les asigna
del orden 1; cuando interactUan dos cauces de
orden 1 dan origen a un cauce de orden 2,y asi
progresivamente (Sanchez, 2007; Pozo y
Elosegui,2009).

De modo que el tamano y conformacion
delosriosdependera de ladimensiony orografia
de la cuenca, del clima, la vegetaciéon y de la
distancia entre las montafas con el mar o su
desembocadura. Asi, las dimensiones de los rios

pueden abarcar varios érdenes de magnitud, los
hay desde pequenos arroyos con algunos
centimetros de profundidad y anchura, hasta
grandes rios kilométricos, de decenas de metros
de ancho y profundidad (Pozo y Elosegui,
2009).Esta red de drenaje, se puede
esquematizar de manera analoga a las
ramificaciones de un arbol (Horacio et al., 2018;
Castro-Carranza, 2020), donde las hojas
representan las microcuencas, que se conectan
a través de los peciolos con las ramitas (arroyos
de orden 1), y estas a su vez se conectan con
ramas mayores (arroyos de orden 2), luego con
ramas aun mas grandes (arroyos de orden 3) y
finalmente con el tronco (rio), gue se conecta con
la raiz, interactuando de este modo con otros
elementos del suelo. De una manera similar a la
desembocadura de un rio al mar o en una
planicie. Esta analogia también se representa en
un sinfin de formas, por ejemplo, en las
minusculas estructuras respiratorias de algunos
insectosacuaticos (Figura2).
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Figura 2. Esquemas ramificados de ordenamiento fractal en sistemas naturales. (A) Rio en una
cuenca hidrografica, (B) arbol tipico, (C) branquia de un insecto acuatico.
llustracién: E. Alan Rodriguez-Rios.

CUENCA HIDROGRAFICA (MEDIO EXTERNO):
CONDICIONAMIENTO DE LA CALIDAD DEL
AGUA DE LOS RIOS

Recordando el ciclo del agua, esta tiene
una ruta tipica (Figura 3): el agua se precipita de
la atmoésfera en forma de lluvia sobre los
continentes, donde una parte se infiltra al
subsuelo y otra escurre por gravedad desde las
partes altas por arroyos hacia los rios, para
regresar al océano. El agua de los océanos es
calentada por la energia del sol hasta que se
evapora, asciendey se condensa en la atmasfera.
Las nubes también se forman a partir de la
captaciéon de vapor de agua proveniente de los
ecosistemasterrestres, de fuentesderivadasde la
evapotranspiracion, como la evaporacion del
agua contenida en el suelo y de los cuerpos de
agua,asicomodelatranspiracion delas plantasy
en menor proporcidon de los animales (Carabias
et al.,, 2009). Estos factores interactuan de
manera sincrénica en un vaivén perpetuo, en
apariencia cadtico pero ordenado (Castro-
Carranza, 2020).

Como es de apreciar, el agua siempre esta
en constante movimiento, en un camino donde
interactUa con la atmdsfera, la superficie
terrestre, los océanos y la bidsfera. Pasa por
diferentes estados de agregacién y adquiere
diferentes propiedades guimicas, fisicas y

biolégicas (Pozoy Elosegui, 2009).

Elaguadelaslluvias es parcialmente pura,
pero a medida que cae y escurre por las
pendientes de la cuenca, disuelve ciertos
compuestos que estan en su camino, los cuales
se acumulanyson arrastrados aguas abajo (Pozo
vy Elosegui, 2009). Por lo tanto, la calidad del agua
gue fluye por los rios esta directamente
relacionada con el tipoy cantidad de sedimentos
y solutos que llegan a ella (Sierra-Ramirez, 2011).
Un punto para destacar es la cobertura vegetal y
particularmente la vegetacién de ribera, que es
el conjunto de plantas que crecen a las orillas de
los rios. Su importancia radica en que esta zona
actla como amortiguadora entre la cuenca y el
rio, requlando el flujo de escorrentias, su aporte
nutrimental, sedimentario, filtraelaguay mejora
su calidad (Wang et al., 2024). En otras palabras,
las caracteristicas del medio circundante como
el tipo y uso de suelo, y la cobertura vegetal
determinan la calidad delagua (Gleick, 2019).

Entendiéndose a calidad de agua, como
el grado en que esta es idénea o aceptable para
satisfacer ciertos requerimientos, en este caso, el
de los seres vivos (tanto acudaticos como
terrestres). Por lo tanto, debe de contener
nutrientes, minerales y otros elementos
indispensables para la biodiversidad (Sierra-
Ramirez, 2011; Dominguez et al.,2020).
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Figura 3. Ciclo del agua sobre una cuenca hidrografica. llustracion: E. Alan Rodriguez-Rios.

Estos rasgos estan condicionados por las
modificaciones realizadas por los humanos en la
cuenca. Actividades como la agricultura, la
ganaderia, laindustriay la urbanizacién cambian
las condiciones naturales de los rios (Cuadro 1)
(Garcia-Ruiz y Lana-Renault, 2011; Postel y
Richter, 2012). Para llevar a cabo estas
actividades, se ha recurrido al desmonte y
deforestaciéon, factores que alteran la
disponibilidad y calidad del agua. Estose debea
gue, al remover la vegetacion local, cuya funcion

essimilar ala hecha por la vegetacioén riparia, los
suelos quedan expuestos, lo que los hace
propensos a degradarse y erosionarse,
facilitando su arrastre por las escorrentias
(Garcia-Ruiz y Lana-Renault, 2011; Wang et al,,
2024). Ademas, en la urbanizacién grandes
extensiones se impermeabilizan con concretoy
asfalto, potenciando las inundaciones.
Dependiendo del nivel de actividad, serd el
gradodealteracion (Postely Richter,2012).
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Cuadro 1. Actividades humanas ocurridas en la cuenca y sus efectos en los rios.

Fuente: Postel y Richter (2012).

Actividad Efecto

Pastoreo Erosion del suelo, aumento de sedimentos
Desechos agricolas y Eutrofizacion, eleva el consumo de oxigeno

ganaderos
Carreteras y
urbanizacién
Tala y desmonte

Erosion de suelos, desmonte. Suelos impermeables: impiden
infiltraciones y crecimiento vegetal
Cambios en la cobertura vegetal y estructuras de retencion. Afecta las

entradas de hojarasca y productividad de las cadenas troficas
Vertidos industriales Entrada de metales pesados y compuestos téxicos. Pérdida de calidad

y urbanos
Especies invasoras

del agua, afectaciones de la salud humana y biodiversidad
Desplazamiento y pérdida de especies nativas

Presas Trastoca la dinamica hidrobioldgica de todo el ecosistema

Gestion del agua

Regulacion y periodicidad de caudales en presas y canales

Una perturbacidn muy frecuente, es la
contaminacion. Cabe destacar que para que un
elemento sea considerado contaminante, debe
exceder los umbrales de depuracion que tienen
los ecosistemas fluviales (Sierra-Ramirez, 2011).
Por ejemplo, las aguas residuales tienen un alto
contenido de materia organica, lo que puede
enriguecer excesivamente el rio con nutrientes,
provocando el crecimiento desmedido de algas
y plantas acuaticas. Aunado a la descomposicion
de materiales esto conlleva a un fuerte consumo
de oxigeno disuelto, pérdida de la calidad del
agua, muerte de organismos e incluso danosala
salud humana (Cervantes, 2007, Sierra-Ramirez,
20M).

En las partes altas de la cuenca, la calidad
del aguay el estado ecosistémico de los rios son
mejores en comparacién con los que estan
ubicados en las partes bajas. Esto se debe al
contraste que hay en la cantidad de agua que
discurre en estas regiones, al bajo aporte de
sedimentos y a un proceso acumulativo de
perturbaciones. De modo que una perturbacion
qgue ocurre en las zonas altas, puede llegar a
repercutir rio abajo, afectando elentorno natural,

traduciéndose en la pérdida de calidad
ambiental y detrimento en la biodiversidad
(Pozoy Elosegui,2009; Horacio et al.,2018).

De ahi se resalta que cualquier actividad
humana tiene consecuencias en los entornos
naturales. Por lo tanto, el ideal es mantener la
cuenca en un estado optimo, considerando las
actividades humanas como parte de los
procesos ecoldgicos de los rios, para asegurar
integridad y funcionalidad ecosistémica y
mejorar su resiliencia (Sanchez, 2007, Wang et
al., 2024).

RiOS (MEDIO INTERNO): ECOSISTEMA
FLUVIAL

Los rios son ecosistemas sumamente
dindmicos, heterogéneos y complejos (Pozo y
Elosegui, 2009). Una complejidad que proviene
de lainteraccion de sus componentes bioldgicos
y su medio abidtico (Carabias et al, 2009). Si
hacemos una analogia, se podria decir que esta
interaccion ocurre de la misma manera que el rio
interactuando con su cuenca, solo que, en este
caso, el rio representaria el medio externo y el
organismo el mediointerno.



Organo de difusién cientifica y tecnolégica del Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrallo Integral Regional Durango CIDIR-IPN

Vidsupra
vision cientifica

En primera instancia es necesario
describir sus componentes abidticos. Los rios
estan estructurados jerarquicamente en
afluentes que se interceptan sucesivamente
para formar cauces cada vez mayores, los cuales
varian en complejidad en respuesta a su
ubicacién espacial-altitudinal, a la hidrologia
temporal, y al contenido y transporte de
materiales. Esta dinamica se manifiesta también
de manera espacial,enlaanchura, profundidady
cobertura del cauce sobre la zona riberefa y
planicie deinundacién (Horacioetal.,2018).

Este elevado dinamismo temporal y
espacial propicia que los rios sean muy
heterogéneos. Esta heterogeneidad covaria con
las lluvias y se diferencia entre los tramos de la
cuenca, donde, conforme se desciende en
altitud, hay menos pendiente, pero mas anchura
y profundidad. Estas variaciones de
heterogeneidad se expresan en los diferentes
habitats a lo largo de todo el rio, dictando el tipo
comunidades bidticas que se van a establecery
que, consecuentemente influyen en la
complejidad del rio (Cheng et al., 2018;
Dominguezetal.,2020).

Los componentes abidticos que
confieren heterogeneidad son el cauce, caudal
circulante, y el flujo de solutos y materiales
(Sabater y Elosegui, 2009; Dominguez et al,
2020).
el 0s cauces son componentes principales en
lacomposicion fisica del medio abidtico, y
presentan grandiversidad deformas. Pueden ser
rapidos o en pozas, profundos o someros, con o
sin deposicion de sedimentos y materia
organica, entre otros.
oE| caudal circulante expresa la cantidad y la
velocidad de agua que fluye por un punto,
determina la cantidad y retencidén de materiales,
asicomo latasa de oxigenaciondelagua.
elLa carga de materiales transportados, esta
conformada por particulas de erosion de suelos,
rocas, materia organica y otros sedimentos de la
cuenca. El tamano de estas va desde arcillas y
hojas, hasta rocas y troncos. Su concentraciéon
varia en funcion del caudal circulante,y a medida
gue el caudal disminuye, la concentracién baja
(Sierra-Ramirez, 2011).

Cuadro 2. Algunos parametros fisicoquimicos del agua y su significancia para la vida acuéatica.

Fuente: Dominguez et al. (2020).

Parametros

Significancia

Caudal Influido por

Temperatura
organismos

Oxigeno disuelto

pH

Nutrientes

la velocidad de corriente.
hidrobiolodgicos del cauce
Influye en la solubilidad del agua, en el metabolismo y distribucion de los

Establece los patrones

Indispensable para la respiracion
Afecta la disponibilidad de nutrientes y tasas fotosintéticas
Compuestos como el fosforo y nitrogeno son esenciales para los

organismos, pero en exceso producen eutrofizacion

Materia organica

Incide en los solidos disueltos, cambia el pH, disponibilidad de nutrientes,

afecta tasas de consumo de oxigeno. En exceso puede ser toxica. Sirve de
refugio para algunos organismos

Solidos disueltos

temperatura
Compuestos
inorgéanicos minerales
Toxicos

Influye en la turbidez del agua y condiciona la entrada de luz. Aumenta la
Repercute en la inercia quimica de algunos iones y en la disponibilidad de

Metales pesados, herbicidas y pesticidas dafian a los organismos
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Las diferencias entre estos factores explican las
variaciones en la fisicoquimica del agua, de la
cual dependen los organismos para establecerse
ysubsistir (Cuadro 2) (Dominguezetal.,2020)
Algo particular que sucede en los rios es que la
materia y energia fluyen activamente, a
diferencia delosecosistemasterrestres, donde se
almacena en los tejidos de plantas y la biomasa
permanecefija (Sanchez,2007).

De este hecho, se puede proyectar una
simple analogia: los rios actian como las arterias
y venas de un sistema circulatorio. Las arterias
llevan sangre oxigenada y provista de elementos
nutritivos para las células y tejidos, de la misma
manera en que los rios transportan agua
oxigenada y nutrientes para los ecosistemas
circundantes. Las venas, conducen sangre
desoxigenada y metabolitos de desecho, similar
a como los rios también arrastran detritos y
elementos contaminantes provenientes de su

entorno para ser depurados, de la misma forma
en como la sangre es limpiada por ciertos
6rganos (Cheng et al, 2018; Castro-Carranza,
2020; Guyton y Hall, 2020). Los organismos
reaccionan einteractlan con ladisponibilidad de
materia (nutrientes y compuestos disueltos) y de
energia (caudal y luz solar) para vivir en el
ecosistema. En este sentido, se adaptan a las
condiciones del medio abidtico, o bien, se
desplazan en buUsqueda de las condiciones
adecuadas (Carabias et al,, 2009; Horacio et al,,
2018).

Ademas, los organismos pueden
modificar su entorno. Por ejemplo, en algunos
rios,un gran aporte de nutrientes provoca que las
algas filamentosas se desarrollen y se
reproduzcan de manera acelerada,
incrementando la tasa fotosintética del sistema
aumentando el oxigeno disuelto.

Peces

omnivoros
Crustaceos l
menores
( ) Larv

iy

Algas epifitas

Gusanos
redondos

detritivoros

as de
insectos

Anfibios
Insectos
adores
Moluscos

Algas del

Materia
organica
descompuesta Plantas

mayores

Hojarasca Crustaceos
(externa) (mayores)

Figura 4. Ejemplosimplificado de una red tréfica de unrio. llustracion: E. Aldan Rodriguez Rios.
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Otro efectoesque, al poseer una biomasa
tan grande, llegan a disminuir la velocidad de
corriente y cambia la conformacién de
microhabitats, impidiendo que algunos
invertebrados puedan colonizar esos sitios
(Sabatery Elosegui,2009; Sierra-Ramirez, 2011).

El componente bioldgico de los rios es
particularmente diverso, albergan
aproximadamente el 10% de lo toda la diversidad
bioldgica conocida, incluyendo entre otros:
peces, algas, plantas acuaticas, reptiles, anfibios,
aves, hongos, protozoos, esponjas, gusanos
planos y redondos, aracnidos, crustaceos,
moluscos e insectos.

Estos dltimos seis grupos forman parte
de los macroinvertebrados acuaticos, los cuales
son un eslabén fundamental de las redes
tréficasen losrios (Figura 4).

Su funcién consiste en: 1) mantener el
flujo de materia y energia, escandalo de los
productores primarios a los niveles superiores, y
2) degradar y reintegrar la materia organica al
sistema. Asi pues, estos organismos también
modifican su medio externo, depurando y
limpiando el agua de los rios (Sanchez, 2007;
Sabater y Elosegui, 2009; Dominguez et al.,
2020).

Los procesos e interacciones que ocurren
entre los componentes bidticos y abidticos
confierenalosriosun caracter resiliente, esdecir,
la capacidad para resistir ciertos cambios y
regresar a su estado inicial o previo a disturbios
moderados (Sanchez, 2007; Horacio et al., 2018;
Wangetal.,, 2024).

Mientras mas elementos de diferente
indole participen en el entramado de
interacciones de los ecosistemas fluviales y sean
mas diversos, mayor sera la heterogeneidad,
dinamica y complejidad (Carabias et al., 2009;
Horacio et al., 2018). En otras palabras, serdn rios
massaludables.

RIOS: MEDIO INTERNO SALUDABLE, MEDIO
EXTERNO SALUDABLE

La identidad y atributos de un rio son el
reflejo de su medio externo (la cuenca) y de las
dindmicas que ocurren en su interior, entre los
organismos con los factores ambientales. Estos
procesos ecolégicos son ciclicos y mantienen al
ecosistema en un estado de equilibrio y
bienestar, asegurando la prevalencia de laviday
todos los beneficios que de su existencia derivan
(Gleick,2019).

Los rios saludables proveen una enorme
gama de servicios ambientales, tales como:
recurso hidrico, provisién de alimentos,
purificacion de agua, reduccidon del riesgo de
inundaciones, mitigacién de sequias,
Mmantenimiento de suelos fértiles, suministro de
nutrientes, regula la salinidad de zonas costeras,
creacioén de sitios recreativos y de conservacion
de la biodiversidad (Postel y Richter, 2012; Cheng
etal.,2018).

En los humanos, al igual que en los rios,
influyen multiples factores que determinan su
estado de salud y funcionamiento (Figura 5)
(Postel y Richter, 2012; Guyton y Hall, 2020;
Moreno-Sanchezetal., 2022).

De manera similar, se pueden clasificar
en factores internos y externos. En los humanos,
serian estos:

eFactores internos: genético-
hereditarios, edad, sexo, enfermedades crénicas,
estado y percepcion emocional, alimentacion,
nivel de actividad fisica, sueno (algunos de estos,
aunque influenciados por el ambiente, son
decisiones personales).

eFactores externos: habitat, calidad del
agua, disponibilidad de alimentos, clima,
exposicién a sustancias, situacidon econémica,
educacioén, acceso a servicios de salud de calidad
y prevencién de enfermedades.



Organo de difusién cientifica y tecnolégica del Centro Interdisciplinario de Investigacién para el Desarrallo Integral Regional Durango CIDIR-IPN

Vidsupra
vision cientifica

Cambio L,
climatico  Gestion del agua
Contaminacion ai &
Pwe ;{

Especies
invasoras

Ciclos y flujos de Estructura del
nutrientes-energia habitat

: ‘i' Clima
N P

Fisico-quimica
del agua

Biolégicos O Psicologicos

Genética Estilo de vida

Ambientales Salud publica

Sociales Economicos

Figura 5. Factores internos y externos que inciden el estado de salud del rio y del humano.

llustraciéon: E. Aldan Rodriguez-Rios.

El ser humano necesita agua para
subsistir; la utiliza de manera directa o indirecta
en todas sus actividades, desde beberla hasta en
la produccién de alimentos, vestimenta u otros
insumos. Por lo tanto, si qgueremos agua y que
esta seadecalidad, esfundamental mantener un
ciclo hidrolégico adecuado sobre las cuencas
hidrograficas (Riojas-Rodriguez et al., 2013;
Cheng et al., 2018). Esto no solo dependera de la
esperanza que tengamos en el temporal de
[luvias o de que se formen nubes en los océanos.
Como ya vimos, depende de la interaccion de
muchisimos factores. Pero, en resumen, para
seguir disponiendo del recurso agua, es
indispensable que las cuencas hidrograficas
estén los mas sanas y estables posibles. Que la
cobertura vegetal de estas sea abundante y poco
alterada, que se reduzca y modere el cambio de
uso de suelo para actividades humanas, y se
regulen el resto de actividades para reducir el
impacto ambiental. Todo esto con el fin de
asegurar el adecuado funcionamiento y estado
de salud de los rios (Garcia-Ruiz y Lana-Renault,
2017; Gleick, 2019; Wang et al.,2024).

Haciendo énfasis en lo anterior, el ser
humano no es un elemento ajeno al mundo
natural; interactUa con muchos ecosistemasy es
un componente mas de ellos, aunque para su
mala fortuna los dafie demasiado.

Siempre dependera de estos, de su
medio externo para su adecuado desarrollo,
salud y supervivencia (Riojas-Rodriguez et al,
2013; Moreno-Sanchez et al., 2022). En
perspectiva es unaanalogia similar que sereplica
de los rios con su cuenca, solo que a diferente
escala (Castro-Carranza, 2020).

CONCLUSION

La existencia de un rio, y por lo tanto de la
vida en los ecosistemas de una cuenca
hidrografica, depende de sus interacciones que
tiene con el medio externo e interno, asicomo de
su capacidad para integrar todos estos
componentes y formar un sistema unificado. De
modo que, hacia afuera, el rio proporciona un
recurso fundamental para el resto de
ecosistemas de la cuenca, incluyendo al ser
humano como un componente de ella. Hacia
adentro, conforma y delimita un ecosistema
fluvial dinamico y complejo, que se equilibra y
adapta con su medio externo. Ambos, aspectos
del mismo ente, demuestran que como es
adentro,esafuera.Ysialgunfactorincide o afecta
a uno de estos medios, sus efectos se reflejaran
en correspondencia en el otro; por lo que, si uno
seencuentraencondicionessaludables, elotrolo
estara porigual.
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CARACTERIZACION QUIMICA DE MEZCLAS DE DESECHO DE NARANJA Y

FRIJOL CON PLEUROTUS OSTREATUS

Chaidez Ayala Cristina Sarahi, Delgado Alvarado Eli Amanda, Naranjo Jiménez Néstor,

Torres Ricario Rene, Almaraz Abarca Norma.
IPN-Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional. U. Durango. Sigma
119, Fraccionamiento 20 de noviembre Il, Durango, Dgo. CP 34000

RESUMEN

Se realizaron técnicas que incluye analisis espectrofotométricos para
caracterizar de manera quimica 9 mezclas fermentadas con hongo de
pudricion blanca (HPB) Pleurotus ostreatus. Dichas mezclas estan
conformadas por desechos de naranja en combinacion con frijol Pinto
saltillo. Estas pasaron un lapso de 17 dias en agitacion para promover la
fermentacion en condiciones especificas de temperatura y en oscuridad
absoluta para que los compuestos fendlicos no sufrieran cambios en su
composicion, ya que estos son fotosensibles. Las pruebas a las que se
sometieron los productos obtenidos de la fermentacién fueron:
determinacién de fenoles totales, flavonoides totales y taninos
condensados totales, en las cuales la muestra compuesta por bagazo y
hongo (BH) fue la que obtuvo mayor cantidad de dichos compuestos.

ABSTRACT

Techniques that include spectrophotometric analyzes were carried out to
chemically characterize 9 mixtures fermented with white rot fungus
(HPB) Pleurotus ostreatus. These mixtures are made up of orange waste
in combination with Pinto saltillo beans. These spent a period of 17 days in
agitation to promote fermentation under specific temperature
conditions and in absolute darkness so that the phenolic compounds did
not suffer changes in their composition, since these are photosensitive.
The tests to which the products obtained from the fermentation were
subjected were: determination of total phenols, total flavonoids and total
condensed tannins, in which the sample composed of bagasse and
fungus (BH) was the one that obtained the highest amount of said
compounds.

PALABRAS CLAVE
Fermentacion, compuestos
fendlicos, fenoles,
flavonoidesy taninos.

KEY WORDS
Fermentation, phenolic
compounds, phenoless,
flavonoidsand tannins.
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INTRODUCCCION

Elincremento de los locales comerciales
en el estado de Durango, que venden productos
gue contiene como base principal naranja; se ha
visto en aumento en los Ultimos anos. La naranja
es una fruta citrica con caracteristicas muy
particulares, posee un alto contenido de
humedad y fibray un pH bajo, presenta una baja
biodegradacién. En su composicidon presenta
aceites esenciales, estos en condiciones
anaerobias inhiben el proceso de compostaje
(Ruizy Flotats, 2016).

Existen multiples acciones de manejo que se
han aplicado a los residuos de la naranja
generados a partir de procesos alimenticios en
donde este citrico es empleado, entre los cuales
podemosencontrar:

eUtilizado directamente para la alimentacion
delganado, especificamente enrumiantes.

oEl albedo de limoén y el polvo de fibra
alimenticia de naranja se ha empleado en
concentracion de diferentes para la produccion
de embutidos, como salchichas, con el fin de
incrementar su contenido de fibra (Manrique,
2018).

El desecho de la extraccién del jugo de la
naranja esta compuesto principalmente (Figura
1) de las membranas de endocarpios, vesiculas,
albedo, semillas y exocarpio. Estos residuos son
caracterizados por su composicidn
fisicoquimica, como: un pH entre 3 y 4, alto
contenido de humedad que fluctda alrededor
del 70 y 90% y cerca de 95% total de solidos
corresponde a el contenido de la materia
organica (Davilay Sierra, 2018).

Entre los principales problemas que presentan
los residuos sélidos de la naranja, es su alta
fermentabilidad debido a su alto contenido de
carbohidratos los cuales aceleran su
degradacion y son los causantes del mal olor,
ademas gracias a su alto contenido de materia
orgadnica su eliminacién directa se acorta de
manera significativa, debido a que afecta la
diversidad microbiana natural del suelo (Behzad
y Keikhosro, 2018).

El frijol Pinto saltillo es un tipo de legumbre
caracterizada por un crecimiento de guia. Tiene
una altura promedio de 32 cm, alcanza la
floraciéon y madurez fisiolégica entre los 62, 71,115
y 123 dias después de la siembra dependiendo de
la zona geografica donde se localicen y entre los
48, 59, 87 y 100 dias cuando se habla de
temporada de siembra. Su grano es de tamano
mediano (Figura 2) y altamente resistente a la
oxidacion, es de tipo pinto, posee un color crema
claro con manchas color café (Gonzales et al,
2009).

En otro sentido los hongos presentan una
variedad muy amplia con lo que respecta a
formas de vida, entre ellas encontramos los de
pudricién, estos se diferencian con respecto de
los cambios quimicos y estructurales que le
ocasionan a la madera, dividiéndose asi en tres
grandes grupos: Hongo de pudriciéon Parda o
Marrén, Hongo de pudricion Blanday Hongos de
pudricién blanca (HPB) (Encinasy Moran, 2023).

Los hongos de pudricidon blanca (HPB) son
macroorganismos multicelulares, eucariotas y
heterdtrofos, se alimentan por absorcion, gracias
a su micelio en donde las hifas absorben los
nutrientes mediante transporte activo y difusion
facilitada al degradar el sustrato con enzimas
extracelulares (Tapieetal, 2016).

Los metabolitos secundarios (MS) son
productos que se obtienen a partirde lasrutasde
biosintesis del metabolismo primario del
carbono en las plantas (Pérez-Alonso y Jiménez,
2011).Estos compuestos no tienen una
importancia aparente, sino que son productos
intermediarios metabdlicos o productos que no
son esenciales para el crecimiento de la planta,
sin embargo, poseen un papel ecolégico
importante ya que muchos de los MS sirven
como defensa contra herbivoros, virus, bacterias
yhongos (PérezyJiménez,2011). Deigual manera
los MS son necesarios para la interaccién de la
planta consuentornoyen la mayoria de los casos
son producidos en respuesta a distintos tipos de
estrés (Herndndezetal, 2018).
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Figural.Composicion quimica del desecho de naranja (Davila Y Sierra, 2018).

Figura 2. Tamanfo y color del frijol (Imagen propia).
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Alolargo del tiempo, el hombre ha utilizado
los MS para la fabricacion de medicamentos,
colorantes, fragancias, estimulantes,
insecticidas, venenos, somniferos,
impermeabilizantes, alucinégenos entre otros
(Ramakrishna y Ravishankar, 2011). Gracias a la
ruta de biosintesis de los metabolitos
secundarios, podemos encontrar que estos se
clasifican en cuatrogrupos principales: Terpenos,
compuestos fendlicos, glicdésidos y alcaloides,
cada uno de estos poseen diferentes
propiedades farmacoldgicas, por lo que se hara
énfasis de manera notoria en los compuestos
fendlicos ya que este trabajo se centra en este
grupode MS.

Los flavonoides se encuentran entre los
compuestos naturales con una mayor
distribucién dentro del reino vegetal (plantas,
frutas y verduras), este tipo de compuestos
otorga caracteristicas particulares,como lo son el
color,saboryaroma (Guany Liu, 2016).

Los flavonoides son el grupo mas conocido de
compuestos fendlicos, se encuentra
practicamente en todas partes de la planta y su
ingesta estd relacionada con los beneficios para
la salud (Seleem et al, 2017). Estos compuestos
juegan un papel importante en las plantas,como
protectores contra la radiacién solar UV,
patdégenos y herbivoros (Seleem et al, 20147,
Falconeetal., 2012).

Existen multiples estudios tanto in vitro como
in vivo, que han demostrado que el consumo de
alimentos con un contenido alto de compuestos
fendlicos se encuentra ligado a beneficios a la
salud (Vazquez-Floresetal.,2012).

Los compuestos fendlicos poseen una
importante actividad biolégica como
antioxidante, antiinflamatoria, antidepresiva,
antialérgica, anticancerigena y antidiabética
entre otras y los podemos encontrar de manera
natural en alimentos de origen vegetal como
verduras, frutasy cereales (Wallader-Compean et
al.,, 2020). Una vez que los alimentos son
consumidos por el ser humano, los compuestos
fendlicos son extractados en el tracto

gastrointestinal mediante diferentes enzimas y
bajo condiciones especificas de pH,
posteriormente estos son absorbidos por el
intestino delgadoy después pasan a través de las
células epiteliales y finalmente terminan en el
plasma (Sauceda et al, 2011). Se sabe quetantoel
hongo de la pudricién blanca (HPB) Pleurotus
ostreatus como el frijol pinto saltillo tienen la
presencia de dichos compuestos fendlicos, sin
embargo, es poca la literatura que existe sobre el
desecho de la naranja respecto a estos
metabolitos secundarios, aunque se sabe que
este citrico por si solo posee cantidades de
algunos de estos compuestos. Es por ello por lo
gque en este articulo se establece la
caracterizacién quimica de 9 mezclas diferentes
compuestas por estos 3 componentes (desecho
de naranja, HPB y frijol) mediante pruebas
espectrofotométricas que midieron taninos
condensados totales, fenoles y flavonoides
totales.

MATERIAL Y METODOS

Serecolectd el material vegetal de desechos de
naranja en distintos puntos de la ciudad de
Durango en donde se realizan productos con
este citrico, posteriormente se llevaron a su total
sequedad, divididos en tres tipos (Figura 3).
Posteriormente se pulverizé. Con lo que respecta
al frijol (Phaseolus vulgaris variedad Pinto
Saltillo), se utilizdé una cosecha producida en el
Centro Interdisciplinario de Investigacion para el
Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) Unidad
Durango en el aflo de 2019, éste se pulverizé para
su homogenizacién. El hongo que se utilizéd fue el
micelio activo de Pleurotus ostreatus, con
numero de registro 2552323 (P246 6).

En matraces de 250 mL se afadid 5gr de
material pulverizado del desecho de naranjay de
frijol, realizando un total de 9 mezclas (Tabla1) por
triplicado, se anadieron 150 mL de medio de
cultivo (extracto de malta) y se llevaron a
esterilizar. Al finalizar la esterilizaron se dejo
enfriar el medio a temperatura ambiente,
posteriormente se afadieron 5granos de micelio
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activo del hongo. Se colocaron en agitacion
constante durante 17 dias para promover la
fermentacidn. Este paso se realizd bajo
condiciones de oscuridad y temperatura
uniforme. Pasado este lapso las muestras se
licuaron y se llevaron a maceraciéon durante 24
horas. Los macerados resultantes de este
proceso se centrifugaron a 6000rmp durante 10
minutos, para posteriormente llevarlas a
sequedad. Los vasos en los que las muestras se
llevaron a sequedad se llevaron a peso constante,
paraluego obtener el rendimiento de extraccion.
Los extractos fendlicos se prepararon de acuerdo
con lo reportado por Kim y Lee (2002). Los
extractos ya secos se resuspendieron en una
solucién de etanol al 80% a una concentracion
final de 100mg/mL. Se tomaron alicuotas para
[levar a cabo las determinaciones
espectrofotomeétricas de fenoles totales,
flavonoides totales y taninos condensados
totales.

La concentracion de fenoles totales se
estimod de acuerdo con Singleton y Rossi (1965).
Se mezclaron 25 plL de extracto con 125 pL de
reactivo de Follin-Ciocalteu (1:10 en agua).
Después de 5 minutos, se afiadieron 100 uL de
una solucion saturada de carbonato de sodio. La
mezcla se agito y se dejé en reposo durante 2
horas, la absorbancia se midié a 765 nm en un
multiskan GO (Thermo Scientific). Se uso una
curva estandar construida con seis
concentraciones de acido galico (AG) para
estimar el contenido fendlico en los extractos. El
resultado se expresé como miligramos de
equivalentes de acido galico por gramo de
extracto seco (MgEAG/gES).

La cuantificacion de flavonoides se realiza
de acuerdo con Ordonez et al. (2006). Los
extractos totales (100 pyL) se mezclaron con 100 pL
de AlCl;al 2%, las mezclas se agitaron, luego de 1
hora en la oscuridad se leyo la absorbancia a 405
nm en el multiskan.

Se utilizo una curva estandar, la cual se
construyd con seis concentraciones de
quercetina (Q) para estimar el contenido de

flavonoides en las mezclas fermentadas. Los
resultados obtenidos se expresaron en
miligramos equivalentes de quercetina por
gramo de extracto seco (mg EQ/g ES).

La evaluacidn de taninos condensados se
determind usando como referencia la
publicacién de Julkunen-Titto (1985). Se
mezclaron alicuotas de 80 plL. de muestra con 160
pL de solucidon de vainillina al 4% (disuelta en
metanol absoluto) y 80 L de HCI concentrado.
Después de 20 min se ley6 la absorbancia a 510
nm con metanol como blanco. La concentracion
de los taninos condensados totales en los
diferentes extractos se estimé a partir de una
curva de calibracion construida con seis
concentraciones de epicatequina (E) como
estandar. El resultado se expresd en miligramos
equivalentes de epicatequina por gramo de
extractoseco (mg EE/g ES).

Todos los analisis se llevaron a cabo por
triplicado y los resultados se presentaron como
media * desviacion estandar (DE). Los datos se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de
una via y las medias se compararon con una
prueba de tukey (p>0.05) en los programas de
InfoStat FCA version 2022 y GraphPad Prism
versién 8.0.0.

RESULTADOSY DISCUSIONES

Elcontenido de fenoles totalesse muestraen
la Tabla 2y Figura 4. La concentracion de fenoles
totales varié significativamente entre las nueve
mezclas. La mezcla que obtuvo el mayor
contenido de fenoles es la conformada por
bagazo y hongo (BH) con una concentracion de
22.69 mg EAG/ mg ES. Seguida de la muestra que
contiene cascara y hongo (CH) con una
concentracion de131mg EAG/ mg ES.

La concentracion de fenoles totales vario de
manera significativa, teniendo la cantidad mas
baja en la mezcla compuesta por frijol y hongo
(FH) seguida de la mezcla blanco (BCO) la cual
contiene solamente el hongo.
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El contenido de flavonoides totales (FLT) se
aprecia en la Tabla 3 y Figura 5. En donde se
observa que al igual que en fenoles totales, la
mayor cantidad de compuestos fendlicos se
encuentraen la mezcla conformada por bagazoy
hongo (BH) en una concentracién de 0.0037 mg
EQ/ mg ES, seguido por un cuarteto de mezclas
con una diferencia minima entre las que
encontramos: cascara y hongo (CH) (0.0018 mg
EQ/mgES), naranjay hongo (NH) (0.0018 mg EQ/
mg ES), bagazo, frijol y hongo (BFH) (0.0018 mg
EQ/mg ES) y naranja, frijol y hongo (NFH) (0.0018
mg EQ/mgES).

La estimacion de taninos condensados
totales enlas mezclas fermentadas se observa en
la Tabla 4 y Figura 6. Al igual que flavonoides y
fenoles, los taninos condensados totales fueron
acumulados significativamente en mayor
cantidad en la mezcla BH (0.0283 mg EE/ mg ES),
sin embargo, en este compuesto las
concentraciones mas bajas estan presentesen la
mezcla compuesta por cascard, frijol y hongo
CFH (0.0056 mg EE/mm ES).

Como es evidente para las tres pruebas
espectrofotométricas la mezcla que obtuvo
mayor concentracion de estos compuestos en la
mezcla BH, mostrando asi la evidencia de un alto
contenido de estos compuestos fendlicos en el
bagazo resultante del desecho de la naranja, esto
podria considerarse relevante para la produccién
y obtencion de compuestos que favorezcan la
accion beneficiosa en algunos padecimientos de
la salud (Jing, 2014). Por lo anterior, se puede
afirmar la disminucién del desecho de este
citrico (Ruiz y Flotats, 2016). Segun menciona
Lépez et al, (2023) los desechos de la industria
procesadora de este citrico contienen
compuestos que pueden ser recuperados y
reincorporados al proceso productivo, tal como lo
son las vitaminas, compuestos fendlicos,
minerales y fibras. La reutilizacion de estos
desechos no solo reducira la contaminacioén, sino
gue también serian aprovechables las partes del
fruto que son ricas en compuestos bioactivos e
innovar generando productos con valor
agregado.

En las mezclas compuestas por el bagazo
y elhongo fueron superiores adonde se anadid el
frijol en comparacién con el estudio de Lépez et
al, (2023),donde se analizd el desecho de naranja
sin algun procedimiento fermentativo,
obteniendo asi una mayor concentracion de
estos compuestos.

Existe evidencia de la produccién de
compuestos fendlicos a partir de fermentaciéon
de frijol y hongo de pudricion blanca, aunado a
gue hay evidencia de que el desecho de naranja
puede ser utiliza en este tipo de procesos, se
busco explorar el potencial de producciéon de
compuestos fendlicos a partir de la mezclade
estos tres componentes y asi proponer el
aprovechamiento de los desechos de naranja,
querepresentan un potencial contaminante.

CONCLUSION

La caracterizacion quimica de las mezclas
de desechos de naranja y frijol Pinto saltillo
fermentadas con Pleurotus ostreatus, demostro
gue este hongo tiene un notable potencial para
mejorar el contenido de compuestos bioactivos
en los residuos de la industria alimenticia.
Mediante el uso de técnicas
espectrofotomeétricas, se analizé el producto
fermentado de las 9 mezclas, revelado
diferencias significativas en la concentracién de
compuestos bioactivos.

La mezcla compuesta por bagazoy hongo
(BH) destacdé por su alto contenido de fenoles,
flavonoides y taninos condensados totales,
compuestos que son reconocidos por sus
propiedades antioxidantesy beneficiosas para la
salud. Estos hallazgos destacan el potencial de
Pleurotus ostreatus no solo para transforma
residuos alimenticios, sino también para
enriquecer estos mismos con compuestos
bioactivos de alto valor anadido, este enfoque de
biorrefinerias no solo contribuye a la gestion
sostenible de residuos, sino que también abre
nuevas oportunidades para la produccidén de
ingredientes funcionales en la industria
alimenticia, farmacéutica, entre otras.
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Ademas, gracias al alto contenido de
compuestos fendlicos de la mezcla BH sugiere
gue la optimizacién de las condiciones de
fermentaciéon podria mejorar aun mas la
produccién de compuestos bioactivos. Futuros
estudios podrian explorar variaciones en la
produccidén de residuos, tiempo de
fermentacion, diferentes tipos de fermentaciony
condiciones ambientales para maximizar la
eficiencia de este proceso biotecnolégico.
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Figura 3. Residuos de naranja:a) la cascara, b) el bagazoy c) el desecho de naranja completo.
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Figura 5. Variacion del contenido de flavonoides totales (FLT) en las distintas mezclas.
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Figura 6. Variacion del contenido de taninos condensadostotales (TCT) en las distintas mezclas.
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MEZCLA COMPONENTES SIMBOLO
Blanco Hongo BCO
1 Cascara y hongo CH
2 Frijol y hongo FH
3 Bagazo y hongo BH
4 Naranja y hongo NH
5 Bagazo, frijol y hongo BFH
6 Cascara, frijol y hongo CFH
7 Naranija, frijol y hongo NFH
8 Cascara y medio C

Tabla 2. Concentraciones de fenoles (FT) en las nueve mezclas fermentadas.

MEZCLA
BCO
CH
FH
BH
NH
BFH
CFH
NFH
c
c

mg EAG /mg ES
0.0091 + 0.0006 A
0.0131 + 0.0007 B
0.0076 +0.0010 #
0.0226 +0.0016 ©
0.0127 + 0.0004 B
0.0129 + 0.0005 B
0.0128 + 0.0017 B
0.0122 + 0.00118
0.0118 + 0.0005 B
0.0118 £ 0.0005 &

EAG: equivalentes de &cido gélico. Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes

(prueba de Tukey p > 0.05).
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Tabla 3. Concentraciones de flavonoides totales (FLT) en las nueve mezclas

fermentadas.
MEZCLA mg EQ /mg ES

BCO 0.0007 +0.00003 A
CH 0.0018 +0.0001 B
FH 0.0007 + 0.00007 A
BH 0.0037+ 0.0008 ©

NH 0.0018 +0.00001 B
BFH 0.0018 £ 0.0003 &
CFH 0.0017 £0.0002 B
NFH 0.0018 +0.00005 B

C 0.0015 £ 0.0001 &

EQ: equivalentes de quercetina. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

(prueba de Tukey p > 0.05).

Tabla 4. Concentraciones de taninos condensados totales (TCT) en las nueve mezclas fermentadas.

MEZCLA mg EE /mg ES
BCO 0.0091 +0.0009 A
CH 0.0193 £ 0.0010 B¢
FH 0.0097 +0.0034 A
BH 0.0283 +0.0052 P
NH 0.0241 £ 0.0021 €P
BFH 0.0134 + 0.0070 A8
CFH 0.0056 + 0.0008 A
NFH 0.0124 +0.0078 A8
Cc 0.0220 + 0.0021 ©P

EE: equivalentes de epicatequina. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes

(prueba de Tukey p > 0.05).
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DETERMINACION DEL EFECTO INHIBIDOR DE LA A-GLUCOSIDASA DE
MICELIO DE HERICIUM ERINACEUS CULTIVADO EN CONDICIONES
CONTROLADAS DE ILUMINACION

Paez-Olivan Laura Anabel', Quifiones Pérez Carmen Zulema', Naranjo Jiménez Néstor’,
y *Herrera Gamboa Jaime'
'Instituto Tecnoldgico Nacional de México campus Valle del Guadiana, Km. 22,5 Carretera
Durango-México, Villa Montemorelos, Durango.
?Instituto Politécnico Nacional, Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo
Integral Regional Unidad Durango, Calle Sigma 119, Fracc. 20 de noviembre II, Durango, Dgo,

Meéxico.
RESUMEN PALABRAS CLAVE
El hongo basidiomiceto Hericium erinaceus, es uno de los hongos Antihiperglucemiante,
comestibles y medicinales mas consumido en el mundo. Este hongo compuestos bioactivos, luz
presenta importantes funciones fisiolégicas en seres humanos como la led

reduccion de los niveles de glucosa y lipidos en sangre. Existen estudios
qgue prueban dichas funciones utilizando el cuerpo fructifero sin
modificar los pardmetros de cultivo, por lo que el objetivo del presente
estudio fue evaluar la capacidad de los compuestos bioactivos presentes
en el micelio de Hericium erinaceus cultivado bajo condiciones
controladas de iluminacion led para inhibir la actividad de la enzima «-
glucosidasa. Los resultados exhibieron actividad inhibitoria contra la
enzima, con valores de EC.,, menores a 50ug/mL en el tratamiento con luz
led azul (EC,,= 0.47 pg/mL). Este resultado demuestra que el micelio del
hongo melena de ledn cultivado con luz led azul podria contribuir al
desarrollo de tratamientos terapéuticos para la Diabetes mellitus tipo 2.

ABSTRACT KEY WORDS

The basidiomycete fungi Hericium erinaceus is one of the most widely Antihyperglycemic,
consumed edible and medicinal mushroomsin the world. Thisfungus has bioactive compounds, LED
important physiological functions in humans, such as reducing blood light

glucose and lipid levels. There are studies that test these functions using
the fruiting body without modifying the cultivation parameters, so the
objective of the present study was to evaluate the capacity of the bioactive
compounds present in the mycelium of Hericium erinaceus grown under
controlled LED lighting conditions to inhibit the activity of the enzyme o-
glucosidase. The results showed inhibitory activity against the enzyme,
with EC,, values less than 50 pg/mL in the treatment with blue LED light
(EC,, = 0.47 ug/mL). This result demonstrates that the lion's mane
mushroom mycelium cultivated with blue LED light could contribute to
the development of therapeutic treatments for type 2 Diabetes mellitus.
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INTRODUCCION

La OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) en el 2016 estimé que 422 millones de
personas de todos los grupos de edades
padecian Diabetes mellitus (DM) (OMS, 2016), en
comparacién con las cifras presentadas en el
2021 en el Atlas de la Diabetes por la IDF
(International Diabetes Federation), que estimo
537 millones de diabéticos en el mundo y prevé
qgue para el 2030 este numero llegue a 643
millones (D. Atlas, 2021). En México se utilizan mas
de 383 plantas para el tratamiento de DM (Mata
et al, 2013). Siendo escasos los tratamientos que
incluyen a los hongos. Algunas de las especies de
hongos con efectos antihiperglucemiantes son:
Fomes fometarius, Trametes elegansy Hericium
erinaceus (Pérez Jaramillo, 2024). En este Ultimo
basidiomiceto autores como Liang et al. (2013) y
Zhang et al. (2012), reportaron la disminucién de
los niveles de glucosa en sangre, triglicéridos
séricos y colesterol total, utilizando extractos
etandlicos de cuerpos fructiferos, pero no se han
encontrado estudios donde evaluen la
capacidad inhibitoria de la enzima alfa-
glucosidasa en micelio y mucho menos bajo la
manipulacién de parametros de cultivo. Se sabe
que la mayoria de las especies de hongos
responden y se adaptan a diversos estimulos
ambientalesincluidalaluz, factor que estimulala
productividad de diversos compuestos
bioactivos. Kho et al,, (2016) reportaron que la luz
led intensifica la produccion de metabolitos
secundarios entre los que podrian estar aquellos
con capacidad antihiperglucemiante. Por tanto,
el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
capacidad de los compuestos bioactivos
presentes en el micelio de Hericium erinaceus
cultivado bajo condiciones controladas de
iluminacién led para inhibir la actividad de la
enzima a-glucosidasa.

MATERIALES Y METODOS

Produccién de micelio bajo condiciones
controladas deluzled.

Se realizd un disefio completamente al
azar,trestratamientos con tres repeticiones,y un
total de 9 unidades experimentales (150 mL de
caldo extracto de malta mas 3 mL de micelio
liguido de la cepa CCHOO3 de Hericium
erinaceus) en el Laboratorio de Biotecnologia de
Hongos del CIIDIR-IPN Unidad Durango. Para el
primer tratamiento tres matraces fueron
expuestos a luz-LED blanca, en segundo
tratamiento fueron expuestos a luz LED azul y
para el tercer tratamiento los matraces
inoculados permanecieron en oscuridad total,
durante 15 dias cada uno de ellos, las muestras
obtenidas fueron almacenadas en ultra
congelador hasta su utilizacion de acuerdo con
Montoyaetal. (2018).

Preparacion de los extractos etandlicos de
micelio

Se prepard un extracto crudo etandlico
para las determinaciones de la prueba de o-
glucosidasa. A cuatro gramos de micelio fresco
de cada uno de los tratamientos se le agregaron
40 mLde unasolucién de etanol al 80% (v/Vv) para
su maceraciéon en oscuridad durante 72 h,
después dichas muestras fueron sonicadas una
hora y posteriormente se centrifugaron a 6000
rom durante 10 minutos para recuperar el
sobrenadante, el cual se llevé a sequedad (35°C)
para conseguir un rendimiento final de 50
mg/mL utilizando etanol al 80% para obtener
una solucién concentrada y preparar diluciones
finales a 10 mg/mL. Posteriormente se realizaron
dilucionesseriadas con un factor de dilucion1/10.
Actividad inhibitoria de laenzima a-glucosidasa
Parala evaluacion de la actividad inhibitoriade la
o-glucosidasa se utilizé |la técnica propuesta por
Kimetal. (2010).
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Se evaluaron las siguientes
concentraciones de los extractos de micelio para
cada uno de los tratamientos: 1, 0.1, 0.01 y 0.001
mg/mL. Para el control acarbosa se evaluaron las
concentraciones 1, 0.5 y 25 mg/mL. La
absorbancia producida por la reaccion de los
compuestos bioactivos de cada uno de los
extractos con la enzima «o-glucosidasa («-GLC),
donde se hidroliza el sustrato sintético p-
Nitrofenil- «- D-glucopirandsido (p-NGP) por
accion de la o-GLC que libera unidades de p-
nitrofenolato y o- D glucosa, fueron tomadas en
un espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan
Go thermo scientific) a 405 nandmetros. Las
mediciones se realizaron por triplicado
considerando como efecto inhibitorio los
resultados con valores de EC,, menores a
50pg/mL.

El porcentaje de inhibicién fue calculado

conlasiguiente ecuacion:
% de inhibicion = {1 —[(B—D)/(A — C)] *» 100

La absorbanciade la muestraes B, Des la
absorbanciadel blanco de la muestra, Aserefiere
a la absorbancia del controly C es la absorbancia
del blancodel estandar.

Analisis estadistico

Se realizé6 un ANOVA de una via y una

pruebade Tukey con una confiabilidad del 95%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tomando como referencia la actividad
inhibitoria del estandar comercial utilizado para
el tratamiento de Diabetes mellitus 2, acarbosa
(control estandar) se obtuvo un EC,,= 1.06 ug de
extracto / mL de disolvente. Por lo cual el Unico
tratamiento que presenta la capacidad de inhibir
la actividad enzimatica de la o-GLC es el extracto
de micelio estimulado con luz led azul con un
valor de EC,,= 0.47 pg/mL (Tabla 1). Valores
similares fueron reportados por Armijos (2018),
para cuerpos fructiferos de los basidiomicetos
Laetiporus sp. (47.55 ug/mL)y Gerronema sp.

(56.42 ug/mL). De la Torre (2017) reporté valores
menores para el hongo Laccaria laccata en un
extracto de acetato de etilo (24.17 pg/mL), esto
podriaindicar que al utilizar otro tipo de solvente
en la extraccién se podrian recuperar
compuestos con mayor actividad
antihiperglucemiante, que en los extractados
conetanol.

La alfa- amilasa es un componente activo
en la saliva y en la secrecidon pancreatica,
responsable de adherir los malto oligosacaridos
en la maltosa, quien es sustrato de la o-GLC
intestinal (Conforti et al, 2005). Al inhibir esta
enzima se podria controlar eficazmente la
elevacion del nivel de glucosa postprandial en
sangre (Kwon et al,, 2006). De ahi la importancia
de encontrar nuevos inhibidores naturales de
estas enzimas para proponer nuevos
tratamientos para contrarrestar los efectos de la
hiperglucemia.

CONCLUSION

Este estudio demostré que el micelio de
Hericium erinaceus cultivado bajo condiciones
controladas de luz LED azul, presenta una
actividad inhibitoria significativa sobre la enzima
a-glucosidasa, con un valor de EC,, de pg/mL,
comparado favorablemente con el estandar
comercial, acarbosa, cuyo EC50 fue de 1.06
ug/mL, lo queindica un potencial prometedor en
el tratamiento de la Diabetes mellitus tipo 2. La
capacidad del extracto de micelio estimulado
con luz LED azul para inhibir esta enzima, que
desempena un papel crucial en la regulacion de
la glucosa postprandial, sugiere que los
compuestos bioactivos generados bajo esta
condicién de cultivo, podrian ser candidatos
viables para el desarrollo de terapias naturales
para la diabetes y da pauta para investigaciones
futuras sobre los efectos de diferentes
condiciones de cultivo en la produccién de
metabolitos bioactivos con propiedades
antihiperglucemiantes, y subrayan la
importancia de explorar alternativas naturales a
los tratamientos convencionales.
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RESUMEN

Elincremento de casos de cancer a nivel mundial ha llevado al aumento en el
uso de medicamentos citostaticos, capaces de tratar este padecimiento, entre
los cuales se encuentran las antraciclinas como la doxorrubicina (DOX),
empleada en esquemas de tratamiento contra cancer de mama, pulmon,
ovario, estdomago y leucemia. Una vez administrada, ésta es excretada por el
cuerpo humano facilitando su presencia en efluentes hospitalarios y, por
consiguiente, llega hasta las plantas de tratamiento de aguas residuales, las
cuales son incapaces de degradarla. Por esta razoén, se han detectado en
diferentes matrices acuaticas en concentraciones que van desde ng/L hasta
ug/L, lo gue ha llevado a la investigacion de sus efectos téxicos en especies de
algas, rotiferos y crustaceos, con resultados que respaldan la preocupacién de
sus posibles efectos adversos sobre la salud humana. Para remediar esta
situacion, varios procesos de tratamiento se han investigado en las ultimas
décadas, que comprenden métodos biolégicos y procesos de oxidacion
avanzada con eficiencias de degradacion de DOX que varian entre el 87%
hasta su completa eliminacion con fotocatalisis heterogénea y
electrodegradacion. Por lo que se puede concluir que ampliar las
investigaciones sobre nuevos métodos para eliminar contaminantes
emergentes como DOX, es de gran relevancia para prevenir su acumulacion
encuerposde aguayambientesacuaticos.

ABSTRACT

The increment in cancer cases worldwide has led to an increase in the use of
cytostatic drugs capable of treating this disease, among which are
anthracyclines such as doxorubicin (DOX), used in treatment schemes against
breast, lung, ovarian, stomach and leukemia cancers. Once administered, it is
excreted by the human body, facilitating its presence in hospital effluents and,
consequently, it reaches wastewater treatment plants, which are unable to
degrade it. For this reason, they have been detected in different aquatic
matrices in concentrations ranging from ng/L to pg/L, which has led to
research into their toxic effects on algal species, rotifersand crustaceans, with

Palabras clave:
citostaticos,
doxorrubicina,
contaminacion,
toxicidad.

Keywords:
cytostatics, doxorubicin,
pollution, toxicity.
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results that support concerns about their potential adverse effects on human health. To remedy this
situation, several treatment processes have been investigated in recent decades, comprising biological
methods and advanced oxidation processes with DOX degradation efficiencies ranging from 87% to
complete removal with heterogeneous photocatalysis and electrodegradation. Therefore, it can be
concluded that further research on new methods to eliminate emerging contaminants such as DOX is of
greatrelevanceto prevent theiraccumulation in water bodies and aquatic environments.

INTRODUCCION

La DOX es un compuesto sintetizado a partir
de la daunorrubicina, derivados de la bacteria
Streptomyces peucetius que genera un
pigmento rojo brillante y posee buena actividad
antibidtica (Stenglova Netikova et al., 2017). Este
medicamento pertenece a la familia de las
antraciclinas, un grupo de antibidticos
citostaticos utilizados en tratamientos de
guimioterapia para atacar células malignas
responsables del cancer. Su accidn
anticancerigena se debe a varias propiedades:
puede intercalarse en el ADN, inhibir la actividad
de la enzima topoisomerasa |l (clave en la
replicaciony transcripcion del material genético),
alterar la funcién mitocondrial y generar
radicales libres, los cuales inducen estrés
oxidativo en las células cancerosas (Kciuk et al,
2023). Ademas, son capaces de afectar
negativamente al ser humano y organismos
acuaticos, ya que no son selectivos, es decir,
haran su funcion tanto en células dafhiadas como
sanas. Entre sus propiedades nocivas se
encuentran efectos citotdxicos, carcinogénicos,
genotodxicos, mutagénicos y/o teratogénicos
(Castellano-Hinojosaetal.,2023).

Desde el punto de vista ambiental, la DOX es
considerada un contaminante emergente y
pseudo-persistente, ya que la vida media del
farmaco en agua es de 180 dias, 360 dias en suelo
y1620 diasen sedimentos.

Su degradacién va siendo mas lenta
conforme las moléculas son adsorbidas en los
sélidos suspendidos presentes en el medio
acuoso, siendo esta la forma en que llega hasta
los sedimentos (Castellano-Hinojosa et al., 2023;
Lietal, 2021).

El objetivo de este trabajo es informar sobre
los usos de DOX, su deteccion en aguas
residuales y los efectos negativos que puede
causar en el ambiente. Para ello, se presentan
estudios que evalUdan tanto la presencia de esta
sustancia en cuerpos de agua como su toxicidad
en especiesacuaticas.

DOXORRUBICINA: USOS Y APLICACION

Actualmente, el aumento de casos de cancer
a nivel mundial ha desembocado en un
incremento en la demanda de medicamentos
para tratar dicho padecimiento. En 2018, se
estimaron 18.07 millones de casos nuevos, y se
prevé que para el ano 2040 la cifra alcance 29.5
millones de pacientes con cancer (Yadav et al,
2021). La figura 1 presenta las estadisticas de
incidencia de casos de cancer a nivel mundial en
2022, con un enfoque especial en América Latina
y el Caribe. A nivel global, el cdncer de mamaesel
tipo de cancer mascomun, seguido por el cancer
de pulmdn. En América, los cdnceres de mamay
prostata son los mas frecuentes (GLOBOCAN,
2022).
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Figura 1. Incidencia de nuevos casos de cancer en Latinoamérica y el Caribe (izquierda).
Incidencia de nuevos casos de cancer a nivel mundial (derecha) (CLOBOCAN, 2022)

Los antibidticos citostaticos se utilizan en
diversas regiones del mundo como parte de los
regimenes de tratamiento contra el cancer. Por
ejemplo, en Cataluna, Espafia, durante el periodo
de 2010-2012 se emplearon 130 farmacos
citostaticos, con un consumo que alcanzd 4.9
toneladas (Franquet-Criell et al.,2015).

En cuanto a DOX, Johnson-Arbor y Dubey
(2023) reportaron su uso en quimioterapia en
EUA desde la década de 1960, con dosis que
varian entre 40 y 75 mg/m’. De acuerdo con
Besse et al, (2012) el uso de DOX en farmacias y
hospitales en ciudades de Francia, se incrementoé
de 794 kg en 2004 a 16.82 kg en 2008. De manera
similar, un estudio realizado en Rio de Janeiro,
Brasil, determind el consumo de 20 citostaticos
por dia en un hospital publico en el periodo de
enero 2010 a diciembre 2017; el consumo
promedio de DOX fue de 0.11 mg/dia (Da Silva et
al, 2019).

En los ultimos 50 anos, la DOX se ha
empleado como tratamiento contra varios tipos
de cancer como mama, pulmadn, ovario,
estdmago y leucemia, principalmente (Yadav et
al., 2021; Zhao et al.,, 2023). De acuerdo con el
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), la
dosis administrada de DOX para el tratamiento
de leucemia linfoblastica aguda en adultos en
México, varia entre 25-30 mg/m?’ (IMSS, 2018). Un
45% de la dosis es responsable del efecto
antineoplasico, mientras que cerca del 40% va a
ser desechado por medio de la orina (Moreno et
al., 2019). Estos residuos pasan a formar parte de
las aguas residuales domeésticas y hospitalarias, y
generalmente son tratadas en plantas de
tratamiento de agua residual (PTAR) (Yadavetal,
2021).
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PRESENCIA EN MATRICES DE AGUA Y
EFECTO TOXICO

En México, el tratamiento de agua residual y
los parametros establecidos para su descarga en
aguas y bienes nacionales estan establecidos en
la norma NOM-001-SEMARNAT-2021. De manera
similar, la norma NOM-073-ECOL-1994, establece
los limites maximos permisibles de
contaminantes contenidos en las descargas de
aguas residuales a cuerpos receptores
provenientesde laindustria farmacéutica.

EEE‘_*

Hospitales Doméstico
f-" Efluent{‘
h Afluentes
Industria

Farmacéutica

Lodos
activados

En esta norma, se contemplan los limites de
toxicidad aguda con Daphnia magna para
aquellas descargas que se consideran
perjudiciales a pesar de que cumplen con los
[imites maximos permisibles. En este sentido, la
DOX se ha detectado tanto en efluentes
hospitalarios como en efluentes de PTAR, que
representan las principales fuentes de este
contaminante. Adem3as, la industria
farmacéutica es también una posible
responsable de su presencia, como se muestra
enlafigura2 (Castellano-Hinojosa et al., 2023).

A

¢ Agua
potable"\ Agua

, subterranea
|| w Agua !

—— Sedimentos
superﬂcual

Figura 2. Posible ruta que sigue la DOX desde su fabricacién, consumo y deshecho, hasta alcanzar
cuerpos de agua (Modificado de: Yadav et al., 2021; Catellano-Hinojosa et al., 2023)
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La identificacion de DOX se ha logrado
principalmente en matrices de agua, por medio
del analisis de cromatografia liquida de alta
resolucién. Por ejemplo, en el Hospital
Universitario de Viena, se monitorearon durante
28 dias las aguas con residuos provenientes de la
sala de tratamiento oncoldgico; determinando
DOX en concentraciones de 0.1-0.5 pg/L (Mahnik
etal,2007).

Enla ciudad de Sevilla, Espana, se estudiaron
muestras de agua superficial, afluentes y
efluentes de PTAR, encontrando DOX en
afluentes a una concentracién de 4.5 ng/L
(Martin et al,, 2011). Posteriormente, en la misma
localidad, se analizaron muestras de afluentes 'y
efluentesrecolectadasde cuatro PTAR diferentes
alolargode unano. Lostrenes de tratamiento de
estas plantas constan de procesos
convencionales, como el pretratamiento,
sedimentacion y lodos activados. Se identifico
DOX en efluentes con una concentracidén de
20.3-42.4 ng/L, aunque no fue detectado en
afluentes (Martinetal, 2014).

Lo anterior puede explicarse debidoa que, en
lacorriente de entrada alas PTAR, este

tipo de sustancias también estan presentes en
formas conjugadas, las cuales no se incluyen en
la determinacion de los farmacos libres. Asi, los
meétodos analiticos empleados no son capaces
de identificar estos conjugados. Durante el
tratamiento bioldgico, dichos conjugados
podrian descomponerse, liberando laforma libre
de estos farmacos y resultando en
concentraciones mas elevadas (loannou-Ttofa y
Fatta-Kassinos, 2020). En Rio Grande del Sur,
Brasil, Souza et al. (2018) determinaron la
frecuencia de citostaticos en efluentes del
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), el
cual trata un promedio de 25 mil pacientes al
mes, convirtiéndolo en un hospital oncolégico
de referencia. En el estudio se detectaron
concentraciones en el rango de 2.08 a 4.64 ug/L
de DOX. De acuerdo con Li et al. (2021), los
contaminantes presentes en efluentes son un
medio por el cual se permite el paso de
contaminantes recalcitrantes, persistentes o
pseudo-persistentes al medio ambiente. Las
diferentes concentraciones del farmaco y las
matrices de agua donde fueron identificadas se
resumenenlatablal

Tabla 1. Presencia de DOX en diferentes matrices de agua

Farmaco Concentracion Fuente

Lugar Referencia

0.1-0.5 pg/L Efluente de hospital Viena, Austria  Mahnik et al., 2007
4.5ng/L Afluente PTAR Martin et al., 2011
Sevilla, Espafia
DOX 20.3-42.4ng/L  Efluente PTAR Martin et al., 2014,

2.08-4.64 pg/L  Efluente de hospital

Rio Grande del
Souza et al., 2018
Sur, Brasil
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La DOX se encuentra entre los primeros 17
citostaticos gque presentan toxicidad de 33
identificados en cuerpos de agua, su nivel tdoxico
es medido a través de bioensayos con la especie
D. magna (Li et al, 2021). Através de esta prueba
se ha reportado el dano que presentan algas,
rotiferos y crustaceos, ante la exposicion de DOX,
incluso en concentraciones muy pequefas
(Castellano-Hinojosa et al., 2023). Lo anterior no
esalgoaislado, Zounkova et al., (2007) reportaron
lainhibicidon del crecimiento en algas al evaluar el
farmaco contra Pseudokirchneriella
subcapitata. Aunado a esto, se determind que
afecta la reproduccién de rotiferos como la
especie Brachionus calyciflorus (Martins et al.,
2021), y danan el ADN en crustaceos, especies
como Ceriodaphnia dubia y D. magna se ven
afectadas a concentraciones de DOX inferiores
de 0.05 pg/L (Parrella et al, 2015). La especie
Thamnocephalus platyurus es una de las mas
sensibles ante la toxicidad de este medicamento,
presentando la disminucién del 5% de los
individuos (HC.) con un valor de 76 ug/L (Li et al,
2021).

DEGRADACION DE DOXORRUBICINA
Debido a la informacién brindada por
diversos estudios sobre la toxicidad de
contaminantes como la DOX y su deteccién en
diferentes matrices de agua, algunas
investigaciones se han orientado a la aplicacion
de procesos bioldgicos y procesos de oxidacion
avanzada (POA) para su remocioén. Dentro de los
métodos biolégicos, el uso de la enzima Lacasa
oxidorreductasa ha demostrado degradar
completamente DOX en modelos de agua con
concentraciones de 500 pg/L del contaminante,
incluso en dosis bajas de la enzima (Kelbert et al,
2021). Otro trabajo con Lacasa oxidorreductasa,
en el que se empled un radical libre de nitréoxido
organico estable como mediador, mostrd

porcentajesde degradacionenelrangode90%a
100% con diferentes pardmetros experimentales
(Jinga et al, 2022). Por otro lado, Rybczynska
(2021) evalud el desempefo de micelio
inmovilizado del hongo Bjerkandera adusta
CCBAS 930 en la degradacion de varias
antraciclinas con buenos resultados, sin
embargo, DOX mostré resistencia al hongo
exhibiendo unadegradacion de solo el 87%.

Con respecto a los POA, son procesos que se
caracterizan por la generacidén de especies de
oxigeno no selectivas y alto poder oxidativo,
como los radicales hidroxilos (OH:), que
contribuyen significativamente en la generaciéon
de reacciones redox. Entre estas aplicaciones se
encuentralos procesos tipo-Fenton, fotocatalisis,
ozonacion, radiacion UV, cavitacion por
ultrasonido y oxidacién electroquimica (Bello y
Raman, 2019). En los ultimos anos, se han
estudiado los POA como una alternativa para
degradar aquellos contaminantes emergentes
considerados como persistentes, se han
reportado eficiencias altas de degradacién al
aplicar fotocatalisis homogénea con 95% de
eliminacion de DOX, y fotocatalisis heterogénea,
la cual eliminé por completo el contaminante
con el uso de TiO, y radiacién UV (Calza et al,,
2014, Garg et al., 2023). Junto con lo anterior, la
electrodegradacion avanzada para degradar
DOX en agua usando un anodo 3-D Ti/SnO,,
también elimind por completo el contaminante
(Orhaetal,2022). Por lotanto, se pueden esperar
altas eficiencias al degradar DOX en agua
aplicando procesos como ozonacidn,
fotocatalisis y oxidacion quimica (Janssens et al,,
2019). En la tabla 2 se presentan algunas
investigaciones con aplicacién de procesos
bioldgicosy POA para la degradacién de DOX en
solucién acuosa, obteniendo altas tasas de
degradacion.
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Tabla 2. Aplicaciones de métodos bioldgicos y POA para degradacién de DOX

Proceso Condiciones

Degradacion Referencia

Lacasa/radical libre de

90-100% lingaetal., 2022

Enzimatico nitréxido orgdnico
Lacasa 100% Kelbert et al., 2021
Inmovilizacion de  Bjerkandera adusta CCBAS i
L 87.2% Rybczynska, 2021
micelio de hongo 930
[DOX]o = 15 mg/L
Fotocatdlisis [TiO, P25] = 200 mg/L
i o 100% Calzaetal., 2014
heterogénea Celdas vidrio Pyrex
Lampara TLK/50 40 W
[DOX]o =10 mg/L
Fotocatalisis [CSnCo0.5] = 25 mg/L
i 95% Gargetal., 2023
homogénea Reactor por lotes
Lampara Hg con filtro UV
Electrodegradacion Anodo 3-D Ti/Sn0; 100% Orhaetal., 2022

CONCLUSIONES

A pesar de que las concentraciones
identificadas de DOX en efluentes son
cantidades pequenas, su presencia se ha
logrado detectar en diferentes partes del
mundo. Aunado a ello, la problematica de cancer
a nivel mundial estd creciendo con el paso del
tiempo, aumentando el uso de este tipo de
medicamentos, lo que contribuye a la
posibilidad de que sus concentraciones en el
medio acuatico sean mayores.

Debido a las evidencias de toxicidad de esta
molécula organica en especies acuaticas, su
identificacion en agua, su persistencia y la falta
de normatividad para regular la calidad del agua
en efluentes de hospitales, industria y PTAR,
convierte a la DOX en una preocupacion
ambiental.

Esta preocupacién debe ser atendida para
disminuir los impactos negativos en el medio
ambiente. Lo anterior puede llevarse a cabo con
una mejoria en las normas de tratamiento de
aguas residuales y la inclusion de procesos
terciarios mas eficientes que sean capaces de
destruir estos contaminantes.
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RESUMEN

La Diabetes mellitus es una enfermedad crénico-degenerativa de relevancia
global. Los compuestos fendlicos, productos del metabolismo secundario,
han demostrado poseer propiedades antioxidantes y actividad antidiabética
a través de diversos mecanismos in vivo e in vitro. En este contexto, el género
Agave, nativo del continente americano y particularmente abundante en
México, ha sido ampliamente estudiado por su riqueza en compuestos
fendlicos y su uso tradicional en el tratamiento de diversas enfermedades,
incluida la Diabetes mellitus.

Este estudio se centré en Agave durangensis Gentry (1982), una especie de
importancia econémica por su uso en la produccion de mezcal y por sus
aplicaciones etnobotanicas. Se obtuvieron extractos crudos mediante
extraccion etandlica y se fraccionaron cromatograficamente utilizando
disolventes de polaridad ascendente (hexano, acetato de etilo y etanol). Se
obtuvieron 29 fracciones, de las cuales se analizaron las mayoritarias. Los
polifenoles, incluidos acidos fendlicos y flavonoides, se identificaron mediante
cromatografia en capa fina y HPLC-DAD (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia con Detecciéon por Matriz de Diodos).

Las evaluaciones antioxidantes utilizando la prueba de ABTS+ (2,2'-azinobis-
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) revelaron actividad bloqueadora de
radicales libres en las fracciones mas polares. Asimismo, la prueba de poder
reductor defierro mostro actividad reductora en estas fracciones. La actividad
hipoglucemiante se evalud a travésde lainhibicion de lasenzimas alfaamilasa
y alfa glucosidasa. Los resultados indicaron que dos fracciones,
presumiblemente compuestas por compuestos terpénicos y esteroidales,
inhibieron mas del 50% de la actividad de dichas enzimas. Estos hallazgos
sugieren que Agave durangensis posee compuestos bioactivos con potencial
farmacoldgico para el manejo de la Diabetes mellijtus.

Palabras clave:
Diabetes mellitus;
compuestos fendlicos;
capacidad antioxidante;
alfa glucosidasa; alfa
amilasa
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic-degenerative disease of global relevance.
Phenolic compounds, products of secondary metabolism, have been shown
to possess antioxidant properties and antidiabetic activity through various
mechanisms in vivo and in vitro. In this context, the genus Agave, native to the
American continent and particularly abundant in Mexico, has been widely
studied for its richness in phenolic compounds and its traditional use in the
treatment of various diseases, including Diabetes mellitus.

This study focused on Agave durangensis Gentry (1982), a species of economic
importance for its use in the production of mezcal and for its ethnobotanical
applications. Crude extracts were obtained by ethanolic extraction and
chromatographically fractionated using solvents of ascending polarity
(hexane, ethyl acetate and ethanol). Twenty nine fractions were obtained, of
which the majority were analyzed. Polyphenols, including phenolic acids and
flavonoids, were identified by thin layer chromatography and HPLC-DAD
(High Performance Liquid Chromatography with Diode Array Detection).
Antioxidant evaluations using the ABTS+ (2,2'-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) test revealed free radical blocking activity
in the most polar fractions. Likewise, the iron reducing power test showed
activity reducing activity in these fractions. The hypoglycemic activity was
evaluated through the inhibition of the enzymes alpha-amylase and alpha-
glucosidase. The results indicated that two fractions, presumably composed
of terpenic and steroidal compounds, inhibited more than 50% of the activity
of these enzymes. These findings suggest that Agave durangensis has
bioactive compounds with pharmacological potential for the management of
Diabetes mellitus.

INTRODUCCION

KEY WORDS
Diabetes mellitus;
Phenolic compounds;
antioxidant capacity;
alpha glucosidase;
alphaamylase

El tratamiento de la DM requiere una

La Diabetes mellitus (DM) es una
enfermedad crénico-degenerativa que se
caracteriza por un incremento en los niveles
séricos de glucosa, resultado de una insuficiente
produccidn de insulina por el pancreas o de una
incapacidad del organismo para utilizarla
adecuadamente. En México, la prevalencia de
DM ha mostrado un aumento significativo,
registrandose en 2018 aproximadamente un
10.3% de la poblacion mayor de 20 anos con esta
condicién,en comparacién conel9.2% reportado
en 2012 (CENETEC, 2019).

combinacion de educacidén para el paciente,
actividad fisica, dieta, y el uso de agentes
hipoglucemiantes orales e insulina (NOM-015-
SSA2-2007). Entre los agentes hipoglucemiantes
orales mas comunmente utilizados se
encuentran las sulfonilureas, biguanidas y
tiazolidindionas, que, si bien controlan
eficazmente la hiperglucemia, no logran
suprimir las enfermedades crénicas asociadas
con la DM y pueden presentar efectos
secundarios significativos (Benhalimay Mathieu,
2009), citotoxicidad (Ansar y Ansari, 2006) y
representar un alto costo econémico a largo
plazo (International Diabetes Federation, 2021).
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El estrés oxidativo se define como un
desequilibrio bioquimico entre la produccion de
radicales libres (RL) o especies reactivas de
oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés Reactive
Oxygen Species) y los antioxidantes. Este
desequilibrio afecta la homeostasis del
organismo, causando dafo a nivel celular, tisular
y sistémico. La diabetes mellitus (DM) esta
directamente relacionada con una excesiva
formacion de radicales libresy una reduccién del
potencial antioxidante (Hernandezetal.,2006).

Varios mecanismos contribuyen al
aumento del estrés oxidativo en la DM,
incluyendo la autooxidacién de la glucosa, la
glicacion de proteinas, la activacion de la via de
los polioles y la disminucién de las defensas
antioxidantes como el glutation (GSH), junto con
enzimasy vitaminas antioxidantes. Ademas, hay
un incremento del estrés nitrosante, lo que
conlleva a un aumento del radical libre
peroxinitrito, un potente oxidante de lipidos,
proteinasy de la actividad de |la proteina quinasa
C (Ceriello, 2002; Koo y Vaziri, 2003; Pricci et al.,
2003; Cohen,2005).

Investigaciones recientes sugieren que
ciertos fitoquimicos, como los compuestos
fendlicos, ademas de sus propiedades
antioxidantes, poseen actividad antidiabética a
través de mecanismos variados. Estos incluyen la
estimulacion de la secrecién de insulina
(Jayaprakasam et al., 2005; Adisakwattana et al,,
2008), inhibicidon de transportadores de glucosa
(Tiwari y Rao, 2002), inhibicion de enzimas
gluconeogénicas (Adisakwattana et al,, 2008), y
la inhibicion de enzimas digestivas como la «o-
amilasa, a-glucosidasa y sacarasa (Tiwari y Rao,
2002; Mcue y Shetty, 2004; Burguieres et al.,
2008).

Histéricamente, el Agave ha sido utilizado
empiricamente para tratar diversas
enfermedades, incluida la Diabetes mellitus.
Estudios recientes han revelado que el extracto
de Agave contiene metabolitos secundarios
como saponinas esteroidales, glucésidos,
compuestos fendlicos y flavonoides, los cuales
aportan multiples beneficios para la salud

(Hackman et al, 2006; Almaraz et al., 2009;
Barriada-Bernal et al., 2014). Diversas
investigaciones han demostrado que estos
metabolitos poseen efectos citotdxicos,
antiinflamatorios y antidiabéticos tanto in vitro
como in vivo (Kato et al.,1995; Da Silva et al.,2002;
Birbal, 2003; Ohtsuki et al., 2004; Hackman et al.,
2006; Gutiérrez-Uribe et al, 2013; Garcia et al.,
2009; Yokosuka y Mimaki, 2009).

En este estudio, las propiedades
hipoglucemiantes y antioxidantes de las
fracciones de extracto foliar de Agave
durangensis obtenidas a partir de una
separacién en cromatografia en columna, fueron
analizadas in vitro mediante las técnicas de
ABTS+ (4cido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico) y poder reductor de fierro, asi como
la inhibicién de las enzimas alfa amilasa y alfa
glucosidasa.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se colectaron muestras juveniles de
Agave durangensis ubicadas en el Centro
Interdisciplinario de Investigacidon para el
Desarrollo Integral Regional, Instituto
Politécnico Nacional, Unidad Durango. El
material vegetal se lavd con agua destilada y se
seleccionaron las pencas que se encontraron en
buen estado, frescas y libres de plaga. Una vez
limpias, fueron cortadas en trozos pequefos y
posteriormente deshidratadas es una estufa a
una temperatura de 45 °C, posteriormente
fueron pulverizadas con una licuadora industrial
Torrey LM-12 de volteo, hasta que solo quedara un
polvo conformado de particulas de tamano
homogéneo.
Preparacién de extracto

Para la preparacion del extracto de A.
durangensis (EAd) se peso el polvo de las hojasy
se procedié a macerar en etanol (80 % V/AV)
utilizando 1000 mL por cada 100 g de hojas; se
colocaron en vasos de precipitados y se
mantuvieron en agitacion constante por 24 h.
Posterior a ello se procedié a evaporar y
concentrar el extracto en un rotavapor a 40 °C,
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finalizando el proceso se recuperd el disolvente y
se coloco el extracto en un frasco donde se dejé
gue terminara de secar para poder determinar el
peso del extracto obtenido. Este fue almacenado
a 4 °C en frascos ambar hasta su uso en
diferentes experimentos.

Separaciéon cromatografica del Extracto de
Agave durangensis

Se lavo bien la columna de vidrio y se dio
una ultima enjuagada con agua destilada y se
dejo secar. Se coloco la columna a un soporte
universal utilizando unas pinzas para soporte. Ya
montada la columna se introdujo un algoddén en
forma de disco hasta el fondo de la columna,
evitando obstruir el cuello donde se coloca la
llave, después se colocaron dos capas de papel
filtro en forma de disco. Para verter la silica se
debe de hidratar con el solvente con el cual
comenzaremos a trabajar que en este caso fue
Hexano, asi que se colocd en un vaso de
precipitado el hexanoy la silicay se fue vertiendo
poco a poco mezclando continuamente. A partir
de aqui no se debe dejar que se seque la silica ya
que esto puede causar rupturas, canales o
burbujasen elempaquetado. Se anadieron 400g
de silica mezclada con aproximadamente 700
mL de hexano. En otro vaso de precipitado se
mezcld 10% de arena silice con 40 g de extracto
hasta tener una mezcla homogénea. Esta mezcla
se vertid por encima de la silice ya colocada
anteriormente. Posteriormente se colocaron
otras dos capas de papel filtro y un algoddén en
forma de disco y se termind de llenar la columna
con hexano procurando no perturbar la
superficie de la columna. Se empezdé a correr la
columna recolectando volumenes de 200 mL y
estos se concentraron en rotavapor Buchi.
Mientras se corrid la columna se fue cambiando
el gradiente de polaridad del eluyente de menor
a mayor polaridad (hexano- acetato de etilo-
etanol). Cada fraccién se fue evaluando
mediante CCF (Arias-Gonzalez et al.,2018).

Evaluacién de capacidad antioxidante total
ABTS+ de las fracciones mayoritarias del
Extracto de Agave durangensis Gentry

Se uso la metodologia descrita por
Kuskoski et al. (2005), con modificaciones. El
radical se obtuvo tras la reaccion del ABTS+
(acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (7 mM) en buffer acetato de sodio 20
MM (pH 4.5) y persulfato de potasio (2,45 mM,
concentraciéon final) incubados a temperatura
ambiente (24 + 2 °C) y bajo oscuridad por16 hy
diluido en el mismo buffer hasta obtener una
absorbanciade 0.70 (£ 0.02) a 734 nm. La solucion
stock se mantiene estable a 4 °C por varias
semanasy ladilucion hasta por 72 h (Ozgenetal,
2006). Se tomaron 10 yL de las muestras a
diferentes concentraciones las cuales se
combinaron con 200 mL de la solucién del buffer
con el radical. Se dejaron reposando durante 6
minutos en oscuridad para hacer reaccion y
posteriormente se leyeron a 734 nm, se uso
etanol absoluto como blanco. El control se
prepard en las condiciones descritas
previamente, sustituyendo el extracto por un
volumen igual de etanol al 80 % (v/v). Los datos de
los porcentajes de la capacidad bloqueadora de
ABTS+ de las fracciones se graficaron y se
analizaron mediante la prueba de comparacion
de medias de Tukey mediante los softwares
Sigma Plot11.0y GraphPad 8 Prism.

Ensayo de poder Reductor Férrico de las
fracciones mayoritarias del Extracto de Agave
durangensis Gentry

Este ensayo se evalud siguiendo el
protocolo elaborado por Siddhuraju y Becker
(2003) con algunas modificaciones. Para esto se
adicionaron 250 uL de cada muestra a diferentes
concentraciones, después se ahadieron 250 uL
de buffer de fosfatos (0.2 M, pH 6.6) y 250 uL de
ferrocianuro de potasio (0.1 % w/v). La mezcla se
incubo durante 20 min a 50 °C., se anadieron 250
uL de acido tricloroacético (10 % w/v) y se
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centrifugd a 2800 rpm durante 10 min a 25 °C. Se
recuperaron las alicuotas del sobrenadante
(aproximadamente 500 plL) que se mezclaron
con agua desionizada y 100 pL de cloruro férrico
(0.1 % wW/NV); la absorbancia se registré a 700 nm.
Una mayor absorbancia de la mezcla de reaccion
indico un mayor poder reductor. Los datos de la
capacidad reductora de las fracciones se
graficarony se analizaron mediante la prueba de
comparacion de mediasde Tukey.

Inhibicién in vitro de la a-amilasa de las
fracciones mayoritarias del Extracto de Agave
durangensis Gentry

La evaluacion de la capacidad de las
fracciones del EAd para inhibir la actividad de la
enzima o-amilasa se realizé siguiendo el
protocolo propuesto por Hua-Qiang et al. (2012)
con modificaciones. Se tomaron 200 ul de la
enzima a-amilasa pancreatica (1U/mL)y 40 ul de
muestra fueron mezcladas e incubados a 25 °C
por 10 min. Posteriormente se anadio 400 ul de
sustrato, se incubo por 37 °C durante 20 min.
Después se anadieron 500 ul de DNS (acido 3,5-
dinitrobenzoico), la mezcla se puso a hervir por 5
min, se dejé enfriar y se leyé a una absorbancia
de 540 nm. El porcentaje de inhibicién se calculd
mediante lasiguiente formula:

] o Ac — As
Porcentaje de Inhibicion (%) = e 100

Donde As es la absorbancia de la soluciéon
cuando se agregd la muestra y Ac es la
absorbancia del control. Los datos de los
porcentajes de la capacidad inhibitoria de -
amilasa de las fracciones se graficaron y se
analizaron mediante la prueba de comparacion
de mediasde Tukey.

Inhibicién in vitro de a-glucosidasa de las
fracciones mayoritarias del Extracto de Agave
durangensis Gentry

La evaluacion de la capacidad de las
fracciones del EAd para inhibir la actividad de la
enzima o-glucosidasa se realizé siguiendo el
protocolo propuesto por Kim et al. (2010) con

modificaciones. Se tomaron 50 pl de laenzima a-
glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae (50
ul,2U/mL),50 plde muestray 50 pl de buffer PBS
(Solucién amortiguadora fosfato de potasio) (0.2
M, pH 6.8) fueron mezcladas e incubadas a 37 °C
por 15 min. Posteriormente se anadieron 100 pl
de sustrato pNPG (p-nitrofenil-g-D-
glucopirandsido) y se incubo por 37°C durante 10
minutos. Finalmente se leyeron las muestras en
un Multiskan Go de Thermo Scientific®, a una
absorbancia de 405 nm. El blanco se prepard
sustituyendo el extracto por etanol al 40 % (v/v). El
porcentaje de inhibicion se calculé mediante la
siguiente formula:

. o Ac — As
Porcentaje de Inhibicion (%) = i x 100
c

Donde As es |la absorbancia de la solucion
cuando se agregd la muestra y Ac es la
absorbancia del control. Los datos de los
porcentajes de la capacidad inhibitoria de -
glucosidasa de las fracciones se graficaron y se
analizaron mediante la prueba de comparacién
de mediasde Tukey.

Andlisis de Datos

Todos los analisis se llevaron a cabo por
triplicado y las variables analizadas fueron la
actividad antioxidante (Poder reductor de Fierro
y ABTS+) y el porcentaje de inhibicién enzimatica
(a-glucosidasa y a-amilasa) los resultados
obtenidos se sometieron a un analisisde varianza
(ANOVA) de una via haciendo uso del programa
estadistico Sigma Plot 11.0 y GraphPAd Prism 8.
Las medias se compararon con la prueba de
comparacion de medias de Tukey, el nivel de
significanciadeerrorfue p<0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Rendimiento de extracciéon

El rendimiento de extraccién obtenido
con etanol (80 % v/v) de Agave durangensis fue
de 1.52%, esto con 4,850 g de tejido foliar. La
seleccién del solvente es muy importante para
la extraccion, segun Hayouni et al. (2007), los
extractos obtenidos de solventes de alta
polaridad son mas efectivos combatiendo los
radicales libres que aquellos que son obtenidos
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usando un solvente de menor polaridad. Los
compuestos fendlicos son antioxidantes con
propiedades redox lo que les permite actuar
como agentes reductores y donadores de
hidrogeno (Pietta, 2000). Es por esto por lo que se
eligidé etanol como solvente de extraccion, el
rendimiento depende del disolvente y el método
de extracciéon (Goli et al, 2004). El método de
extraccion debe permitir la extracciéon completa
de los compuestos de interés y debe evitar su
modificacion quimica (Zuoetal.,2002).

Separacion en cromatografia en columna del
Extracto de Agave durangensis Gentry y
determinacién de metabolitos secundarios
por cromatografia de papel

Se hicieron pasar por columna
cromatografica 40 g de EAd para la separaciéon
de compuestos (fraccionamiento) utilizando
diferentes solventes como eluentes (hexano,
acetato de etilo y etanol) las mezclas de los
solventesempleados se presentanenlatablal.

Los eluatos colectados se fueron juntando
siempre y cuando su perfil en cromatografia de
capa fina fuera similar, asi de 587 eluatos
colectados se obtuvieron 29 fracciones de la
columna. De las 29 fracciones colectadas fueron
seleccionadas las fracciones que se encontraban
en mayor cantidad para realizar las pruebas
enzimaticas y antioxidantes, siendo estas la F7,
F8, F9, F10, F1, F19, F20, F21, F24, F25, F26, F27 y
F28.

Sin embargo, algunas de las muestras no
se diluyeron correctamente y, en algunas de
estas muestras quedaron particulas sin disolver.
Esto llevo a que algunos resultados de la lectura
de las absorbancias se vieran alterados, por lo
que al hacer el analisis estadistico se optd por
depurar los datos y dejar los datos de aquellas
muestras que tenian accidén antioxidante o
inhibicidn enzimatica y, a su vez se mantenian
estableslaslecturasdelostriplicados.

Sipel et al. (2013) realizaron un estudio
para ver si la dilucién de la muestra influenciaba
la capacidad antioxidante de estas mediante
diferentes ensayos de actividad antioxidante
incluyendo poder defierroreductory ABTS+.

Sus resultados indicaron que la actividad
antioxidante registrada de las muestras de
extractos comestibles podia depender
significativamente de la dilucion de la muestra
en todos los ensayos realizados a excepcion de
poder defierroreductor.

Por otro lado, Lankatillake et al. (2021), en
un estudio realizado para ver el potencial de
inhibicidn de extractos naturales de las enzimas
a-amilasa y «a-glucosidasa, concluyeron que el
blanco es sumamente importante para
determinar si la variacion de los resultados
finales puede estar sobreestimados o
subestimados. También mencionan que no
tener en cuenta las interferencias debido al color
de los extractos de productos naturales, puede
resultar en valores de actividad enzimatica
engafosamente altos o bajos.

Determinacién de los compuestos fendlicos
del Extracto de Agave durangensis Gentry
Como se puede ver en la tabla 2, encontro
presencia de compuestos fendlicos en el 41 % de
las muestras de fracciones del EAd analizadas
con la técnica de cromatografia en papel. En las
muestras F10 (90 % hexano — 10 % acetato de
etilo), F11 (80 % hexano - 20 % acetato de etilo) y
F19 (70 % hexano — 30 % acetato de etilo), se
encontrd la presencia tanto de Xatonas,
flavonoles, taninos y acidos fendlicos. Esto puede
deberse a que, a pesar de que estas fracciones
fueron obtenidas por hexanoy acetato de etilo, la
extraccion del EAd se realizd con etanol. Lezoul et
al. (2020) en un estudio en el que probaron
distintos métodos de extraccién para recuperar
compuestos bioactivos de plantas medicinales,
mencionaron que la maceracion con etanol fue
una técnica exitosa para extraer flavonoides,
especialmente de las hojas de los géneros
Passiflora y Solanum. También, revelaron la
dificultad de determinar un Unico proceso de
extraccion adecuado para todas las diferentes
plantas, mostrando diferencias significativas
entre las especies que estudiaron, y, sugieren
gue se deben abordar mas investigaciones para
dilucidar que proceso de extraccion es el
adecuado para recuperar determinados
compuestosindividuales.
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En cuanto a los estudios realizados para
identificar compuestos fendlicos en A.
durangensis hay tan solo un par; Almaraz et al.
(2009) reportaron veintitrés flavonoides en
tejidos foliares adultos de un extracto metandlico
60 % (v/v) de A. durangensis, todos estos
glicésidos de flavonol, la mayoria de ellos siendo
derivados de kaempferol. Estos mismos también
reportaron tres glicésidos de kaempferol como
componentes Unicos del perfil fendlico de A.
aspérrima.

Asi mismo, Barriada-Bernal et al. (2014)
evaluaron el perfil de flavonoides de un extracto
etandlico 60% (v/v) de flores de A. durangensis 'y
encontraron la presencia de cinco glucdsidos de
guercetina y tres glucdsidos de kaempferol y
mencionan que el perfil particular de flavonol en
los extractos, es una caracteristica relevante para
determinar las propiedades antioxidantes, y
ademas la composicion de flavonoides en
extractos de plantas revela la diversidad, la
abundanciayladistribucion de esos compuestos
importantesen el reinovegetal.

Evaluacién de capacidad antioxidante total
ABTS+ de las fracciones mayoritarias del
Extracto de Agave durangensis Gentry

La capacidad bloqueadora del radical
cation ABTS+ de las diferentes fracciones de EAd
presento diferencias significativas (p < 0.05)
determinadas por el tipo de solvente utilizado en
la separacién, ya que como se puede ver en la
Tabla 3 los mayores porcentajes de inhibicidn se
observaron en las fracciones obtenidas con un
mayor porcentaje de etanol, lo cual podria
deberse a un mayor contenido de compuestos
fendlicosen estasfracciones.

Estos resultados muestran que la fraccion
con mas actividad antioxidante fue la F26 la cual
alcanzo casi el 80 % de capacidad bloqueadora
del radical ABTS+ a una concentracion de 10
mg/mL. Esto coincide con lo mencionado por
Hayouni et al. (2007) ya que los extractos
obtenidos de solventes de alta polaridad son mas

efectivos combatiendo los radicales libres que
aquellos que son obtenidos usando un solvente
de menor polaridad, esto gracias a los
compuestos antioxidantes extraidos, y, como tal
nos indican los resultados, las fracciones que
tuvieron mas accién antioxidante fueron
fracciones obtenidas por las mezclas
constituidas mayormente por etanol en la
cromatografiaencolumna.

Ensayo de poder Reductor Férrico de las
fracciones mayoritarias del Extracto de Agave
durangensis Gentry

Los resultados del poder reductor de
fierro tuvieron la misma tendencia que la
capacidad bloqueadora de ABTS+ ya que
destacaron las fracciones mas polares. Las
absorbancias de las fracciones registradas a 700
nmM a una concentracién de 5 mg/mL se
muestran en la Tabla 4. Se considero el aumento
de la absorbancia como indicador del poder
reductor de las fracciones. El valor mas alto
correspondid ala F24 (A7001.053+0.0499).

Estos resultados son consistentes con el
estudio realizado por Barriada-Bernal et al.
(2014), donde se encontré una fuerte correlacion
entre los flavonoidesy su capacidad reductorade
iones Fet+3 en extractos de A. durangensis.
Contrariamente a nuestros resultados, Puente-
Garzaetal. (2017) noencontraron una correlacion
entre los contenidos fendlicos y la capacidad
antioxidante; en cambio, se encontré que las
saponinas estaban significativamente
correlacionadas con la capacidad antioxidante
de los extractos de Agave salmiana. Las
saponinas exhiben actividad bioldgica con
potenciales beneficios para la salud, los cuales
varian segun lasapogening, losazlcares unidosy
su concentracion en la planta. Muchas plantas
medicinales se consideran ricas en saponinasy
se exploran como posibles fuentes para el
desarrollo de medicamentos con aplicaciones
médicas (Tanaka et al.,, 1996; Matsuura 2007,
Kerwin,2004).
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Evaluacién Enzimatica a-glucosidasa de las
fracciones mayoritarias del Extracto de Agave
durangensis Gentry

En cuanto a la inhibicion de la enzima «-
glucosidasa solo la F20 alcanzo a inhibir mas del
50 % de la actividad de esta enzima como se
puedeverenlaTablabs.

Ya se ha reportado la inhibicién de estas
enzimas con anterioridad, por ejemplo, Cerda-de
los Santos (2011) evalud diferentes jarabes de
Agave y encontrd que los extractos metandlicos
fueron los que tuvieron mas actividad inhibitoria
de «-glucosidasa. El compuesto fendlico mas
predominante encontrado en los
cromatogramas del extracto metandlico del
jarabe presumiblemente se trata de 5,7-
dihidroxi-4 " -metoxi homoisoflavona, el cual
posee una dihiroxiguinona que podria
relacionarse con la reduccion de la actividad de
las enzimas invertasa y amiloglucosidasa de
liberar glucosa de los controles. De acuerdo con
lo anterior, se sugiere que el efecto antidiabético
de ese extracto posiblemente corresponde a la
actividad sinérgica de moléculas hidroxiflavonas
presentes en el extracto obtenido con la mezcla
de metanolyacetatodeetilo.

En contraste, Galindo-Vargas (2022)
evalud la actividad inhibitoria de esta misma
enzima, pero con extracto de Agave potatorumy
se encontrd que solo hubo actividad inhibitoria
con los extractos de Hexano y Acetato de etiloy
menciona que los compuestos potencialmente
responsables de esta inhibicion son compuestos
terpénicosy esteroidales, lo que coincide con los
resultados obtenidos en este estudio ya que
como ya se menciond, la Unica fraccién que tuvo
accion inhibitoria fue la F20, la cual fue
recuperada con una mezcla mayormente
compuesta por Hexano (50 % hexano-50 %
acetato de etilo). No se realizaron estudios para
ver si habia presencia de compuestos terpénicos
y esteroidales en las fracciones analizadas de
este trabajo. Sin embargo, ya se han realizado
estudios en los que se corrobora la presencia de
estos compuestos en diferentes especies de

Agave. Camacho-Campos et al. (2020) evaluaron
la composicion fitoquimica de extractos
etandlico de hojas de A. americana y A.
angustifolia encontrando presencia tanto de
compuestos esteroidales como de terpenos en
ambos extractos. Se recomienda la evaluacion de
la presencia de estos compuestos en el A.
durangensis en futuras investigaciones para
determinar su eficacia comparativa y su posible
utilidad terapéutica.

Evaluacion Enzimatica a-amilasa de las
fracciones mayoritarias del Extracto de Agave
durangensis Gentry

Como se puede observar en la Tabla 6, en
la evaluacion de la inhibicion de la enzima o-
amilasa solo la F7 (90 % hexano- 10 % acetato de
etilo) alcanzo el 50% de inhibicidén. Este
comportamiento es totalmente contrario al
observado en las pruebas antioxidantes, donde
las fracciones mas polares fueron las que mas
actividad antioxidante y reductora tuvieron. Esta
prueba siguié una tendencia mas parecida a la
reportada por la enzima o-glucosidasa donde la
fraccion que logro inhibir mas del 50% de la
actividad enzimatica esta probablemente
compuesta de derivados de compuestos
terpénicos y esteroidales mas que de
compuestos fendlicos.

En comparacion Mendozay Medina (2015)
realizaron un ensayo de inhibicién de alfaamilasa
con fracciones de extractos etandlicos de hojas
de Yacon (Smallanthus sonchifolius Poepp. &
Endl) y en las fracciones eluidas con Amberlita
XAD-2 obtuvieron porcentajes de inhibicion
mayores al 40 % sin embargo, no observaron
correlacion entre la actividad inhibitoria de o-
amilasa y el contenido de flavonoides totales. Li
et al. (2009), registraron un aumento en la
actividad de la inhibiciéon de o-glucosidasa de
flavonas que presentan un grupo hidroxilo libre
en el C-3 del anillo B, mientras que C-
glucosilaciones en las posiciones C-6 o C-8 del
anillo Adebilitan laactividad inhibitoria.
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Como ya se ha comentado hacen falta
mas estudios respecto a la relacion de
estructura-actividad entre los compuestos y las
enzimas, ya que la actividad inhibitoria de las
enzimas se ve influenciada por factores como la
cantidad y ubicacion de los grupos hidroxilo en
los acidos fendlicos, el peso molecular de los
polisacéaridos, y los niveles de acetilacion y
metilacion (Gongetal.,,2020).

Es importante destacar que la ligera
inhibicion de la actividad de a-amilasa por los
extractos analizados no deberia descartar su
valor. Segun se explicd previamente, una
estrategia efectiva para controlar la liberacién de
glucosa de los disacaridos en el intestino implica
una inhibicién moderada de la amilasa junto con
una fuerte inhibicion de la glucosidasa (Ercan y
El, 2016). Los inhibidores potentes de la amilasa
pueden causar problemas intestinales al
fermentar anormalmente los carbohidratos no
digeridos en el colon (Ercany El, 2016; Nagmotiy
Juvekar, 2013). Por lo tanto, es plausible que la
inhibicion moderada de las fracciones contra la
amilasa pueda ser beneficiosa si también
muestran una fuerte inhibicion de la
glucosidasa. Se requieren estudios adicionales
para investigar cdmo afectan las fracciones la
actividad de estas enzimasy evaluar su potencial
real contra la digestidn y absorcidn de
carbohidratos.

El potencial inhibitorio de los extractos de
jarabe de agave sobre las enzimas digestivas a-
glucosidasa y a-amilasa no fue contrastado con
tratamientos antidiabéticos convencionales
como acarbosa o miglitol en pacientes
diabéticos. Por ende, se recomienda su
evaluacion en futuras investigaciones para
determinar su eficacia comparativa y su posible
utilidad terapéutica.

CONCLUSIONES
Los resultados de esta investigacion
brindaron informacién importante sobre las

fracciones del extracto etandlico de Agave
durangensis, asi mismo se corroboro6 la
propiedad antioxidante y se comprobd la
actividad enzimatica presente en esta especie.
En cuanto a los resultados encontrados en la
prueba de HPLC-DAD mostraron la presencia de
compuestos fendlicos como acidos fendlicos y
flavonoides. Ademas, este extracto etandlico
parece tener relevante capacidad antioxidante
ya que los compuestos presentes en este
extracto sirvieron como bloqueadores de
radicales libres y asi mismo como reductores de
metales de transicidn, esta actividad esta puede
estar relacionada con la composicién fendlica de
esta especie. Asi mismo, dos de las fracciones de
este extracto que posiblemente estan
constituidas por compuestos terpénicos y
esteroidales tuvieron actividad inhibitoria de la
enzima oa-glucosidasa y a-amilasa.

El conocimiento generado a partir de este
estudio podria contribuir al aprovechamiento de
compuestos del metabolismo secundario de las
plantas, conocer y comprender la sinergia de
estos compuestos para contrarrestar los
problemas de salud derivados de la DM al tener
actividad antioxidante y al inhibir la enzima o-
glucosidasa, esto motiva a continuar con la
caracterizacion de los metabolitos secundarios
presentes en A. durangensis para la generacion
de nuevasalternativasfarmacolégicas.
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Tabla 1_ Relacion de solventes usados en separacion cromatografica
y fracciones recuperadas

? Relacién de Solventes ?
Hexano Acetato Etanol Clave de Fracciones recuperadas
de Etilo Relacién
100 Al F1,F2, F3, F4, F5
a0 10 A2 F6, F7, F8, F9, F10
80 20 A3 F11, F12, F13, F14, F15, F16
70 30 A4 F17, F18, F19
60 40 A5 F19
50 50 Ab F20
40 60 A7 F21
o 30 70 A8 F21 o
20 80 A9 F22
10 90 B1 F22
100 B2 F22
90 10 B3 F22,F23, F24, F25
80 20 B4 F26
60 40 B5 F26
40 60 B6 F27
20 80 B7 F27, F28
100 B8 F29
O O O

Tabla 2_ Resultados de HPLC-DAD

Fraccidn Clave de Compuesto asociodo TR {min) max fnm)
Relacidn de
Solventes
F19 Ad Acido fenédlico 11.266 239sh, 296sh,
323nm

F21 AT Acido fendlico 4.804 293sh, 308 nm

F25 B3 Flavonoide 4.561 265, 290sh,
320sh, 346nm

F26 B4y BS Flavonoide 4.561 269, 2925h

F29 B8 Flavohoide 4,683 279, 2955h

No se identificaron compuestos en las fracciones F6, F7, F8, F9, F10, F11, F12, F13, F14, F15, Fl6, F17, F18, F20,
F22,F23, F24,F27y F28. TR: Tiempo de Retencion; nm: nandmetros; sh: shadow; A4= Hexano 70 % - Acetato
de Etilo 30 %; A7 = Hexano 40 % - Acetato de Etilo 60 %; B3 = Acetato de Etilo 90 % - Etanol 10 %; B4 = Acetato
de Etilo80 % - Etanol 20 %; B5 = Acetato de Etilo 60 % - Etanol 40 %; B8 = Etanol 100 %
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Tabla3_Porcentaje de capacidad antioxidante ABTS

Fracdones

F26
F24
F28
F27
F10
F25
F7

F21
Fa

F11
F19
F9

Media

71.341
60.404
50.348
40.519
29.882
24482
16.664
12.547
11.567
11.278
10.001
8.497

Deswviadon
Estandar

3.485
5.955
4.563
2.723
3.075
1.%46
5.785
2.047
6.09
3.914
1.074
2.517

Grupo  Clave de Relacion

de Solventes

B4y BS
B3
B7

B6y B7
A2
B3
A2

ATy A8
A2
A3
A5
A2

A2 =Hexano90 % - Acetato de Etilo10 %; A3 = Hexano 80 % - Acetato de Etilo 20 %; A5 = Hexano 60 % - Acetato
de Etilo 40 %; A7 = Hexano 40 % - Acetato de Etilo 60 %; A8 = Hexano 30 % - Acetato de Etilo 70 %; B3 = Acetato
de Etilo 90 % - Etanol 10 %; B4 = Acetato de Etilo 80 % - Etanol 20 %; B5 = Acetato de Etilo 60 % - Etanol 40 %;
B6 = Acetato de Etilo 40 % - Etanol 60 %; B7 = Acetato de Etilo 20 % - Etanol 80 %; Las letras de los diferentes
en cadafraccionrepresentansi hubo diferenciassignificativas p <0.05

Tabla 4_ Resultados de ensayo de poder reductor férrico

Fracciones Media Desviacidn Grupo Clave de Relacidn de
estindar Solventes

F24 1.053 0.0499 a B3
EAd 0.897 0.0234 b

F25 0.815 0.0559 b B3
F28 0.672 0.0531 be B7
F11 0.643 0.00586 be A3
F26 0.625 00491 be B4
F20 0.4 0.0309 C Ab
F21 0.331 0.0206 C ATy AB
F19 0.275 0.00493 C AL
F10 0.197 0.0155 C A2

F9 0.193 0.00551 C A2
F27 0.183 0.0168 C BG

F& 0.144 0.00862 C A2

F7 0.079 0.0131 C A2

A2 = Hexano 90 % - Acetato de Etilo 10 %; A3 = Hexano 80 % - Acetato de Etilo 20 %; A5 = Hexano 60 % -
Acetato de Etilo 40 %; A7 = Hexano 40 % - Acetato de Etilo 60 %; A8 = Hexano 30 % - Acetato de Etilo 70 %; B3 =
Acetato de Etilo 90 % - Etanol 10 %; B4 = Acetato de Etilo 80 % - Etanol 20 %; B6 = Acetato de Etilo 40 % -
Etanol 60 %; B7 = Acetato de Etilo 20 % - Etanol 80 %; Las letras de los diferentes en cada fraccion

representan si hubo diferenciassignificativas p <0.05
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Tabla5_Resultadosde lainhibicion de a-glucosidasa

Fracciones Media Desviacidn Grupo Clave de relacidén de
estandar solventes
F20 78.86 0.105 a Ab
F21 29.334 2.949 b AT
F10 26.506 4,998 b A2
F9 23.731 4,654 b A2
F28 13.534 3.008 be B7
F& 10907 7.467 be A2
F27 10.122 L.651 be BoyBY

A2=Hexano90 % - Acetato de Etilo10 %; A6 = Hexano 50 % - Acetato de Etilo 50 %; A7 = Hexano 40 % - Acetato
de Etilo 60 %; B6 = Acetato de Etilo 40 % - Etanol 60 %; B7 = Acetato de Etilo 20 % - Etanol 80 %; Las letras de
los diferentes en cadafraccion representan sihubo diferencias significativas p <0.05

Tabla 6_Resultadosde inhibicion de a-amilasa

Fracciones Media Desviacidn Grupos Clave de relacidn de
estdndar Solventes
F7 G0.528 5.016 a A2
F9 13.953 3.26 b A2
F10 9.507 4,902 b A2

A2 = hexano 90 % - acetato de Etilo 10 %; Las letras de los diferentes en cada fraccién representan si hubo
diferenciassignificativas p <0.05
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