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RESUMEN
La cuenca del río Ayuquila-Armería se encuentra den-

tro de la clasificación de cuencas prioritarias de México, dada 
su alta diversidad, alto grado de alteración de la dinámica 
funcional y los niveles de presión social que presenta, por 
ende, es necesario realizar un análisis de la calidad del agua 
dentro de la cuenca. El objetivo fue evaluar la contaminación 
orgánica, realizando dos periodos de muestreo en tempora-
da de lluvia (2015), y seca (2016), en 18 sitios de la cuenca. Se 
implementó el análisis integral de variables físicoquímicas y 
biológicas. El 90 % de los sitios presento eutrofización dadas 
las concentraciones de PTotal; el 77 % superó el límite permisi-
ble para las concentraciones de NTotal; el IIB evidencio que el 
19 % de los sitios presenta un alto grado de contaminación 
orgánica; en la temporada lluviosa se encontraron las mayo-
res concentraciones de UFC (18 a 190 UFC/mL) y un 50 % de 
los sitios superó el límite permisible (10 UFC/mL). La influen-
cia de los afluentes tributarios al cauce principal aumenta 
drásticamente en la temporada de lluvias, se incrementa los 
caudales y empobrece la calidad del agua superficial por el 
arrastre de contaminantes desde las zonas rurales y urbanas.
Palabras clave: nutrientes, contaminación, macroinverte-
brados, coliformes, Índice de Integridad Biótica.

ABSTRACT
The Ayuquila-Armería river basin is within the priority 

basins classification in Mexico, given its high diversity, and 
due to its high degree of functional dynamics alteration and 
levels of social pressure it presents; therefore, it is necessary 
to carry out an analysis of water quality within the basin. The 
objective was to evaluate organic contamination, carrying 
sampling campaigns in two seasons, one in the rainy (2015) 
and the other in the dry (2016) season, at 18 sites in the basin, 
through the implementation of a comprehensive analysis of 
physicochemical and biological variables. According to PTotal 

concentrations, 90% of the sites presented eutrophication, 
exceeding 77% of them the permissible limit for NTotal con-
centrations. The IIB showed that 19% of the sites present a 
high degree of organic contamination, with highest CFU 
concentrations (18 to 190 CFU / mL) found in the rainy season 
and 50% of the sites exceeding the permissible limit (10 CFU 
/ mL). The influence of tributary influents to the main channel 
increases drastically in the rainy season, increasing flows and 
impoverishes the surface water quality by pollutants carryo-
ver from rural and urban areas.
Keywords: nutrients, pollution, macroinvertebrates, coli-
forms, biotic integrity index.

INTRODUCCIÓN
El recurso hídrico (agua) es uno de los elementos 

esenciales para la vida, y en los ecosistemas del planeta, ya 
que interviene en muchos de los procesos ambientales y 
está relacionado con su buen funcionamiento, esto propicia 
la generación de servicios ambientales de los que en gran 
medida depende la salud humana y el desarrollo económico 
de las naciones (Sierra, 2011). Más de dos terceras partes de 
la superficie de la tierra están cubiertas de agua, de la cual, 
2.5 % es agua dulce en forma sólida en su mayoría (glaciares) 
o se encuentra en depósitos subterráneos, por lo que sólo 
0.4 % de la misma está disponible para actividades humanas 
(Castro et al., 2014), no obstante, esta mínima porción de 
agua dulce disponible, sufre cada vez más cambios negati-
vos en las últimas décadas debido a las presiones humanas 
(Castillo y Vera, 2016).

Para este estudio el enfoque de cuenca es importante, 
ya que las cuencas hidrográficas son divisiones naturales del 
paisaje y para muchos propósitos componen el contexto idó-
neo para la planeación y gestión de los recursos naturales; su 
estructura y funcionamiento sustentan un equilibrio frágil y 
dinámico, producto de la interacción entre sus componentes, 
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incluyendo las acciones antrópicas (Cotler et al., 2010; Geraldi 
et al., 2010; Báez, 2014). 

En Jalisco, la demanda de aguas superficiales está 
ligada al crecimiento poblacional y el desarrollo de acti-
vidades productivas (CONAGUA, 2016). La cuenca del río 
Ayuquila–Armería, es la más grande en el estado de Colima 
y la segunda en Jalisco, está dentro de la clasificación de 
las cuencas hidrográficas prioritarias de México por su alta 
biodiversidad, pero a la vez por su grado de alteración de la 
dinámica funcional y los niveles altos de presión social que 
presenta (Cotler et al., 2010; Contreras-Rodríguez et al., 2020). 

La compleja problemática que presenta se debe a la 
contaminación de cuerpos de agua por sedimentos en sus-
pensión, las descargas de drenajes urbanos a los cuerpos de 
agua, la modificación del entorno por una fuerte deforesta-
ción, el abatimiento de acuíferos en la parte media y baja de 
la cuenca, el desvío y la retención del agua que ocasionan el 
desecamiento de ríos y arroyos, el crecimiento demográfico, 
el uso ineficiente del agua urbana y agrícola, las especies 
introducidas de tilapia, el uso inadecuado de redes de pesca, 
la cacería furtiva y el cultivo de estupefacientes (Santana et 
al., 1993; Mancilla-Villa et al., 2017; Meza et al., 2017). 

Debido a la problemática y a la contaminación a la que 
se enfrenta el río, es necesario establecer un registro del aná-
lisis de la calidad del agua, haciendo énfasis sobre el aspecto 
de la contaminación orgánica. En este sentido, el presente 
estudio se enfoca en la evaluación de diversos parámetros 
de calidad del agua, considerando las concentraciones de 
nitratos, fosfatos, el contenido microbiológico y la aplicación 
de un índice de integridad biótica para evaluar el grado de 
contaminación orgánica. Los resultados se comparan con 
lineamientos nacionales (NOM-001-ECOL-1996.); además se 
complementa la información con la medición de parámetros 
fisicoquímicos como el pH, conductividad eléctrica (C.E.) y el 
caudal. Dándole un enfoque de importancia a las cuencas 
tributarias, las cuales dependiendo de su estado de calidad 
promueven el saneamiento o contaminación del cauce 
principal de la cuenca, se presentan recomendaciones para 
la mitigación de la contaminación hídrica.

MATERIALES Y MÉTODOS
Área de estudio

El río Ayuquila–Armería se localiza en los estados de 
Jalisco y Colima, en el occidente del país, entre las coorde-
nadas geográficas 18 ° 51’ 05’’ a 20 ° 28 ’ 03 ’’ N y 104 ° 38 ’ 
17 ” a 103 ° 34 ’ 41 ” O; cuenta con una extensión de 10257 
km2; su origen por la confluencia de los ríos Ayuquila y del 
río Tuxcacuesco. Poco antes de ingresar al estado de Colima, 
toma el nombre de río Armería; recorre una distancia de 321 
km desde la parte más alta (3290 msnm) hasta su desembo-
cadura en el estero Boca de Pascuales en Colima (Cotler y 
Caire, 2009; Meza-Rodríguez et al., 2017). 

La cuenca es clasificada con clima semiseco muy cáli-
do, cálido subhúmedo, semicálido subhúmedo y templado 
subhúmedo, todos con lluvias en verano; temperatura media 
anual de 14-28 º C; y una precipitación total anual de 700-

2000 mm, con evaporación del 80-90% de la precipitación 
total (Mancilla-Villa et al., 2017). En cada sitio se determinaron 
las coordenadas geográficas mediante un GPS (Garmin, eTrex 
10) (Figura 1).

 

Figura 1. Localización geográfica de los sitios de muestreo en la cuenca del 
Río Ayuquila-Armería.
Figure 1. Geographical location of sampling sites at the Ayuquila-Armería 
River basin.

Muestreo y análisis
Se realizaron dos campañas de muestreos en la cuen-

ca del Río Ayuquila-Armería y sus afluentes, abarcando la 
parte alta, media y baja de la misma, distribuyendo 18 sitios 
de colecta en la temporada de lluvia (octubre 2015) así como 
para la temporada seca (marzo 2016) (Figura 1). En cada sitio 
se colectaron muestras de agua (500 mL) y de macroinverte-
brados acuáticos, aunado a esto se determinaron parámetros 
fisicoquímicos (pH, C. E y caudal). 

Las muestras de agua se obtuvieron en cada uno de 
los puntos de muestreo utilizando recipientes de polieti-
leno de alta densidad de 0.2 L, a cada envase se le colocó 
una etiqueta con su respectiva fecha, nombre y localización 
del sitio, posteriormente en laboratorio se determinó pH, 
conductividad eléctrica, nitratos y fosfatos (Solís-Garza et al., 
2011; Mancilla-Villa et al., 2017).

Colecta de macroinvertebrados
La colecta de los macroinvertebrados se realizó con 

una red tipo D con una luz de malla de 600 μm, cubriendo las 
dos orillas del cauce y en dos muestreos en el centro para un 
total de 4 m2 por sitio, los organismos colectados fueron con-
tados in situ hasta obtener 120 individuos, posteriormente se 
colocaron en recipientes de plástico con alcohol al 70 % para 
ser transportados en hieleras e identificados en el laboratorio 
(Terneuz et al., 2012; Gutiérrez-Garaviz et al., 2014)

Los macroinvertebrados fueron agrupados como 
colector-filtrador, colector-recolector, raspadores, desmenu-
zadores y depredadores, de acuerdo con la clasificación de 
Merritt y Cummins (1996). Se calculó el Índice de Shannon-
Wiener para conocer la diversidad de familias de cada sitio, 
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además, se analizó la tolerancia a la contaminación orgánica 
de cada familia por medio del Índice de Integridad Biótica 
(IIB) siguiendo la metodología de Henne et al. (2002) y Weigel 
et al. (2002) (Tabla 1). Los valores del índice van de 0 a 10, 
donde 10 es indicativo de alta concentración de nutrientes, 
por lo tanto, las comunidades estarán compuestas de espe-
cies cuya tolerancia a la contaminación orgánica varía de 
sensible a tolerante. Una vez puntuadas, las clasificaciones 
de calidad varían de excelentes a muy pobres en función de 
la probable cantidad de contaminación orgánica en el sitio 
muestreado (Tabla 2).

Análisis microbiológico
El estudio bacteriológico en el agua de las microcuen-

cas y el cauce principal se desarrolló de la forma siguiente: 
en frascos de polietileno de 500 mL, previamente lavados 
y esterilizados, se colectaron las muestras de agua de cada 
sitio; en su interior, previo a la esterilización, se colocó 0.1 
cm3 de solución de disulfato de sodio al 1 % con el propósito 
de inhibir la acción del cloro que puede contener la muestra, 
cubriendo el tapón del frasco con papel aluminio como esta-
blece la NMX-AA-42 (1987) (Mora-Bueno et al., 2012). 

Las muestras de agua se llevaron al Laboratorio de 
Investigación en Biotecnología del Centro Universitario de la 
Costa Sur (CUCSUR) de la Universidad de Guadalajara para 
la realización de cultivos sobre placas Petrifilm EC para el re-
cuento de E. coli / Coliformes que contiene nutrientes de Bilis 
Rojo Violeta (VRB), un agente gelificante soluble en agua fría, 
un indicador de actividad de la glucuronidasa y un indicador 
que facilita la enumeración de las colonias (Pucci et al., 2013). 

Sobre las placas Petrifilm se coloca 1 mL de muestra 
con pipetas esterilizadas, posteriormente se esparció unifor-
memente la muestra sobre la placa. Después de incubar las 
placas 24 hrs a 35 º C según método 991.14 del AOAC (2002), 
se contabilizan los puntos: los puntos azules son Unidades 
Formadoras de Colonias (UFC) de E. coli y los puntos rojos son 
colonias de coliformes fecales, que al sumarlas resulta en el 
total de colonias de coliformes (Redondo y Arias, 2011).

Estimación del caudal
Para la estimación del caudal se utilizó el método de 

las huellas máximas (Elosegui y Sabater, 2009) para cuanti-
ficar los volúmenes de aporte de las principales cuencas 
tributarias y del cauce principal. Por medio de este método 
se estimó el gasto máximo que se presenta durante una ave-
nida reciente en un río donde no se cuenta con ningún otro 
tipo de aforo (Martínez y Fernández 2010). En la ecuación 
utilizada se tiene que:

Tabla 1. Lista de macroinvertebrados y su valor de tolerancia para el análi-
sis del Índice de Integridad Biótico (IIB).
Table 1. List of macroinvertebrates and their tolerance value for the analy-
sis of the biotic integrity index (IIB).

Phylum Clase/Orden Familia Valor 
IIB

Grupo  
funcional

Platyhelminthes Turberllaria 4 SH

Annelida
Oligochaeta 8 SH

Hirudinea Hirudidae 8 SH

Arthropoda

Decapoda
Cambaridae 6 SH

Palaemonidae 6 SH

Ephemeroptera

Leptohyphidae 4 CG

Leptophlebiidae 2 CG

Baetidae 4 CG

Odonata

Gomphidae 1 PR

Libellulidae 9 PR

Calopterygidae 5 PR

Coenagrionidae 9 PR

Plecoptera Perlidae 1 PR

Hemiptera
Naucoridae 5 PR

Belostomatidae 10 PR

Megaloptera Corydalidae 0 PR

Coleoptera

Dryopidae 5 SH

Dytiscidae 5 PR

Elmidae 4 CG

Psephenidae 4 SC

Lepidoptera Pyralidae 5 SH

Trichoptera

Hydropsychidae 4 CF

Philopotamidae 3 CF

Polycentropodi-
dae 6 CF

Diptera

Ceratopogonidae 6 PR

Simuliidae 6 CF

Tipulidae 6 CG

Empididae 6 CG

Tabanidae 6 PR

Chironomidae 6 CG

Grupos funcionales: CF: Colector-filtrador; CG: Colector-recolector; SC: 
Raspadores; SH: Desmenuzadores; PR: Depredadores. Fuente: Merritt y 
Cummins (1996); Henne et al. (2001); Weigel et al. (2002).

Tabla 2. Parámetros utilizados para el Índice de Integridad Biótico (IIB).
Table 2. Parameters used for the Biotic Integrity Index (IIB).

IIB Calidad Grado de contaminación

0.00 - 3.75 Excelente Ninguna contaminación orgánica 
aparente

3.76 - 4.25 Muy buena Posible contaminación orgánica

4.26 - 5.00 Buena Con alguna contaminación orgánica

5.01 - 5.75 Media Contaminación orgánica bastante 
significativa

5.76 - 6.50 Bastante 
pobre Contaminación orgánica significativa

6.51 - 7.25 Pobre Contaminación orgánica muy 
significativa

7.26 - 10.0 Muy pobre Contaminación orgánica severa

Fuente: Henne et al. (2002).
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Q=V*A
Dónde: Q = Gasto de la avenida (m3/s) A = Área 

hidráulica en m2. V = Velocidad (m/s).
Para obtener el área hidráulica, en cada punto de 

muestreo, se midió la profundidad que alcanza el cauce del 
río junto con la velocidad del caudal en cada metro a través 
del ancho total del caudal, una vez obtenidos estos dos pa-
rámetros se estimaron los volúmenes de aporte de cada sitio 
(De la Lanza et al., 2012).

Análisis estadístico
Los resultados se sometieron a un análisis estadístico 

para conocer la correlación entre muestreos realizados, se 
llevó a cabo análisis de varianza (ANOVA) para determinar 
las diferencias significativas entre éstos. Para realizar el aná-
lisis estadístico se utilizó el programa Stadistical Package for 
the Social Sciences (SPSS) versión 25.0. Adicionalmente se 
realizó un Análisis de Correspondencia canónica (ACC), para 
conocer la relación entre las variables fisicoquímicas del agua 
(pH, C.E y Caudal) y la presencia o ausencia de las familias de 
macroinvertebrados acuáticos. Para realizar este análisis se 
utilizó el software PC ORD V 6.0.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Variables fisicoquímicas

El valor de pH en la temporada lluviosa fluctuó entre 
7.34 - 8.43 con un promedio de 7.98; en la temporada seca el 
valor fue entre 7.35 - 8.39 con un promedio de 7.84 (tabla 3); 
no se encontraron diferencias significativas entre las tempo-
radas de muestreo (F= 1.51; p= 0.22) (tabla 4). Estos valores se 
consideran alcalinos (Díaz et al., 2018) y se encuentran den-
tro del rango permisible (5 a 10 unidades) que establece la 
NOM-001-ECOL-1996, en su apartado de protección a la vida 
acuática. No obstante, se ha evidenciado que para utilizar el 
agua en el riego agrícola se recomiendan valores entre 5.5 y 
6.5, ya que la mayoría de los iones se encontraran disponi-
bles para la planta (Ortiz-vega et al., 2019). Los valores de pH 
encontrados coinciden con los reportados en otros estudios 
realizados en la cuenca del río Ayuquila-Armería (Mancilla-
Villa et al., 2017), y en otras regiones del país (Guzmán-Colis 
et al., 2011) lo que indica que existe poca variación temporal 
en cuanto al pH.

Los valores de C.E. fluctuaron de 137 a 2225 µS/cm 
en ambas campañas de colecta, los valores de 2225 y 2123 
μS/cm corresponden al sitio de Boca de Pascuales, punto de 
desembocadura en el mar y es donde se combina el flujo de 
agua salada con la del río (tabla 3); no se encontraron diferen-
cias significativas entre temporadas de muestreo (F= 0.21; p= 
0.64) (tabla 4).

 En este sentido los valores encontrados representan 
riesgo para la vida acuática en organismos de agua dulce en 
los sitios donde se superan los 1000 µS/cm, ya que se verían 
afectadas algunas de sus funciones vitales como la repro-
ducción en algunas especies de peces (Meza y Sepúlveda, 
2012). En cuanto al aspecto de riego agrícola estos valores 
representan riesgo en cuanto la utilización del recurso hídri-

co, ya que los valores de restricción se establecen al superar 
los 1000 µS/cm (Can-Chulim et al., 2014). Se ha evidenciado 
que valores que exceden los 1500 µS/cm presentan efectos 
negativos sobre la germinación de algunas semillas, como el 
maíz (Zea Mays) donde el porcentaje de germinación de las 
semillas disminuyo al utilizar aguas con una C.E. por arriba 
de los valores antes mencionados (Fessel et al., 2006; Viloria 
et al., 2011).

En cuanto a los resultados de la medición del caudal, 
en la primera campaña de muestreo las determinaciones 
variaron de 0.18 a 75.27 m3/s con un promedio de 23.50 
m3/s. En la segunda campaña los valores oscilaron entre 
0.03 a 29.68 m3/s con un promedio de 8.98 m3/s. Para este 
parámetro sí se encontraron diferencias significativas entre 
las temporadas de muestreo (F= 5.58; p=0.024) (tabla 4). Los 
valores más altos (> 15 m3/s) corresponden a las mediciones 
realizadas en los cauces principales, y los valores más bajos 
(< 15 m3/s) corresponden a las mediciones realizadas en los 
afluentes del mismo cauce.

 El caudal del río se considera como un factor muy 
importante ya que este influye directamente en la variación 
de los niveles de parámetros fisicoquímicos y en las concen-
traciones de contaminantes orgánicos (Guevara et al., 2006; 
Encalada, 2010). La relación del caudal con la concentración 
de algunos contaminantes se ha puesto en evidencia en es-
tudios como el de Gaete et al. (2007), en el cual se demostró 
que los niveles de contaminantes; coliformes y Nitrógeno, 

Tabla 3. Parámetros fisicoquímicos determinados en los sitios de muestreo.
Table 3. Physicochemical parameters determined at sampling sites.

Sitio pH C.E. (μS/cm) Caudal (m3/s)

Estación 
(n)

Lluviosa Seca Lluviosa Seca Lluviosa Seca

1 7.88 7.72 122 137 0.17 0.03

2 7.34 7.35 158 149 1.24 0.44

3 7.79 7.59 182 187 3.67 1.02

4 7.7 7.61 155 143 26.96 16.14

5 7.9 7.87 162 162 27.03 16.32

6 7.59 7.42 172 182 8.29 3.82

7 7.48 7.46 56 112 4.13 1.37

8 8.18 8.29 195 221 43.41 14.46

9 8.11 8.12 419 423 32.89 11.49

10 7.77 7.43 333 347 5.56 1.80

11 8.44 8.28 504 513 0.34 0.03

12 8.43 8.41 235 246 0.29 0.03

13 8.07 8.01 432 427 30.08 9.37

14 7.99 7.55 286 279 45.19 19.99

15 8.04 7.71 379 385 75.26 29.67

16 8.12 7.99 233 244 1.07 0.29

17 8.4 7.87 573 561 59.06 18.40

18 8.35 8.39 2225 2123 58.34 16.93

Promedio 7.98 7.84 378 380 23.50 8.98

Desv Std 0.326 0.353 482 455 24.40 9.18
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disminuían cuando el caudal en el Río Aconcagua llegaba a 
sus puntos máximos y al contrario se encontraron mayores 
concentraciones de estos en los meses donde el caudal 
disminuía. En otro estudio en el río Condoto en Colombia, 
se evidenció que las concentraciones de contaminantes 
provenientes de las zonas urbanas y mineras disminuían 
cuando por la estacionalidad aumentaba el caudal del río, 
y en contraparte se encontraron mayores concentraciones 
de contaminantes cuando el caudal disminuía (Sánchez y 
Cañón, 2010).

Las concentraciones de fósforo total (P Tot) se clasifica-
ron de acuerdo con los valores de peligro de eutrofización 
de cuerpos de agua propuesta por Sharpley (2010), la cual 
indica que una concentración mayor a 0.1 mg/L de P disuelto 
puede causar la eutrofización acelerada de las aguas.

En la figura 2, se muestra la concentración de PTotal de 
las aguas superficiales en ambas campañas de muestreo y el 
límite que representa el peligro de eutrofización acelerada. 
No se encontró variación en la concentración de P en las dos 
temporadas, excepto en El Corcovado, donde se presentó en 
temporada lluviosa una concentración de 0.01 y en tempora-
da seca una concentración de 0.48 mg L-1.

Fregoso-Zamorano (2015) en la misma zona de estu-
dio registró una concentración de 0.02 mg/L de P en El Cor-
covado en el mes de octubre del 2013, valor que aumentó 
a 0.5 mg/L en marzo del 2014, demostrando que existe una 
constante de que en la temporada lluviosa la concentración 
en El Corcovado disminuye para después aumentar en la 
temporada seca. En general, las aguas del río Ayuquila-

Tuxcacuesco-Armería contienen poca cantidad de fósforo 
que pueden aportar a los cultivos sin ocasionar problemas, 
pero en la mayoría de los sitios el fósforo contenido acelera 
el proceso de eutrofización en las aguas. Las actividades 
antropogénicas, como la utilización de grandes cantidades 
de detergentes y fertilizantes, aportan fósforo a las aguas 
superficiales y aceleran este proceso (Neal et al., 2006).

Se han realizado otros estudios referentes a la determi-
nación de fósforo y sus diferentes formas en aguas superficia-
les y subterráneas. Tal es el caso del estudio desarrollado en el 
sistema hidrográfico Zahuapan-Atoyac por Carrera-Villacrés 
et al. (2011), donde se encontró que las concentraciones de 
P y PO4, en los orígenes de los ríos Zahuapan y Atoyac son 

Tabla 4. Análisis de varianza (ANOVA) para ambas campañas de muestreo.
Table 4. Analysis of variance (ANOVA) for both sampling campaigns.

Determinaciones Suma de 
cuadrados Gl Media 

cuadrática F p sig.

pH

Entre grupos 0.175 1 0.17 1.51 0.22

Dentro de grupos 3.91 34 0.11

Total 4.09 35

C.E.

Entre grupos 0.04 1 0.004 0.21 0.64

Dentro de grupos 0.68 34 0.20

Total 0.69 35

Caudal

Entre grupos 1897.69 1 1897.69 5.58 0.024*

Dentro de grupos 11551.74 34 339.75

Total 13449.43 35

UFC

Entre grupos 7453.44 1 7453.44 4.36 0.044*

Dentro de grupos 58112.44 34 1709.19

Total 65565.88 35

PTotal

Entre grupos 0.019 1 0.019 0.11 0.73

Dentro de grupos 5.55 34 0.16

Total 5.57 35

NTotal

Entre grupos 647.70 1 647.70 1.04 0.031*

Dentro de grupos 21118 34 321.12

Total 21766 35

Diferencia significativa (p < 0.05) *

  

 

 

 

 
 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

P T
ot

m
g/

L

Sitios

PTot (1) PTot (2)PTot (1) PTot (2) 

(1) estación lluviosa; (2) estación seca. Riesgo eutrofización (0.1 mg/L)    
 

Figura 2. Concentración de PTotal en los sitios muestreados en la estación 
lluviosa y seca.
Figure 2. PTotal concentration at sampled sites in the rainy and dry season.
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bajas, de 0.3 a 0.5 mg/L. En cambio, cuando los cauces de 
estos ríos ingresan por poblados urbano-industriales, las 
concentraciones aumentan considerablemente y varían de 
1.0 a 7.89 mg/L. Los resultados se asemejan a los encontra-
dos en el presente estudio y se infiere que esta semejanza es 
el resultado de la influencia de las condiciones ambientales 
que atraviesa el río Ayuquila-Armería, el cual transita por 
zonas industriales y urbanas, donde las aguas residuales no 
reciben tratamiento alguno.

En la figura 3, se presentan las concentraciones de NTotal 
en ambas campañas de muestreo (estación lluviosa y seca) y 
su comparación con el límite permisible de concentración re-
lativo a la protección de la vida acuática (25 mg/L) propuesto 
por la NOM-001-ECOL-1996. Se encontraron diferencias sig-
nificativas entre temporadas de muestreo (F= 1.04; p=0.031) 
(tabla 4). El 50 % de los sitios muestreados supera el límite 
permisible, las concentraciones más altas se encontraron en 
la temporada lluviosa en los sitios 4 y 18.

 Las variaciones de concentración de NTotal en el 
muestreo de la temporada lluviosa y seca, encontradas en las 
aguas de los sitos muestreados se relacionan con la descarga 
de aguas residuales agrícolas, que derivan de la aplicación 
de fertilizantes nitrogenados, así como de las descargas de 
aguas residuales provenientes de granjas porcícolas y aguas 
residuales urbanas sin tratamiento como se ha evidenciado 
en otros trabajos de investigación realizados en la región de 
estudio (Palomera-García, 2012; Mancilla-Villa et al., 2017).

En un estudio realizado en el río Zahuapan, México 
por Muñoz-Nava et al. (2013) encontraron que los promedios 
de concentración de NTotal en las doce microcuencas estu-
diadas no fueron mayores a 15 mg/L, la concentración más 
elevada fue de 11.5 mg/L; estos resultados se atribuyen a un 
posible efecto de la presa de Atlangatepec y a la capacidad 
de retención de nutrientes de la vegetación acuática que se 
encuentra en el cauce del río. Los resultados encontrados 
difieren a los del presente estudio. En base a los estudios 
realizados se puede inferir que la vegetación ribereña tiene 
un papel muy importante en cuanto a la retención de con-
taminantes (Rodríguez-Contreras et al., 2020), situación que 
se ve reflejada el estado de la condicione ecológica de las 
riberas de la cuenca del río Ayquila-Armeria.

Índice de integridad biótica
Se colectaron e identificaron un total de 2634 ma-

croinvertebrados, 1878 en temporada lluviosa pertenecien-
tes a 20 familias, y 756 en temporada seca pertenecientes a 
20 familias, en 18 sitios del área de estudio (figura 4). La fa-
milia más abundante fue Leptopheibidae con 729 individuos 
colectados en las dos temporadas, le sigue la familia Hydrop-
sychidae con 630 individuos. En general se colectaron más 
especímenes en la temporada lluviosa que en la temporada 
seca, esto coincide con lo reportado en otros estudios en la 
zona (Palomera-García, 2012; Hernández-Vargas et al., 2017). 

En cuanto a la diversidad en los sitios, los valores de 
diversidad varían de 0.04 a 2.20 en ambas temporadas (figura 
5), que coincide con el rango registrado por Palomera-García 
(2012) en un estudio realizado en la cuenca del río Ayuquila 
– Tuxcacuesco – Armería, donde registró un rango de diversi-
dad de 0.19 a 2.19. El sitio con mayor diversidad (H’) fue Arro-
yo Manantlán (sitio 7) en las dos temporadas muestreadas 
(2.20 en temporada lluviosa y 2.12 en temporada seca), sin 
embargo, en general no existe un patrón en los sitios que in-
dique en cual temporada aumenta o disminuye la diversidad.

Figura 3. Concentración de NTotal en los sitios muestreados en la estación 
lluviosa y seca.
Figure 3. NTotal concentration at sampled sites in the rainy and dry season.
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Figura 4. Número de individuos colectados por familia en ambas 
temporadas de muestreo.
Figure 4. Number of individuals collected per family at both sampling 
seasons.

En la figura 5 se presentan los resultados obtenidos 
de la aplicación del índice de integridad biótica (IIB). En la 
temporada de lluvias, de acuerdo con Henne et al. (2002), 
los sitios con calidad excelente (IIB< 3.5) sin ninguna con-
taminación orgánica aparente, representaron el 69 % de los 
sitios. No hay sitios con buena calidad , otro 6 % corresponde 
a sitios de calidad buena, otro 6 % es de calidad media y le 
siguen los sitios de calidad pobre con un 13 % y por último 
los sitios de calidad muy pobre (IIB> 6.5) representan el 6 % 
del total.

Los sitios con calidad excelente en la temporada seca 
representaron el 47 %; el 29 % de los sitios fueron de calidad 
muy buena; los sitios de calidad buena representaron el 18 
%; le siguieron los sitios de calidad media con un 6 % del to-
tal; no se presentaron sitios con calidad pobre o muy pobre.

En general, hay una mayor cantidad de sitios con 
calidad excelente en la temporada lluviosa que en la seca, no 
obstante, también hay más sitios con calidad pobre o muy 
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pobre en esta misma temporada. Los resultados concuerdan 
con lo registrado por Palomera-García (2012), quien registró 
una mayor cantidad de sitios de excelente y muy buena cali-
dad de acuerdo con su IIB en la temporada de lluvias.

El análisis de correspondencia canónica (figura 6), in-
dica que la varianza acumulada de la relación entre la presen-
cia de las comunidades biológicas y las variables ambientales 
seleccionadas se explica en los dos primeros ejes con un 63 
%. En aquellos sitios con los valores más altos de caudal, se 
encuentra la familia Perlidae, esta familia de macroinverte-
brados tiene una relación positiva con el caudal y se consi-
dera una de las familias con mayor grado de sensibilidad a la 
contaminación orgánica (Merrit y Cummins 1996). 

Por su parte la variable de PTotal presenta una relación 
positiva sobre la familia Leptopheibidae, los valores de PTotal 
fueron bastante homogéneos entre las dos temporadas y no 
existe alta variabilidad entre sitios. La variable de NTotal tiene 
relación con las familias Baetidae e Hydropsychidae, estas 
tienen mayores facilidades de adaptación y por lo tanto son 
los más tolerantes a efectos de condiciones extremas o de 
perturbación (Moya et al., 2011; Roldan-Pérez, 2016). Se pue-
de apreciar mediante este análisis de correspondencia, que 
las comunidades biológicas se están separando entre sitios 
y entre temporadas de muestreo, lo anterior es el resultado 
de la misma estructura de las comunidades de macroinverte-
brados y la correlación con las variables ambientales.

Análisis microbiológico
En la figura 7 se presenta la cuantificación de UFC en 

los sitios del Río Ayuquila y sus afluentes por temporada de 
muestreo. Estos resultados se comparan con el límite permi-
sible (10 UFC/mL) propuesto por la NOM-001-ECOL-1996. El 
50 % de los sitios exceden el límite permisible en la estación 
lluviosa, con concentraciones que van desde los 18 UFC/mL 
hasta 190 UFC/mL; por otra parte, en la estación seca el 22 % 
de los sitios superan el límite permisible, con concentraciones 
que oscilan entre 11 y 21 UFC/mL. Se encontraron diferencias 
significativas entre las temporadas de muestreo (F= 4.36: p= 
0.044) (tabla 4).

 

 

Figura 5. Índices de integridad biótica y diversidad por temporada de muestreo. IIB= 
índice de integridad biótica, H´= índice de Shannon-Wiener. 

Figure 5. Biotic integrity and diversity indices per sampling season. IIB = biotic integrity 
index, H´ = Shannon-Wiener index. 
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Figura 6. Análisis de correspondencia canónica en el ordenamiento de los 
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Baetidae (Bae), Perlidae (Per) e Hydropsychidae (Hyd)], colectados por sitio 
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Figure 6. Canonical correspondence analysis in the sampled sites ordering 
in both seasons, related to the presence and abundance of the macroinver-
tebrate families [Leptopheibidae (Lep), Baetidae (Bae), Perlidae (Per) and 
Hydropsychidae (Hyd)], collected by site and correlated with environmental 
variables (PTotal, NTotal and caudal).
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El arrastre de residuos por la acción de la lluvia ele-
va las concentraciones de coliformes en la mayoría de los 
sitios, situación que se ve reflejada al encontrarse mayores 
concentraciones de UFC en la temporada lluviosa, esto se ha 
evidenciado en otros estudios (Ramírez et al., 2009; Olguín 
et al., 2010). Por otra parte, se les suman a las descargas 
provenientes de granjas porcícolas, las descargas de aguas 
residuales urbanas, tomando como referencia que en México 
el 70 % de los municipios cuentan con planta de tratamiento 
de agua residual, y de estas, alrededor del 50 % se encuentre 
en funcionamiento actualmente (CONAGUA, 2016).

El sitio que registró la mayor concentración de UFC 
fue el número 8 en la temporada de lluvias. Se infiere que 
estas concentraciones se deben a que, en este punto del río 
se vierten las aguas residuales de los municipios de Autlán 
y El Grullo, así como todo el arrastre de las lluvias del suelo 
agrícola del valle Autlán – El Grullo. En general las concen-
traciones aumentan en todos los sitios en la temporada 
de lluvias, debido a la descarga de aguas negras de áreas 
urbanas y drenaje agrícola, lo que sugiere una alta y peligro-
sa contaminación por patógenos intestinales (Robles et al., 
2013; Anduro et al., 2017).

Por otro lado, los sitios 4 y 10, son sitios que se en-
cuentran poco después de dos presas importantes en la 
región (Trigomil y Las Piedras), lo que sugiere una mayor 
dilución del agua y, por tanto, menos concentración de coli-
formes (Sardiñas et al., 2006). El caso del sitio 7 corresponde 
al Arroyo Manantlán, este es un afluente el cual tiene su 
nacimiento en la parte alta de la Reserva de la Biosfera Sierra 
de Manantlán, por ende, este afluente sufre muy poca o nula 
presión y contaminación urbana, por lo tanto, se considera 
como un sitio de referencia de buena calidad microbiológica 
(Santana et al., 1993).

Un estudio realizado por Olivas-Enríquez et al. (2011) 
en el Río Bravo determinó la concentración de coliformes 
totales y E. coli. La presencia indiscutible de enteropatógenos 
en el agua del Río Bravo constituye un riesgo para la salud 
pública, principalmente para los agricultores que la manejan, 
y en el riego por la contaminación de los productos agrícolas 
de consumo humano, así como para las personas que entran 
en contacto con el agua del río.

CONCLUSIONES
Se confirmó que existe alto riesgo de eutrofización en 

los cuerpos de agua analizados debido a las altas concen-
traciones de Fósforo total (PTotal) y Nitrógeno Total (NTotal). 
Esto sugiere tomar acciones preventivas y correctivas en 
la disminución de la contaminación por estos elementos y 
analizar la supervisión de las actividades antropogénicas que 
emanan contaminantes fosfóricos y nitrogenados. El índice 
de integridad biótica mostró alta contaminación orgánica 
en 20% de los sitios en estudio, es un porcentaje relevante 
debido a que las actividades antropogénicas son las causas 
principales de esta problemática. Se demuestra que urge 
un plan estratégico a nivel cuenca para evitar los derrames, 
vertederos o lixiviados de contaminantes orgánicos. Estos 

hallazgos explican la problemática que debe atenderse con 
estrategias que generen alternativas de manejo de recursos 
hídricos e insumos agropecuarios con enfoques sustentables 
y que eviten descargas y arrastres de bacterias peligrosas 
para la salud humana y ecosistémica. 
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ABSTRACT
Maize (Zea mays L.) is one of the most important cere-

als for Mexico and humanity. The Yaqui Valley -located at the 
northwest of Mexico- is one of the most important agricultur-
al regions worldwide, it is characterized by an indiscriminate 
use of inorganic fertilizers for improving crop yields, leading 
to an increased environmental and economic cost of maize 
production. This work carried out a morphological, metabol-
ic, and molecular characterization of native bacteria associat-
ed with maize rhizosphere, evaluating the positive effects of 
bacterial inoculation on plants under greenhouse conditions. 
The evaluated strains were taxonomically affiliated –based 
on the 16S rRNA gene- as Bacillus sp. (13B41), Advenella 
incenata (22A67), Pantoea dispersa (22B45), and Rhizobium 
pusense (31B11). All these strains were able to synthesize 
indoles, produce siderophores, and solubilize phosphates. 
The individual inoculation of these strains to maize plants 
showed a significant increment (compared to un-inoculated 
plants) in height (35-40 %), shoot dry weight (244-289 %), 
root dry weight (99-137 %), and SPAD values (40- 47 %). The 
native bacteria associated with maize in the Yaqui Valley are 
a promising alternative to promote the growth of their host 
plant and contribute to a sustainable maize production.
Keywords: microbial inoculants, plant growth promotion, 
soil, greenhouse.

RESUMEN
El maíz (Zea mays L.) es uno de los cereales más 

importantes para México y la humanidad. El Valle del Yaqui 
-ubicado en el noroeste de México- es una de las regiones 
agrícolas más importantes a nivel mundial, se caracteriza 
por un uso indiscriminado de fertilizantes inorgánicos para 
mejorar el rendimiento de los cultivos, lo que genera un ma-
yor costo ambiental y económico de la producción de maíz. 
En este trabajo se realizó una caracterización morfológica, 
metabólica y molecular de bacterias nativas asociadas a la 
rizósfera del maíz y se evaluaron los efectos positivos de la 
inoculación bacteriana en plantas de maíz bajo condiciones 
de invernadero. Basándose en la secuencia del gen del 16S 
ARNr las cepas evaluadas se afiliaron taxonómicamente 
como Bacillus sp. (13B41), Advenella incenata (22A67), Pan-

toea dispersa (22B45) y Rhizobium pusense (31B11). Todas 
estas cepas pudieron sintetizar indoles, producir sideróforos 
y solubilizar fosfatos. La inoculación individual de estas cepas 
en maíz mostró un incremento significativo (en comparación 
con plantas no inoculadas) en altura (35-40 %), peso seco de 
brotes (244-289 %), peso seco de raíces (99-137 %) y valores 
SPAD (40-47%). Las bacterias asociadas al maíz nativas del Va-
lle del Yaqui son una alternativa prometedora para promover 
el crecimiento de su planta hospedante y contribuir a una 
producción de maíz sostenible.
Palabras clave: inoculantes microbianos, promoción del 
crecimiento vegetal, suelo, invernadero.

INTRODUCTION
Maize (Zea mays L.) belongs to the group of cereals 

with worldwide importance, due to its applications in animal 
consumption, including human. In 2018, world maize pro-
duction reached 1147.62 million tons, the highest amount 
among the main cereals (FAO, 2020). In Mexico, during 2018, 
around 7.3 million hectares were cultivated with this cereal, 
with a total production of 27.1 million tons (SIAP-SADER, 
2020). On the other hand, maize production in the main 
agricultural zones of northwestern Mexico, such as the Yaqui 
Valley, reached 449,000 tons in the year 2018, while in 2019 its 
production increased up to 567,000 tons (SIAP-SADER, 2020). 
However, this global and national food demand has led to 
the indiscriminate use of agrochemicals, in areas of intensive 
agriculture such as the Yaqui Valley, where high amounts of 
nitrogen and phosphate fertilizers have been used, as well 
as pesticides, to improve the yield of several crops such as 
wheat and maize (McCullough and Matson, 2016). Never-
theless, the excessive use of agrochemicals contributes to 
the contamination of soils and underground water supplies, 
leading to potential health risks and environmental degra-
dation (Meza-Montenegro et al., 2012). Thus, the need fo the 
development of sustainable strategies for food production, 
to diminish the damage caused by the use of large quantities 
of agrochemicals, is evident.

The use of soil microorganisms (mainly bacteria) as 
inoculants with beneficial traits for plant development and 
soil health represents an attractive alternative to conven-
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tional agriculture, named Plant Growth Promoting Bacteria 
(PGPB) (Valenzuela-Aragon et al., 2019). PGPB includes a 
large group of microorganisms that can be found in the rhi-
zosphere and bulk soil, as well as within and on aerial plant 
tissues (de Souza et al., 2015). PGPB applied to plants, either 
on soil or seeds, improve plant crops growth and protection 
against diseases and abiotic stress, by improving the biologi-
cal nitrogen fixation, solubilization of phosphates, reduction 
of stress through diverse enzyme production, synthesis of 
phytohormones, production of siderophores, among others 
(Glick, 2012; de Souza et al., 2015). Thus, the most studied 
genera of PGPB are Acetobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, 
Arthrobacter, Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Bradyrhizo-
bium, Burkholderia, Enterobacter, Gluconacetobacter, Klebsie-
lla, Methylobacterium, Ochrobactrum, Paenibacillus, Pantoea, 
Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas, and Rhizobium 
(Glick, 2012; Ahemad and Kibret, 2014). Several studies have 
demonstrated the ability of these bacterial genera to promo-
te the growth of different crops such as rice, tomato, wheat, 
maize, chickpea, peanuts, among others, showing significant 
changes in physiological parameters, i.e., dry weight, chloro-
phyll content, and plant height (Kumar et al., 2014; Sharon et 
al., 2016). 

PGPB can be classified as native or indigenous when 
those are endemic to the site where they will be applied and 
as exogenous when they are isolated from other locations. 
Several research, mainly related to pollutants biodegradation, 
have shown that for an exogenous PGPB to properly perform 
its functions, not only must adapt to the local region eda-
phoclimatic conditions but also there must be compatibility 
with the native microorganisms (i.e. to avoid competence for 
nutrients or a specific niche). For example, Festa et al. (2016) 
found that the inoculation of exogenous microorganisms 
caused significant changes in the diversity of the microbial 
community, which can compromise the subsequent functio-
nality of the soil. On the other hand, Kaur and Reddy (2013) 
demonstrated that native bacterial strains associated with 
maize crop have the ability to facilitate microorganism-plant 
interaction in order to enhance plant growth parameters, 
such as shoot length, germination, shoot, and root dry 
weight, as well as an increase in crop yield, by the produc-
tion of phytohormones, siderophores, and solubilization of 
phosphates. However, the bacterial inoculant success in the 
field is not assured, due to the influence of several important 
factors such as climatic conditions, native microbiota, and its 
formulation (Dutta and Podile, 2010; de los Santos-Villalobos 
et al., 2018). The introduction of exogenous PGPB could indu-
ce at least a transient perturbation of the equilibrium of soil 
microbial communities, this may be undesirable if important 
native species are lost, affecting subsequent crops (Trabelsi 
and Mhamdi, 2013). However, this effect could be buffered 
by ecosystem resilience, which is driven by the level of diver-
sity and interactions of the plant-soil-biota (Kennedy, 1999).

At present, research works on native microbiota in 
the Yaqui Valley are very scarce (de los Santos-Villalobos et 

al., 2018), even when this is the birthplace of the Green Re-
volution, and there are no microbial inoculants developed 
with native strains from this area, which have adapted to the 
edaphoclimatic conditions (high temperatures, alkaline and 
low content of organic matter). The aim of this study was to 
identify and characterize promising native PGPB associated 
with maize in the Yaqui Valley, as well as to quantify their 
inoculating impact on morphometric parameters of maize, 
grown under greenhouse conditions.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial strains

The studied bacterial strains (22A67, 13B41, 22B45, 
and 31B11) were selected according to their ability to pro-
mote in vitro maize growth (unpublished data). These strains 
are cryopreserved in Colección de Microorganismos Edáficos 
y Endófitos Nativos (COLMENA, www.itson.mx/COLMENA) 
(de los Santos-Villalobos et al., 2018). Glycerol-frozen (-80 °C) 
bacterial strains were pre-cultured in Petri dishes containing 
Nutrient Agar (NA) as a culture medium, and incubated for 
24 h at 28 °C. 

Morphological and molecular characterization
All bacterial strains were cultured in Nutrient Agar (NA) 

and incubated for 24 h at 28 °C to characterize them by mac-
ro (color, shape, margins, and elevation) and microscopical 
(Gram stains and shape) traits. DNA from each strain axenic 
bacterial culture was extracted using the UltraClean Micro-
bial DNA Isolation Kit (QIAGEN ®), the DNA integrity analyzed 
by 1% agarose electrophoresis while the quality and concen-
tration by spectrophotometry (NanoMicro-Spectrophotom-
eter Jenway ®). To amplify the 16S rRNA gene (1500bp) we 
used the FD1 (5’-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTG-
GCTCAG-3’) and RD1 (5’-CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGT-
GATCCAGCC-3’) primers (Weisburg et al., 1991),  in a 50 µL 
PCR reaction mixture containing 100 ng DNA, 1X PCR buffer, 
0.2 µM primers, and 4U MyTaq DNA polymerase (Bioline). 
The PCR cycle was as follows: 5 min at 95 °C, followed by 30 
cycles of 30 s at 95 °C, 40 s at 57 °C, 2 min at 72 °C, and a final 
elongation step of 5 min at 72 °C. PCR products were verified 
by electrophoresis gel agarose/TAE (2 %), and the purified 
amplicons sequenced by the Sanger platform. The edition 
and analysis of the obtained DNA sequences was with the 
software FinchTV 1.4.0 (Geospiza, Seattle, WA), CLC Sequence 
viewer 7 (QIAGEN, Denmark), and BLAST (NCBI, www.ncbi.
nlm.nih.gov) used to identify the reported sequence with 
greater similarity to the studied bacterial strains. The phy-
logenetic analysis was generated with the MEGA software 
version 7.0 (Kumar et al., 2016) using the neighbor-joining 
method, the evolutionary distances computed using the 
Tamura 3-parameter model. The partial sequences of the 
16S rRNA gene were deposited in the Genbank database 
(MG807394, MG807395, MG807396, MG807397 accession 
numbers).
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Plant growth promoting traits by bacterial strain
Indoles production. For quantification of indoles produc-
tion, 1x103 Colony Forming Units (CFU) of each bacterial 
strain were inoculated, in triplicate, into 30 mL of nutrient 
broth (NB), supplemented with 100 ppm of tryptophan, 
and incubated in a rotary shaker (Yamato ®) at 150 rpm 
and 28 °C for 3 days. After incubation, the bacterial culture 
was centrifuged at 10,000 rpm for 10 min, and 1 mL of the 
supernatant was placed in a 1.5 mL Eppendorf tube and 
centrifuged again at 8000 rpm for 10 min according to de los 
Santos-Villalobos et al. (2013). Quantification of indoles was 
performed by the spectrophotometric method using Sal-
kowski reagent according to Glickmann and Dessaux (1995). 
The concentrations of produced indoles were estimated with 
a standard curve of indole-3-acetic acid (Sigma®), in a range 
of 2-50 ppm. The tests were carried out in triplicate.
Phosphate solubilization. Each bacterial strain (1x103 
CFU) was inoculated, in triplicate, on Petri dishes containing 
Pikovskaya (PVK) medium and incubated at 25 °C for 10 days. 
The PVK medium was composed of 2 solutions (salts and 
bromophenol blue Stock) according to Onyia and Anyanwu 
(2013). The ability of the studied strains to solubilize phos-
phorus (P) was observed by a transparent halo around the 
bacterial colony. The Phosphate solubilization index (PSI) 
was obtained according to Sharon et al. (2016), following the 
Equation 1:

 
𝑃𝑃𝑃𝑃ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠ℎ𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑜𝑜𝑜𝑜𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑠𝑠𝑠𝑠𝑜𝑜𝑜𝑜𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑎𝑎𝑎𝑎𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑠𝑠𝑠𝑠ℎ𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑎𝑎𝑎𝑎 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑜𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑝𝑝𝑝𝑝𝑎𝑎𝑎𝑎𝑠𝑠𝑠𝑠𝑜𝑜𝑜𝑜𝑠𝑠𝑠𝑠 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑎𝑎𝑎𝑎𝑖𝑖𝑖𝑖 = (𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻 𝑧𝑧𝑧𝑧𝐻𝐻𝐻𝐻𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧𝑧+𝐶𝐶𝐶𝐶𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝑧𝑧𝑧𝑧𝐶𝐶𝐶𝐶 𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝐻𝐻𝐻𝐻𝑑𝑑𝑑𝑑𝑧𝑧𝑧𝑧𝑑𝑑𝑑𝑑𝑧𝑧𝑧𝑧𝑑𝑑𝑑𝑑)
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Equation 1. Phosphate solubilization index or Sidero-
phore production index

Siderophore production. To determine the ability of stud-
ied bacterial strains to produce siderophores, 1x103 CFU of 
each strain was inoculated on Petri dishes containing chrome 
azurol S medium (CAS), and incubated at 28 °C for 10 days, by 
three independent replicates (García-Meléndez et al., 2017). 
The CAS medium preparation was following the method 
described by Alexander and Zuberer (1991). Strains that 
showed a transparent or colored halo around the bacterial 
colony were positive for this test. The siderophore produc-
tion index was obtained following the Equation 1.
1-Aminocyclopropane-1-Carboxylate(ACC) deaminase 
activity. The ability of strains to produce ACC deaminase 
was screened in Petri dishes containing minimal medium 
according to Dworking and Foster (1958). 1x103 CFU of each 
strain was inoculated, by triplicate, in Petri dishes containing 
minimal media with ACC as its sole nitrogen source; then 
incubated at 28 °C for 3 days. Bacterial growth in the minimal 
medium was considered positive in ACC deaminase activity 
(nutrient medium was used as control).

In all the characterization tests mentioned above, 
Bacillus sp. P41B2 whose plant growth promoting traits are 
known was used as technical control.

Maize growth promotion by studied PGPB under green-
house conditions
Bacterial production. A bacterial pre-inoculum was pre-
pared for each strain (1x105 UFC), in tubes with 25 mL of 
Nutrient Broth (NB), incubated at 120 rpm for 24 h at 28 °C. 
Then, the pre-inoculum optical density adjusted to OD630=0.5 
(Valenzuela-Aragon et al., 2019). For the bacterial inoculum, 
1 mL of pre-inoculum was inoculated to 3 L of NB, and incu-
bated for 72 h, at 28 °C with shaking at 120 rpm. The bacterial 
suspension was pelleted by centrifugation for 15 min at 4000 
rpm, washed twice and finally re-suspended in sterile distilled 
water. The bacterial concentration (CFU/mL) was adjusted to 
1x109 CFU/mL.
Greenhouse assay. The greenhouse assay was carried out 
in 4 L pots under greenhouse conditions at the Instituto 
Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias 
(INIFAP) located at Cajeme, Sonora (27°N, 110°W). The max/
min temperature during assay was 30 °C/8 °C and 12-hour 
photoperiod. CARIBU® (ASGROW®) commercial hybrid maize 
was used. A non-sterile mixture of perlite/agricultural soil/
Pro-Mix GTX® substrate (1:3:2) was used as a plant substrate. 
The soil mixture was classified as clay-loam, with the follow-
ing characteristics: organic matter = 5.48 %, pH in CaCl2=7.07, 
electrical conductivity = 2.903 dS/m, total salts = 1858 ppm, 
N = 217 Kg/Ha, P = 15 ppm. In each pot, 300 mL (1x109 CFU/
mL) of each bacterial strain were applied separately to each 
plant, 10 replicates per treatment and an un-inoculated con-
trol were established. Plants were kept well-watered, and no 
chemical fertilizers were applied during the assay (Parra-Cota 
et al., 2014).
Measurement of maize growth parameters. Data collec-
tion was weekly over 6 weeks and at the end of the assay (42 
days after sowing). The first measurement was 14 days after 
sowing between stages V3 and V4 of maize growth. Plant 
height, leaf chlorophyll level (SPAD 502 Minolta®), and leaves 
number were measured, and at the end, height, plant and 
root dry weight, and stem thickness.

Statistical analysis
A completely randomized design was applied in all 

experimental assays with three replicates per treatment, in 
the greenhouse assay a replicate was constituted by 10. Data 
analysis was by one-way analysis of variance (ANOVA) test 
and Tukey–Kramer test (p=0.05), using Statgraphics Centu-
rion XVI.II (Statgraphics Technologies, Inc., Virginia). 

RESULTS AND DISCUSSION
Morphological and molecular characterization of studied 
bacterial strains

The macroscopic traits of all strains were similar in 
shape (circular), margin (entire), and elevation (flat) but di-
fferent colors. Cell shape varied from coccus for strain 22A67 
to rod-shaped for the other strains. Similarly, Gram stain was 
different between the bacterial strains (Table 1). Based on 
the 16S rRNA gene sequence phylogenetic analysis (Figure 
1), the identifications were as follows: strain 22A67 as Adve-
nella incenata (MG807395, accession number), strain 22B45 
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as Pantoea dispersa (MG807397), strain 31B11 as Rhizobium 
pusense (MG807394), and the strain 13B41 (MG807396) as 
Bacillus sp. In the latter, it was not possible to determine the 
species due to the sequences high similarity between diffe-
rent species of the genus Bacillus.

The four genera to which the studied bacterial strains 
belong have been previously described as PGPB. The Bacillus 
genus was first reported by Cohn in 1872 and currently in-
cludes more than 377 species, which are widely distributed 
in very diverse ecosystems such as aquatic, terrestrial, and 
those with extreme conditions (Villarreal-Delgado et al., 
2018; de los Santos Villalobos et al., 2019). Several Bacillus 
species have been identified as plant growth-promoting bac-
teria since they suppress pathogens and/or improve plant 
development (Sansinenea, 2019). Bacteria of the Rhizobium 
genus have been extensively studied for their ability to fix 
nitrogen in symbiosis with legumes, but Rhizobium is also a 

Table 1. Morphological characteristics of studied PGPB. 
Tabla 1. Características morfológicas de las BPCV estudiadas.

Strain
Macroscopic traits Microscopic traits

Morphological traits Color Cell shape Gram 
reaction

13B41 Circular with entire 
margin and flat Brown Rod-shaped Positive 

22A67 Circular with entire 
margin and flat 

Light 
Brown Coccus Negative 

22B45 Circular with entire 
margin and flat Yellow Rod-shaped Negative 

31B11 Circular with entire 
margin and flat Brown Rod-shaped Negative 
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 Advenella incenata NR_042702 
 Advenella incenata KJ689306 
 Advenella incenata MK100927 

 Advenella faeciporci NR_113190 
 Pantoea stewartii NR_104928 

 Pantoea dispersa MT826218 
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 Pantoea dispersa NR_116797 
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Figure 1. Phylogenetic Tree inferred using the Neighbor-Joining method. 
Numbers at nodes indicate values of bootstrap support based on an analy-
sis of 1,000 resampled data sets. Nitrospira marina was used as an outgroup 
sequence. The scale bar indicates the number of base substitutions per site.
Figura 1. Árbol filogenético inferido mediante el método de Neighbor-
Joining. Los números en los nodos indican valores de soporte de bootstrap 
basados en un análisis de 1000 conjuntos de datos remuestreados. Se 
utilizó Nitrospira marina como secuencia externa. La barra de escala indica 
el número de sustituciones de bases por sitio.

very good root colonizer of non-legumes and can produce 
plant hormones, siderophores, solubilize phosphorus, and 
exhibits adverse effects to plant pathogens (Qureshi et al., 
2013). At present, many research works have demonstrated 
the beneficial effects of Rhizobium inoculation to cereals, like 
maize, in terms of improved growth and yield (Mehboob et 
al., 2012; Hussain et al., 2016).

Pantoea is a relatively recent genus, proposed by Ga-
vini et al. (1989). Pantoea spp. have been isolated from plants 
surfaces, within plant tissues, seeds, fruits, rhizosphere, 
water, soil, from humans and other animals; they are rarely 
considered as pathogens (Chauhan et al., 2015). Various 
studies have reported strains of Pantoea as biological control 
agents and as growth promoter in crops such as corn, wheat, 
apple, cotton, barley, and potato (Montañez et al., 2012; Kaur 
and Reddy, 2013; Chauhan et al., 2015). Whereas the genera 
mentioned above has been widely studied, mainly Bacillus 
and Rhizobium, Advenella is a poorly studied genus, and 
reports of their role as PGPB are scarce, but these coincide 
in their potential role as phosphate solubilizers in soils with 
crops such as maize and wheat (Espinosa-Victoria et al., 2009; 
Singh et al., 2014; Wang et al., 2020).

Plant growth promoting traits by studied bacterial stra-
ins

In order to have a better understanding of plant-
microorganism interactions, it is important to study the PGPB 
potential mechanisms of action. The four studied strains were 
able to produce indoles, i.e., Pantoea dispersa 22B45 showed 
the higher production of indoles (11 ppm), followed by Baci-
llus sp. 13B41 (4.0 ppm), Rhizobium pusense 31B11 (3.8 ppm), 
and Advenella incenata 22A67 (2.8 ppm) (Table 2). Indole 
acetic acid (IAA) is generally considered as the most impor-
tant native auxin (Glick, 2012); several species of bacteria are 
capable to produce this class of phytohormones, where their 
production vary depending on growing conditions, stage of 
development, availability of nutrients, among others (Duca 
et al., 2014). The bacteria indoles production can affect the 
hormonal balance in plants and, therefore, can influence 
their growth, mainly increasing the total root surface, which 
leads to an enhanced mineral uptake from the soil (Spaepen 
and Vanderleyden, 2011). For example, in different studies, 
two native Pantoea strains associated with maize showed 
the ability to synthesize indoles in 121.6 ppm and 93 ppm, 
respectively (Montañez et al., 2012; Kaur and Reddy, 2013). 
Similarly, Naveed et al. (2014) demonstrated that indoles-
producing bacteria application can positively affect different 
growth parameters of maize, such as root dry weight and 
plant height, with increments of 43% and 8%, respectively, 
compared to un-inoculated control.

On the other hand, Advenella incenata 22A67 showed 
a high level of phosphate solubilization in PVK medium, 
similar to an Advenella strain with phytase activity reported 
by Singh (2014). Pantoea dispersa 22B45, Bacillus 13B41, 
and Rhizobium pusense 31B11, also showed the ability to 
solubilize phosphates, but at a lower level (Table 2). P is an 
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important nutrient of plants due to it is involved in different 
functions, such as photosynthesis, respiration, and nutrient 
movement (Viruel et al., 2014). There is enough P in soil, but 
only a small amount is available for plants, which limits their 
growth (Viruel et al., 2014). The P availability depends on its 
solubility, which is influenced by the activity of roots and 
microorganisms in the soil, mainly through the production 
of organic acids and alternate mechanisms as the production 
of chelating compounds and secretion of phytase enzymes 
(Pande et al., 2017). Thus, the studied strains can be classified 
as phosphate-solubilizing bacteria capable of solubilizing 
phosphate from an insoluble tricalcium source, which has 
shown a positive impact on biomass weights of tomato and 
maize crops, compared to un-inoculated plants (Montañez et 
al., 2012; Sharon et al., 2016).

Another important micronutrient for plants is iron (Fe), 
which influences several important biological processes such 
as photosynthesis, respiration, and chlorophyll synthesis 
(Kobayashi and Nishizawa, 2012). However, like phosphorus, 
this micronutrient has low availability in soils. Soil bacteria 
can overcome this Fe limitation by chelating molecules 
called siderophores (Villarreal-Delgado et al., 2018), which 
production capacity provides an advantage against soil-
borne pathogens (de los Santos-Villalobos et al., 2012). Every 
studied strains showed the ability to produce siderophores, 
observing the higher value (SPI=1.88) for Bacillus sp. 13B41, 
significantly different compared to the rest of the strains (Ta-
ble 2). In addition, bacterial genera like Pantoea, Advenella, 
Bacillus, and Rhizobium have shown this biochemical trait, 
also related to the growth promotion effect in maize and 
wheat cultivars (Kaur and Reddy, 2013; Kumar et al., 2014; 
Singh et al., 2014).

The activity of the enzyme 1-aminocyclopropane-
1-carboxylate (ACC) deaminase, is of a plant growth promoter 

mechanism by microorganisms, which regulate plant levels 
of ethylene (Glick, 2012). Ethylene is produced endogenously 
by plants and participates in the regulation of all processes 
for their growth, however, under environmental stress, its 
production is accelerated, negatively affecting root growth, 
and therefore, the development of the whole plant (de Sou-
za et al., 2015). Here, Pantoea dispersa 22B45 and Rhizobium 
pusense 31B11 showed ACC activity, like that reported by Sh-
ahzad et al. (2008), where strains of the genus Pantoea were 
identified with ACC activity and used to increase the yield of 
chickpea of up to 54 % compared to the un-inoculated con-
trol. Hussain et al. (2016) showed that by the inoculation of 
Rhizobium in maize, plants grew under drought stress condi-
tions, obtaining an increase of 16 % and 30 % in dry biomass 
of root and shoot, respectively, compared to un-inoculated 
plants.

Maize growth promotion by isolated bacterial strains, 
under greenhouse conditions

In this study, all inoculated treatments showed a signi-
ficant difference (p≤0.05) in plant chlorophyll level compared 
to the un-inoculated treatment, increased up to 40 % by Baci-
llus sp., 47 % by Rhizobium pusense, 41 % by Pantoea dispersa, 
and 39% by Advenella incenata at 42 days after sowing (Figu-
re 1). However, there was no significant difference between 
plants inoculated with the studied strains. At 14 days after 
sowing, plant chlorophyll levels increased from 13 % to 20 
% for all inoculated plants compared to the un-inoculated 
treatment (Figure 2). Increased chlorophyll content by the 
application of PGPB might be attributed to the enhanced 
root size of plants by phytohormones production, as well 
as the solubilization and mobilization of nutrients (Qasim et 
al., 2017). Furthermore, the leaf chlorophyll level is markedly 
related to the photosynthetic capacity, which implicates a 
better nutrient cycling, indicating an improvement of plant 
growth (Croft et al., 2016).

Table 2. Plant growth promotion traits by studied PGPB, under in vitro 
conditions.
Tabla 2. Rasgos de promoción del crecimiento vegetal de las PGPB estudia-
das, en condiciones in vitro.

Strain

Indoles 
production 

(ppm)

Phosphate 
solubilization

Index (PSI)

Siderophore 
production
Index (SPI)

ACC 
deaminase 

activity

Bacillus sp. 
13B41

4.0 b 1.25 ab 1.88 b -

Advenella 
incenata 

22A67

2.8 a 1.58 b 1.40 a -

Pantoea 
dispersa 
22B45

11.4 c 1.42 ab 1.29 a +

Rhizobium  
pusense 
31B11

3.8 b 1.15 a 1.30 a +

Bacillus sp. 
P41B2*

3.1ab 1.28ab 1.37a -

Different letters indicate significant differences (p<0.05, Tukey- Kramer test), 
n=3. (+)= Production, (-)= No production. *= Technical control
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Figure 2. Chlorophyll level of maize plants inoculated by each studied 
strain and un-inoculated. Distinct letters indicate significant differences 
(p<0.05, Tukey test), n=10.
Figura 2. Nivel de clorofila de plantas de maíz no inoculadas e inoculadas 
por cada cepa estudiada. Las letras distintas indican diferencias significati-
vas (p <0.05, prueba de Tukey), n=10.
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Height of inoculated plants showed significant diffe-
rences at 21 days after sowing, where strain Advenella ince-
nata 22A67 showed a height of 37 cm, being different to the 
rest of the treatments [30.2 cm, 30.9 cm, 31.5 cm, and 28.2 
cm for Pantoea dispersa 22B45, Rhizobium pusense 31B11, 
Bacillus sp. 13B41, and un-inoculated control, respectively]. 
The plant height on days 28, 35, and 42 after sowing, showed 
significant increases for all treatments (40, 51, and 35 %, 
respectively), compared to the un-inoculated treatment, and 
there was no difference between plants inoculated with the 
studied strains, as indicated in Figure 3.

and 99 to 137 %, respectively (Table 3). Silva et al. (2016) re-
ported the capacity of Pantoea and Bacillus to increase shoot 
and root dry matter by 28 % and 18 %, respectively, in maize 
plants at 40 days after emergence compared to un-inoculated 
control. Qureshi et al. (2013) showed that the genus Rhizo-
bium is an effective plant growth promoter in maize cultivars, 
due to its ability to improve the photosynthetic rate, up to 
21 %. In addition, an increase in plant height and dry matter 
production was observed, these traits were attributed to the 
ability of Rhizobium strains to produce phytohormones. On 
the other hand, although there are few reports about maize 
growth promotion by Advenella (Espinoza-Victoria et al., 
2009; Singh et al., 2014), this study shows that it can improve 
maize plant height from the first stages of development (Fi-
gure 4), besides increasing the dry matter content of maize.
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Figure 3. Height of maize plants inoculated with each strain. Distinct letters 
indicate significant differences (p<0.05, Tukey Test), n=10.
Figura 3. Altura de las plantas de maíz inoculadas con cada cepa. Las letras 
distintas indican diferencias significativas (p <0.05, prueba de Tukey), n=10.

In addition, the stem thickness showed a significant 
increment from 63% to 73% by studied bacterial strains 
(Table 3), compared to the un-inoculated treatment. This 
increment may relate to the accumulation of reserves in the 
stem during the vegetative stages, which could later increa-
se the production of grains (Setter and Meller 1984; Seyed 
Sharifi et al., 2017). On the other hand, the maize inoculation 
of the studied strains increased de number of leaves, but 
Pantoea dispersa 22B45 increased the number of leaves by 33 
%, presenting at least one more leaf per plant than the rest of 
the strains and un-inoculated control (Table 3). Agbodjato et 
al. (2016) and Abiala et al. (2015) also reported an increase in 
the number of leaves in maize plants inoculated with PGPB 
under greenhouse conditions; in the first study the effect 
was observed by the inoculation of P. fluorescens; while in the 
second, the individual inoculation of Bacillus, Lysinibacillus, 
Citrobacter and Enterobacter caused this effect in plants. 
The increase in the number of leaves is clear evidence of the 
growth promoting effect generated by the PGPB.

Maize plants inoculated with Pantoea dispersa 22B45 
also showed the highest root dry weight, 6.34 g, followed by 
maize inoculated with Bacillus sp. 13B41, Rhizobium pusense 
31B11, Advenella incenata 22A67, and un-inoculated plants, 
as shown in Table 3. All inoculated plants showed a higher 
shoot dry weight and root dry weight compared to the un-
inoculated treatment, with increments from 244 to 289 %, 

Table 3. Effect of studied PGPB on maize growth under greenhouse condi-
tions, at vegetative stage V8.
Tabla 3. Efecto de las PGPB estudiadas sobre el crecimiento del maíz en 
condiciones de invernadero, en la etapa vegetativa V8.

PGPB
Stem 

thickness 
(mm)

Number 
of 

leaves

Root dry
weight (g)

Shoot dry 
weight (g)

Advenella 
incenata 

22A67
13.7 ± 2.50b 8 ± 0.79b 5.45 ± 1.88b 7.90 ± 3.21b

Bacillus sp. 
13B41 13.6 ± 1.71b 8 ± 0.74b 5.99 ± 2.10b 7.61 ± 2.13b

Pantoea 
dispersa 
22B45

13.6 ± 1.51b 9 ± 0.52c 6.34 ± 1.85b 7.89 ± 2.52b

Rhizobium 
pusense 31B11 12.9 ± 2.38b 8 ± 0.82b 5.32 ± 1.94b 6.99 ± 3.11b

Un-inoculated 7.9 ± 1.37a 6 ± 0.48a 2.67 ± 0.81a 2.03 ± 0.76a

Mean with different letters in the same column show significant difference 
at p<0.05 (Tukey-Kramer) n=10.

Figure 4. Effect of PGPB inoculation (right) on maize plant growth compa-
red with un-inoculated plants (left). a) Advenella incenata 22A67, b) Bacillus 
sp. 13B41, c) Rhizobium pusense 31B11, d) Pantoea dispersa 22B45.
Figura 4. Efecto de la inoculación de PGPB (derecha) sobre el crecimiento 
de la planta de maíz en comparación con plantas no inoculadas (izquierda). 
a) Advenella incenata 22A67, b) Bacillus sp. 13B41, c) Rhizobium pusense 
31B11, d) Pantoea dispersa 22B45.
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CONCLUSION
Plant growth-promoting bacterial strains studied 

here showed significant plant growth promoting traits in 
maize plants (root weight, plant height, number of leaves, 
stem thickness), under greenhouse conditions compared to 
the un-inoculated plants; however, these beneficial effects 
were similar among strains. Thus, Rhizobium pusense 31B11, 
Pantoea dispersa 22B45, Bacillus sp. 13B41, and Advenella 
incenata 22A67, isolated from the Yaqui Valley, are promising 
bacterial strains to be evaluated in field trials in this area or 
in others with similar edaphoclimatic conditions, to test their 
ability to improve grain yield in maize, so that they can be 
used as native microbial inoculants for sustainable agricul-
ture. 
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RESUMEN
Los materiales biocompuestos fabricados con matri-

ces poliméricas biodegradables y reforzadas con fibras natu-
rales son una propuesta ecológica para diversos sectores de 
aplicación. El objetivo de esta investigación fue dilucidar las 
propiedades físicas y mecánicas, así como la degradabilidad 
en el suelo de materiales elaborados a base de almidón de 
arroz y fibra de bagazo de caña. Se elaboraron seis biocom-
puestos de longitudes diferentes, que consideraron la aplica-
ción o no de un tratamiento alcalino, que fueron sometidos 
a pruebas mecánicas de tracción, flexión y compresión, así 
como pruebas de absorción de agua y biodegradabilidad 
en el suelo. Los resultados mostraron que la resistencia me-
cánica del material fue afectada por el tratamiento alcalino 
de la fibra y la longitud de esta. La pérdida de peso de los 
seis biocompuestos, atribuible a su biodegradabilidad en 
el suelo, fue superior al 70 % después de cuatro semanas. 
El biocompuesto con longitud de fibra de 0.25 mm y con 
tratamiento alcalino mostró la mayor resistencia en todas 
las pruebas mecánicas y representa una propuesta ecológica 
prometedora para diversas aplicaciones.
Palabras clave: Matriz polimérica biodegradable, trata-
miento alcalino, tamaño de fibra, propiedades mecánicas, 
biodegradabilidad.

ABSTRACT
Biocomposite materials made with biodegradable 

polymeric matrices and reinforced with natural fibers are 
an ecological alternative for various application sectors. The 
objective of this research was to elucidate the physical and 
mechanical properties, as well as the soil degradability, of 
materials made from rice starch and cane bagasse fiber. Six 
biocomposites of different lengths were elaborated, which 
considered whether or not to apply an alkaline treatment, 

and were subjected to mechanical tests of tensile, flexural 
and compression, as well as tests of water absorption and 
soil biodegradability. The results showed that the mecha-
nical resistance of the material was affected by the alkaline 
treatment of the fiber and its length. The weight loss of the 
six biocomposites, attributable to their soil biodegradability, 
was greater than 70 % after four weeks. The 0.25mm fiber 
length biocomposite treated with alkaline, showed the hig-
hest strength in all mechanical tests and represents a promi-
sing ecological proposal for various applications.
Keywords: Biodegradable polymer matrix, alkaline 
treatment, fiber size, mechanical properties, biodegradabili-
ty.

INTRODUCCIÓN
Los materiales de origen sintético derivados del pe-

tróleo son ampliamente utilizados por ser económicos, por 
su fácil manipulación industrial, su resistencia a la corrosión, 
a la intemperie y a diversos factores biológicos y químicos. 
Sin embargo, el uso desmedido de dichos materiales en la 
industria, aunado a que su incorporación al ciclo biológico 
es muy lenta (100 a 1,000 años aproximadamente), ha des-
pertado serias preocupaciones debido a su acumulación en 
los vertederos que carecen de regulación sanitaria, en ríos y 
océanos, amenazando el medio ambiente y sus ecosistemas 
(Ubaque y Fernando, 2018; Bahl et al., 2021; Qin et al., 2021). 
De acuerdo con las estimaciones de la ONU (2019), ocho 
millones de toneladas de plástico terminan en los océanos 
anualmente afectando a más de 600 especies de fauna mari-
na. Por otra lado, la quema de los materiales plásticos produ-
ce gases tóxicos, como los furanos y dioxinas, los cuales son 
gases de efecto invernadero. Las dioxinas pueden ocasionar 
problemas a la salud humana y la contaminación del suelo 
(Wilcox et al., 2015; Bahl et al., 2021).
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Con el objetivo de mitigar esta situación se ha pro-
puesto el desarrollo de materiales conocidos como biocom-
puestos, los cuales presentan ventajas ecológicas al emplear 
materiales renovables en su elaboración y presentan una 
biodegradación en el suelo considerablemente más rápida. 
El uso de fibras naturales utilizadas como refuerzo en la fabri-
cación de compuestos poliméricos utilizados para diversos 
fines se ha intensificado en los últimos años (Wang et al., 
2017; Silva et al., 2019). A pesar de que la fabricación de bio-
compuestos sigue siendo costosa, el uso de fibras naturales 
en la creación de polímeros biodegradables es una excelente 
opción para lograr el equilibrio entre el costo y el impacto 
ambiental (Mazzanti et al., 2019).

Un material alternativo para el refuerzo de biopolí-
meros es el bagazo de caña, éste es el residuo derivado del 
proceso agroindustrial en la obtención de azúcar. Al extraer 
el jugo de los tallos de la caña, la parte sólida llamada bagazo 
se utiliza tradicionalmente como material combustible en 
las calderas de los ingenios y como materia prima para la 
fabricación de papel y paneles aglomerados. Sin embargo, a 
pesar de sus diversos usos, en países en vías de desarrollo 
comúnmente son dispersados en vertederos o reducidos a 
cenizas, provocando problemas de contaminación ambien-
tal (Cabrera et al., 2016). 

Becerra et al. (2016) mencionan que el bagazo repre-
senta el 30 % de la caña molida. En el año 2020, en México, 
se generaron 16.1 millones de toneladas de bagazo de caña 
(SIAP, 2020), por lo que se considera un material abundante 
y disponible en gran parte del país, ya que actualmente ope-
ran 50 ingenios distribuidos en 15 estados de la República 
Mexicana (Tabla 1).

A pesar de que se han realizado investigaciones en 
donde se ha empleado fibras de yute, sisal, palma datilera, 
lino, okra y bagazo de caña como refuerzo de biopolímeros, 
poco se conoce acerca del efecto que produce el tamaño de 

la fibra en la resistencia mecánica del material (Tamayo et al., 
2017; Xie et al., 2018). Por otro lado, los polímeros extraídos 
de biomasa, especialmente del almidón, han llamado mucho 
la atención de los investigadores debido a que son un mate-
rial abundante, de bajo costo, renovable y completamente 
biodegradable (Wang et al., 2017; Guleria et al., 2018). Tal es 
el caso del almidón contenido en el grano de arroz quebrado 
obtenido como subproducto de la molienda, que depen-
diendo de la calidad del grano y la maquinaria de molienda 
se puede obtener hasta un 40 % de subproducto (Loubes 
y Tolaba, 2013). Esto lo convierte en un recurso altamente 
disponible, además que su producción se extiende a todos 
los continentes (FAO, 2017).

La creciente preocupación por la conservación de los 
recursos no renovables y el daño generado al medio am-
biente por la utilización desmedida de materiales de origen 
sintético ha motivado a buscar alternativas ecológicas que 
emplean en su fabricación los subproductos de la agroin-
dustria. Con estos antecedentes el objetivo de este trabajo 
fue dilucidar las propiedades físicas y mecánicas, así como la 
degradabilidad en el suelo de biocompuestos elaborados a 
base de almidón de arroz y fibra de bagazo de caña conside-
rando el efecto que produce la longitud y la aplicación del 
tratamiento alcalino de la fibra.

MATERIALES Y MÉTODOS
Materiales

Se utilizó bagazo de caña donado por el ingenio azu-
carero de Casasano “La abeja” y arroz quebrado adquirido en 
el molino de arroz “Buenavista”, ambos ubicados en Cuautla, 
Morelos, México. Se utilizó glicerina con 99.5 % de pureza 
como plastificante, hidróxido de sodio (NaOH) con peso 
molecular de 40.00 para el tratamiento alcalino, ácido acético 
glacial con 99.7 % de pureza para neutralizar la fibra después 
del tratamiento alcalino y ácido oléico utilizado como des-
moldante del biocompuesto (i.e., Reactivos Química Meyer).

Lugar de experimentación
El experimento se llevó a cabo en el Laboratorio de 

Materiales Biológicos del Departamento de Ingeniería Mecá-
nica Agrícola de la Universidad Autónoma Chapingo, Texco-
co, Estado de México. El bagazo de caña y el arroz quebrado 
se almacenaron a una temperatura de 4 °C hasta su uso y 
todas las etapas del experimento se realizaron a temperatura 
ambiente, 22 ± 2 °C.

Preparación de la fibra
El desmedulado del bagazo de caña se realizó por el 

método de suspensión (Lois, 1982) utilizando un tamiz de 
malla de 4 mm, colocando los haces fibrosos en un recipiente 
para su secado a temperatura ambiente hasta peso constan-
te. Una vez seca, se separó la porción de fibras a las que se 
les aplicó el tratamiento alcalino, éstas fueron sumergidas 
en una solución acuosa de NaOH al 5 % a 90 °C por 3 horas 
(Ibrahim et al., 2014) y enseguida se enjuagaron repetidas 
veces hasta que las fibras alcanzaron un pH de 7. Previo a los 

Tabla 1. Número de ingenios azucareros por estado en México.
Table 1. Number of sugar mills by state in México.

Estado Cantidad de ingenios

Campeche 1

Chiapas 2

Colima 1

Jalisco 6

Michoacán 3

Morelos 2

Nayarit 2

Oaxaca 3

Puebla 2

Quintana Roo 1

San Luis Potosí 4

Sinaloa 1

Tabasco 2

Tamaulipas 2

Veracruz 18
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últimos enjuagues, se sumergieron en ácido acético al 5 % 
para retirar cualquier residuo de NaOH de la superficie de las 
fibras, posteriormente la fibra tratada se secó a temperatura 
ambiente hasta peso constante. 

Las fibras con tratamiento alcalino (CTA) y sin trata-
miento alcalino (STA) se trituraron con un molino para café 
KRUPS F203 (KRUPS, Solingen, Alemania) y se colocaron 
sobre un tamiz vibratorio RETSCH AS 200 (RETSCH, Haan, 
Alemania) a una frecuencia de 70 Hz durante 10 minutos 
para obtener las diferentes longitudes de fibra (1.00, 0.50 y 
0.25 mm).

Preparación del arroz quebrado
El arroz quebrado se molió en un molino de muestras 

Tecator Cyclotec 1093 Sample mill (Foss, Hilleroed, Dinamar-
ca) y posteriormente se colocó en un tamiz vibratorio RETSCH 
AS 200 (RETSCH, Haan, Alemania) a una frecuencia de 70 Hz 
durante 10 minutos para obtener un tamaño de partícula de 
250 µm.
Elaboración del biocompuesto

Se mezclaron agua (50 mL) y glicerina (2 mL) en 
un agitador magnético con calentamiento CIMAREC+ 
SP88857100 (Thermo Scientific, Waltham, USA) a 150 °C y 300 
rpm, durante 5 minutos aproximadamente hasta observarse 
evaporación en el líquido. Posteriormente se agregó a la 
mezcla el polvo de arroz (36 g) y una vez que ésta alcanzó 
el punto de gel se añadieron 5 g de fibra de bagazo de caña 
y se mezcló hasta que ambos componentes se integraron 
completamente. Se colocó la mezcla en moldes de aluminio 
previamente recubiertos con ácido oleico para facilitar el 
desmolde, y se introdujo en un horno de aire caliente RIOSSA 
H-33 (Riossa, Monterrey, México) a 100 °C durante 60 minu-
tos. Posteriormente, se aplicó sobre los moldes una presión 
de 30 kPa a temperatura ambiente (20 ± 2 °C) durante 24 
horas para compactar la probeta. Finalmente se colocaron 
los moldes en el horno a una temperatura de 100 °C durante 
40 minutos y se enfriaron a temperatura ambiente. Se realizó 
el mismo procedimiento para los seis tratamientos. 

Pruebas mecánicas del biocompuesto
Resistencia a la Tracción. Se realizaron pruebas de tracción 
de acuerdo con la norma ASTM D3039 en una máquina 
universal de ensayos mecánicos INSTRON modelo 3382 
(INSTRON, Norwood, USA) a una velocidad de cruceta de 4 
mm⋅min-1, con probetas de dimensiones de 250 x 25 x 4 mm 
(largo × ancho × espesor). Las probetas se sujetaron entre las 
mordazas de la máquina cubriendo una longitud de 75 mm 
en cada extremo de la probeta, la tracción se aplicó hasta la 
ruptura.
Resistencia a la flexión. Se determinó la resistencia a la 
flexión a tres puntos de acuerdo con la norma ASTM D7264, 
para lo cual se utilizaron probetas de dimensiones de 100 x 
13 x 4 mm y una distancia entre soportes de 75 mm; se uti-
lizó una máquina universal de ensayos mecánicos INSTRON 
modelo 3382 (INSTRON, Norwood, USA), la velocidad de 
desplazamiento de la cruceta se fijó en 5 mm⋅min-1.

Resistencia a la compresión. La resistencia a compresión 
se determinó de acuerdo con la norma ASTM D3410, para 
lo cual se utilizaron probetas de 25 x 25 x 4 mm. La probeta 
se colocó entre los platos de compresión de la máquina 
universal INSTRON modelo 3382 (INSTRON, Norwood, USA) 
aplicando una carga compresiva hasta la ruptura sobre un 
tramo de 25 mm a una velocidad de 3 mm⋅min-1. 

Contenido de humedad
La humedad se determinó en probetas de dimensio-

nes de 100 x 13 x 4 mm, las cuales se secaron a 105 °C hasta 
peso constante, se registró el peso antes (M1) y después (M2) 
del secado para calcular el contenido de humedad con la 
Ecuación 1 (Jumaidin et al., 2017).

Absorción de agua
La absorción de agua del biocompuesto se determinó 

siguiendo la metodología reportada por (Guleria et al., 2018). 
Las probetas, previamente secadas a 90 °C en un tiempo 
aproximado de 24 horas hasta alcanzar peso constante (P1), 
se sumergieron en 60 mL de agua a temperatura del ambien-
te en intervalos de tiempo de 1 hora. Al retirarlas del agua se 
limpiaron con un paño de algodón y se registró nuevamente 
el peso (P2). El porcentaje de absorción de agua, durante 20 
horas continuas, se calculó con la Ecuación 2.

Biodegradabilidad
El porcentaje de biodegradabilidad del biocompuesto 

se determinó a partir del método de enterramiento en el sue-
lo (Franco et al., 2004). Se enterraron probetas de 100 x 13 x 4 
mm en un suelo con un pH de 6 y 40 % de materia orgánica 
(base peso seco) a una profundidad de 8 cm. La temperatura 
se mantuvo a 22 ± 2 °C y el contenido de humedad en el sue-
lo se mantuvo en un rango de 30 a 40 % al agregar 500 mL de 
agua por cada 1500 g de suelo cada 3 días (Wang et al., 2017; 
Guleria et al., 2018). Antes de enterrar las probetas se secaron 
en un horno RIOSSA H-33 (Riossa, Monterrey, México) a 90 
°C hasta peso constante y se anotaron los pesos iniciales (Pi), 
después de intervalos de tiempo de 1 semana las probetas 
se limpiaron con agua y posteriormente se secaron a 90 °C 
hasta peso constante, finalmente se registró el peso final 
(Pf ) para poder obtener el porcentaje de biodegradabilidad 
(Ecuación 3).

Análisis de microestructura
Las superficies de fractura por tensión de los biocom-

puestos se observaron con un microscopio electrónico de 
barrido JEOL JSM-6390 (JEOL, Tokio, Japón) a una aceleración 
de voltaje de 10 kV. Todas las muestras se cubrieron con oro-
paladio en proporción 80-20 respectivamente, para inducir 
la conductividad. 

Diseño del experimento
Se utilizó un diseño experimental con asignación de 

tratamientos al azar con dos factores de estudio, tratamiento 
alcalino con dos niveles (CTA y STA) y longitud de fibra de 
bagazo de caña con tres niveles (1.00, 0.50 y 0.25 mm). 
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Cada tratamiento fue evaluado en cinco probetas para cada 
prueba mecánica y en cinco probetas para las pruebas de 
contenido de humedad y absorción de agua. 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO
El análisis estadístico de los datos se condujo de 

acuerdo con el diseño experimental. Se realizó un análisis de 
la varianza simple y multifactorial para identificar el efecto de 
los factores sobre las propiedades mecánicas. Se realizó una 
prueba de comparación de medias (Tukey, 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Comportamiento mecánico del material

La resistencia mecánica a la tracción del biocompues-
to con tratamiento alcalino y longitud de fibra de 0.25 mm 
resultó estar ligeramente por debajo de algunos plásticos 
(Tabla 2), tales como el polietileno de baja densidad (5 a 
13 MPa), polietileno lineal de baja densidad (13 a 27 MPa), 
compuesto flexible de policloruro de vinilo (8 a 24 MPa) y 
considerablemente superior a los plásticos expansibles tales 
como poliestireno expansible (0.134 MPa), polipropileno 
expansible (0.363 MPa) y polietileno expansible (0.275 MPa) 
(IMPI, 2000), de tal manera que dicho biocompuesto es una 
propuesta ecológica prometedora para diversas aplicaciones. 

De forma general, se observa que, al evaluar la inte-
racción entre los factores de tratamiento alcalino de la fibra 
y longitud de ésta, hay una diferencia significativa (P ≤ 0.05) 
sobre la resistencia mecánica del material (Tabla 3). Los 
compuestos con longitud de fibra corta y con la aplicación 
de tratamiento alcalino mostraron una mayor resistencia 
mecánica, lo que se atribuye a una mejor transferencia de 
esfuerzos de la matriz hacia la fibra. 
Propiedades de tracción. Se observó que la resistencia a 
la tracción y el módulo de Young aumentan en los biocom-
puestos que tienen fibra con tratamiento alcalino (CTA, Tabla 
3), esto es debido a que, al remover parte de la lignina de las 
fibras, se modifica químicamente su superficie y aumenta la 
irregularidad de la misma, ocasionando una mejora en el en-
lace interfacial fibra-matriz (Saba et al., 2015). De igual forma, 

Wang et al. (2017) sugieren que una buena adhesión fibra-
matriz resultará en un incremento en el esfuerzo de tracción, 
debido a la similitud química en la estructura de ambos 
polisacáridos (celulosa y almidón), ya que dichos polímeros 
interactúan a través de puentes de hidrógeno formando una 
red rígida que incrementa el esfuerzo de tensión. 

Por otro lado, hay una tendencia en el incremento de 
la resistencia a la tracción en compuestos con menor tamaño 
de partícula (Tabla 2). La mejora en el esfuerzo de tracción en 
compuestos con tratamiento alcalino de la fibra y con menor 
longitud de ésta, concuerda con lo reportado en la literatura 
(Wang et al., 2017; Guleria et al., 2018) y se atribuye a una 
mejor transferencia de esfuerzos de la matriz hacia la fibra. 
Propiedades de compresión. Los compuestos reforzados 
con fibra CTA, mostraron una mayor resistencia a la com-
presión que aquellos STA, siguiendo la misma dirección que 
en la prueba a la tracción, por lo que el comportamiento 

Tabla 2. Comparación de medias de resistencia a la compresión (RC), resistencia a la tracción (RT), resistencia a la flexión (RF), módulo de Young (MY) y con-
tenido de humedad (CH) de seis tipos de biocompuestos elaborados con harina de arroz y fibra de bagazo de caña (media ± desv. est., n=5).
Table 2. Means comparison of compressive strength (RC), tensile strength (RT), flexural strength (RF), Young’s modulus (MY), and moisture content (CH) of 
six biocomposites made with rice flour and cane bagasse fiber (mean ± std. dev., n=5).

Tratamiento Longitud de 
fibra (mm)

RC, MPa RT, MPa RF, MPa MY, MPa CH, %

STA 1.00 2.63 ± 0.21 d 2.06 ± 0.13 c 6.88 ± 0.63 b 33.98 ± 6.86 c 7.80 ± 1.09 a

0.5 3.41 ± 0.16 d 2.84 ± 0.16 b 7.44 ± 0.78 ba 44.59 ± 8.49 c 7.68 ± 0.94 a

0.25 5.18 ± 0.39 c 2.31 ± 0.13 c 7.52 ± 0.78 ba 65.85 ± 4.78 cb 7.32 ± 0.00 a

CTA 1.00 8.02 ± 0.64 b 2.31 ± 0.20 c 4.66 ± 0.62 c 91.83 ± 13.21 b 7.73 ± 0.09 a

0.5 7.00 ± 0.70 b 3.46 ± 0.35 a 6.90 ± 1.17 b 87.07 ± 27.10 b 8.09 ± 1.22 a

0.25 10.94 ± 1.37 a 3.88 ± 0.32 a 8.68 ± 0.48 a 165.96 ± 32.07 a 7.71 ± 1.93 a

STA = sin tratamiento alcalino, CTA = con tratamiento alcalino, n = tamaño de muestra. Medias con la misma letra dentro de cada columna, no difieren 
significativamente (Tukey, 0.05).

Tabla 3. Efectos principales del tratamiento y la longitud de la fibra sobre la 
resistencia a la compresión (RC), resistencia a la tracción (RT), resistencia a 
la flexión (RF) y módulo de Young (MY) de seis tipos de compuestos elabo-
rados con harina de arroz y fibra de bagazo de caña.
Table 3. Main effects of treatment and fiber length on compressive stren-
gth (RC), tensile strength (RT), flexural strength (RF) and Young’s modulus 
(MY) of six biocomposites made with rice flour and cane bagasse fiber.

Factor RC 
(MPa)

RT (MPa) RF (MPa) MY (MPa)

Tratamiento (T) 

STA 3.74 b 2.40 b 7.28 a 48.14 b

CTA 8.65 a 3.22 a 6.75 a 114.96 a

Longitud de fibra (LF), 
mm

1.00 5.32 b 2.18 b 5.77 c 62.97 b

0.50 5.20 b 3.15 a 7.17 b 65.83 b

0.25 8.06 a 3.09 a 8.10 a 115.91 a

Interacción T * LF P ≤ 0.05 P ≤ 0.01 P ≤ 0.01 P ≤ 0.1

Niveles factor: STA = sin tratamiento alcalino, CTA = contratamiento alcali-
no. Misma letra dentro de cada columna y factor, no difieren significativa-
mente (Tukey, 0.05). 
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obtenido puede explicarse de manera similar. De igual ma-
nera, se observa que existen diferencias significativas entre 
los biocompuestos con diferente longitud de fibra, donde la 
longitud de fibra de 0.25 mm ocasionó una mayor resistencia 
a compresión que las longitudes de 0.50 y 1.00 mm (Tabla 
3). La menor resistencia a la compresión en biocompuestos 
reforzados con fibra de mayor longitud se atribuye a que 
un mayor tamaño de partícula resulta en un mayor espacio 
entre partículas, por lo tanto, mayor porosidad del material 
(Tumwesigye et al., 2020). Diversas investigaciones han 
reportado que el incremento en la porosidad disminuyó la 
resistencia mecánica en los biocompuestos reforzados con 
fibras naturales de okra, algodón, lino y palma datilera (Pra-
chayawarakorn et al., 2010; Ibrahim et al., 2014; Guleria et al., 
2018).
Propiedades de flexión. Los resultados del ensayo de flexión 
muestran diferencias significativas entre los tres tamaños de 
longitud de fibra; para este caso, la resistencia mecánica del 
biocompuesto está fuertemente determinada por la longi-
tud de la fibra, siendo más resistente con fibra de longitud 
más corta (0.25 mm) (Tabla 3).

Contrario a los resultados obtenidos en la prueba 
de tracción y compresión, en la prueba de flexión no se 
encontraron diferencias significativas en la aplicación del 
tratamiento alcalino de las fibras. Esto se atribuye principal-
mente a que la distancia con el eje neutro es muy corta, por 
la posición en que fueron ensayadas las probetas, de manera 
que los esfuerzos de tracción y compresión en los extremos 
superior e inferior se multiplicaron por valores muy bajos; en 
ensayos de probetas de mayor grosor, se esperaría que la re-
sistencia a flexión sea proporcional a la resistencia a tracción 
y a compresión.

Sin embargo, a pesar de no existir diferencias significa-
tivas en la aplicación del tratamiento alcalino, el compuesto 
con tratamiento alcalino y menor longitud de fibra resultó 
ser el más resistente de todos (Tabla 2), lo que concuerda con 
los resultados de compresión y tracción. La resistencia a la 
flexión fue superior a la de tracción, lo que concuerda con lo 
obtenido por otros autores como Morgan (2005) y Guleria et 
al. (2018).

Contenido de humedad
A pesar de que se observan ligeras variaciones entre 

tratamientos en el contenido de humedad de los biocom-
puestos, no hubo diferencias significativas entre ninguno de 
ellos (Tabla 2); ni el tratamiento alcalino ni la longitud de fibra 
ocasionaron diferencia en el contenido de humedad.

Absorción de agua
Se observó que el compuesto sin tratamiento alcalino 

y con longitud de fibra de 0.25 mm absorbió menos agua, 
mientras que el compuesto sin tratamiento alcalino y con 
longitud de fibra de 1.00 mm absorbió más agua (Figura 1), lo 
que sugiere que en compuestos con fibra STA, mientras más 
corta sea la longitud de ésta, menos agua absorbe. Los com-
puestos con fibra CTA manifestaron una absorción de agua 
más lenta; los materiales elaborados con fibra STA absorbie-
ron más del 60 % de agua en las primeras horas, mientras que 
los compuestos con fibra CTA se mantuvieron por debajo de 
esta cifra. La absorción de agua es indeseable en la mayoría 
de las aplicaciones potenciales del biocompuesto.

Biodegradabilidad
Luego de 4 semanas, la biodegradabilidad fue de 73.3, 

76.7 y 74.7 % para los biocompuestos CTA, y de 80.9, 81.7 y 

Figura 1. Absorción de agua de compuestos con fibra sin tratamiento alcalino (STA) y con tratamiento alcalino (CTA), con tres 
longitudes de fibra (L1, L2 y L3).
Figure 1. Water absorption of fiber composites without alkaline treatment (STA) and with alkaline treatment (CTA), with three 
fiber lengths (L1, L2 and L3).
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81.7 % para los biocompuestos STA con longitud de fibra de 
0.25, 0.50 y 1.00 mm, respectivamente (Figura 2). Es claro 
que los compuestos CTA presentan un porcentaje de bio-
degradabilidad menor a los compuestos STA (Figura 2), este 
fenómeno puede ser atribuido a que el tratamiento alcalino 
mejora el enlazamiento interfacial fibra-matriz, produciendo 
una red fuerte que reduce el acceso de agua y microflora del 
suelo, resultando en una mayor resistencia a la degradación 
(Franco et al., 2004; Guleria et al., 2018). Los compuestos ela-
borados con fibra de longitud corta (0.25 mm) tanto en los 
compuestos CTA y STA, presentaron un menor porcentaje de 
biodegradabilidad.

La tasa de degradación de los seis biocompuestos fue 
mayor en la primera semana (Figura 2), lo que se atribuye 
a que al degradarse primero el almidón se pierde la inte-
gridad estructural del biocompuesto (Ibrahim et al., 2014), 
formando agujeros o canales que favorecen la entrada de 
microorganismos presentes en el suelo, ocasionando que la 
tasa de degradación aumente rápidamente en los primeros 
días (Franco et al., 2004).

Figura 2. Biodegradabilidad en suelo de compuestos con fibra sin tratamiento alcalino (STA) y con tratamiento alcalino (CTA), con 
tres longitudes de fibra (L1, L2 y L3).
Figure 2. Biodegradability in soil of fiber composites without alkaline treatment (STA) and with alkaline treatment (CTA), with three 
fiber lengths (L1, L2 and L3).

Figura 3. Microscopía electrónica de barrido: a) biocompuesto sin tratamiento alcalino y longitud de fibra de 1 mm; b) biocompuesto 
sin tratamiento alcalino y longitud de fibra de 0.25 mm; c) biocompuesto con tratamiento alcalino y longitud de fibra de 0.25 mm. 
Figure 3. SEM micrographs: a) biocomposite without alkaline treatment and 1 mm fiber length; b) biocomposite without alkaline 
treatment and 0.25 mm fiber length; c) biocomposite with alkaline treatment and 0.25 mm fiber length. 

Análisis de microestructura
En las micrografías (Figura 3), se observa la morfología 

de la superficie de fractura de los compuestos sin tratamien-
to alcalino y 1.00 mm de longitud de fibra (Figura 3a), sin 
tratamiento alcalino y 0.25 mm de longitud de fibra (Figura 
3b) y con tratamiento alcalino y 0.25 mm de longitud de fibra 
(Figura 3c), en los cuales se presentan diferentes mecanismos 
de falla: de la matriz, de la interfaz fibra matriz y de las fibras 
(Ibrahim et al., 2014).

En todos los biocompuestos se observa la falla de la 
matriz; sin embargo, en la Figura 3 (a y b) se observan fallas 
en la interfaz fibra-matriz, o separación de la fibra y la ma-
triz, debido a una pobre adherencia entre ambas; por otro 
lado, en la Figura 3c se observa que la fractura se presentó 
sin mostrarse una separación entre la fibra y la matriz, refle-
jando una buena adhesión entre ambas y mayor resistencia 
a compresión, tracción y Módulo de Young (Tabla 3), lo que 
se atribuye al tratamiento alcalino, lo cual concuerda con 
resultados obtenidos en otras investigaciones (Ibrahim et al., 
2014; Wang et al., 2017; Xie et al., 2018).
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CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos de las pruebas mecánicas 

indican que hay una mejor transferencia de esfuerzos entre 
fibra – matriz en aquellos compuestos elaborados con fibra 
con tratamiento alcalino y menor longitud. Las propiedades 
mecánicas de los biocompuestos elaborados con fibra con 
tratamiento alcalino resultaron ser más resistentes que 
aquellos elaborados con fibra sin tratamiento alcalino. Las 
pruebas mecánicas muestran que el tamaño de longitud 
de la fibra es un factor que influye significativamente en la 
resistencia mecánica del material, el cual fue más resistente 
con una longitud menor. El biocompuesto con tratamiento 
alcalino y longitud de fibra de 0.25 mm resultó ser el más 
resistente de todos los tratamientos y presentó propiedades 
mecánicas superiores a las de los plásticos expansibles con 
un porcentaje de peso perdido de 73.33 % después de cuatro 
semanas, por lo que el material elaborado es una propuesta 
ecológica para diversos sectores.
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RESUMEN
La reconversión de la agricultura, demanda alterna-

tivas sustentables entre los que destacan el uso de hongos 
rizosféricos =hongos micorrízicos arbusculares (HMA) y las 
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (Rpcv). El 
objetivo general de la presente investigación consistió en 
evaluar consorcios de hongos micorrízicos y rizobacterias 
como control biológico vs Phythopthora capsici, en cultivares 
de chile (Capsicum annuum L.). Se evaluaron 23 genotipos de 
chiles. Los HMA que conformaron el consorcio fueron: seis 
cepas de Rhizophagus intraradices. Asimismo, se incluyeron 
cuatro Rpcv, dos del género Pseudomonas, Acinetobacter 
guillouiae y Aeromona caviae. Los tratamientos de estudio 
fueron cuatro: T1= Testigo (Sin aporte nutrimental (agua)), 
T2= Consorcio = (mezcla) de los seis HMA, T3= Consorcio de 
seis HMA más el consorcio de cuatro Rpcv, T4= Fertilización 
química a base una solución nutrimental. Se incrementó la 
resistencia de plantas al ataque de P. capsici, resultando en 
una reducción en su capacidad de ataque, en plantas de 23 
cultivares de chile. Los cultivares de chiles tipo Pasilla y tipo 
Guajillo, presentaron la mayor resistencia al ataque de P. cap-
sici, cuando fueron inoculados con HMA+Rpcv, mientras que 
los chiles tipo Serrano, Puya y Jalapeño, fueron los de mayor 
susceptibilidad al ataque del hongo fitopatógeno. 
Palabras clave: Micorrizas, secadera del chile, fitopatógenos, 
control biológico.

ABSTRACT
The reconversion of agriculture demands sustainable 

alternatives, among which the use of rhizospheric fungi = 
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and plant growth-pro-
moting rhizobacteria (Rpcv) stand out. The general objective 

of the present investigation was to evaluate consortiums 
of mycorrhizal fungi and rhizobacteria as biological control 
vs Phythopthora capsici, in cultivars of 23 genotypes of chili 
peppers. The AMF that made up the consortium were: six 
strains of Rhizophagus intraradices. Likewise, four strains 
of Rpcv, three of the Pseudomonas genus, Acinetobacter 
guillouiae and Aeromona caviae. The study treatments were 
four: T1 = Control (No nutritional contribution (water)), T2 = 
Consortium = (mixture) of the six AMF, T3 = Consortium of six 
AMF plus the consortium of four Rpcv, T4 = Chemical fertili-
zation based on a nutrient solution. The plants resistance to 
the P. capsici attack increased, resulting in a reduction in the 
fungus attack capacity in plants of 23 cultivars of chile. The 
Pasilla-type and Guajillo-type chili cultivars presented the 
highest resistance to the attack of P. capsici, when inoculated 
with AMF + Rpcv, while the Serrano, Puya and Jalapeño-type 
chilies were the ones with the highest susceptibility to the 
attack of the phytopathogenic fungus.
Key words: Mycorrhizae, chilli drier, phytopathogens, bio-
logical control.

INTRODUCCIÓN 
Un factor primordial en la pérdida de cultivos de 

interés agrícola es por problemas fitosanitarios, principal-
mente por aquellas ocasionadas por fitopatógenos durante 
el desarrollo de la planta (Ritz et al., 2015). Entre los agentes 
causales, destacan los hongos y bacterias, los cuales, gene-
ran pérdidas de hasta un 80% en un sistema de producción 
agrícola, cuando éstas no son tratadas con eficacia y en 
condiciones favorables para los patógenos. En la República 
Mexicana, el cultivo de chile (Capsicum annuum L.) es de una 
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gran importancia por el aspecto económico que genera, el 
social y el alimenticio; sin embargo, un problema fitosanitario 
que afecta a su producción, es la enfermedad denominada 
marchitez del chile, que puede generar pérdidas económi-
cas hasta en un 76% en estado de germinación y plántula, 
y hasta en un 93% cuando la planta es afectada en la fase 
de floración (Pérez-Acevedo et al., 2017), considerando 
condiciones del ambiente favorable para el patógeno, como 
las de alta humedad ambiental y también a nivel de suelo, 
además de una falta de prácticas de manejo inapropiadas 
(Guigón-López y González-González, 2001). La presencia de 
fitopatógenos, puede ocurrir en los diferentes agrosistemas 
de producción como son a campo abierto, invernadero y casa 
sombra (Guigón-López y González-González, 2001). Entre los 
diversos factores bióticos que están implícitos en la marchi-
tez del chile se encuentra un complejo de hongos del género 
Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Phytium spp.; Vesicatoria 
spp., Alternaria alternata, Oidiopsis taurica, Leveillula taurica, 
Sclerotinia sclerotium y Sclerotium rolfsii (Chew et al., 2008), 
ocasionando grandes pérdidas en la producción no solo en 
México, sino a nivel mundial (Vásquez et al., 2009; Montero-
Tavera et al., 2013). Otro hongo que sobresale además de los 
previamente citados, es Phytophthora capsici (Segovia et al., 
1994; Guigón-López et al., 2003), el cual, es un Oomicete que 
ocasiona daños significativos y pérdidas desde un 10 hasta 
un 100% (Avelar, 1989) al presentarse por todos los continen-
tes con afectaciones considerables (Goldberg, 1998). 

Para controlar este problema fitosanitario, los agricul-
tores se han basado en el uso de fungicidas químicos afec-
tando al medio ambiente, a la salud humana, una resistencia 
a los fungicidas y el incremento en los costos de producción 
(Chew et al., 2008; Hernández-Castillo et al., 2014). Uno de los 
controles solicitados en la actual Agricultura de Conversión, 
demanda aquellos que sean sustentables al medio ambiente, 
entre ellos figuran la combinación de biofumigaciones (Wang 
et al., 2014) y el uso de injertos en patrones resistentes (Gilar-
di et al., 2013); actualmente desde hace una década resalta el 
uso de hongos rizosféricos =hongos micorrízicos arbuscula-
res (HMA) y las rizobacterias promotoras del crecimiento ve-
getal (Rpcv), los primeros con acción antagónica vs especies 
del género Fusarium y de Rhizoctonia solani (Ozgonen y Erilic, 
2007; Ramos-Sandoval et al., 2010; Pérez-Acevedo et al., 2017); 
y los segundos han sido evaluados vs Pseudomonas corrugata 
y Chryseobacterium indologenes, entre otros más (Kyung and 
Deok, 2012). Ambos microorganismos (HMA y Rpcv), tienen 
la capacidad de encontrarse en el interior de tejidos sanos 
(Schulz y Boyle, 2006; Pérez y Chamorro, 2013), y cumplir 
varias funciones como la promoción del crecimiento vegetal, 
control biológico de fitopatógenos, mejorando la eficiencia 
en procesos de fitorremediación de compuestos tóxicos 
y como fuente inagotable de más de 20,000 compuestos 
biológicamente activos que influyen en el rendimiento y la 
supervivencia de la planta (Pérez y Chamorro, 2013), además 
producen un gran número de metabolitos secundarios que 
funcionan como antibióticos (Castillo et al., 2002; Igarashi et 
al., 2007). En los últimos años, el control biológico mediante 

organismos antagónicos (HMA y Rpcv), se advierte como 
una valiosa herramienta para la protección de los cultivos 
hortícolas contra hongos fitopatógenos sobre todo cuando 
éstos son aplicados mediante consorcios (mezclas) o co-ino-
culaciones, ya que se han obtenido resultados significativos 
en diversas variables morfofisiológicas; los consorcios micro-
bianos son asociaciones naturales de dos o más especies que 
actúan como una comunidad. Es decir, se trata de sistemas 
naturales en los que microorganismos de distintas especies, 
a menudo de distintos géneros, coexisten espacialmente y 
cooperan, posibilitando así la supervivencia de todos ellos 
y con quien cohabitan, asimismo, estas poblaciones mixtas 
tienen la capacidad y los recursos necesarios para llevar a 
cabo funciones que resultan muy complicadas o incluso im-
posibles de realizar para una única especie (Ramírez-Mares y 
Hernández, 2015). 

El estado de México, sobresale a nivel nacional como 
un fuerte productor de chile. Sin embargo, los productores 
agrícolas son afectados por la presencia del hongo Phyto-
phthora capsici como agente causal de la marchitez del toma-
te; actualmente están interesados en el uso de este tipo de 
alternativas biológicas como son los consorcios microbianos 
para el control del hongo, y es por lo anterior que el objetivo 
de la presente investigación consistió en evaluar consorcios 
de hongos micorrízicos y rizobacterias como control biológi-
co vs Phythopthora capsici, en cultivares de chile (Capsicum 
annuum L.).

MATERIALES Y MÉTODOS
Se evaluaron 23 genotipos de chile procedentes de 

diversas localidades agrícolas en el país (Tabla 1), divididos 
en cinco tipos: Pasillas (3), Anchos (4), Guajillos (4), Puya (4), 
Serrano (3) y Jalapeño (5) (Tabla 1), en condiciones de inver-
nadero en el Colegio de Posgraduados, Campus Montecillo, 
en Montecillo, Texcoco, México. El trabajo se realizó en un 
invernadero de vidrio durante el período otoño-invierno-
primavera 2019-2020. 

Desinfestación de la semilla y preparación de semilleros 
para la siembra

Las semillas utilizadas para la siembra de cada uno de 
los 23 genotipos de chile se introdujeron en una solución de 
hipoclorito de sodio al 5% durante siete minutos, después 
se realizaron tres enjuagues con agua destilada y finalmente 
colocadas al sol para eliminar los excesos de agua. A la par, 
semilleros de unicel de 200 cavidades se les agregó sustrato 
de turba (Peat moss) más Agrolita en una proporción 50:50 
(V/V). La esterilización del sustrato se realizó en olla de pre-
sión a 18.5 lb pulg-2 (psi), con una temperatura de 120 °C y un 
tiempo de duración de seis horas, distribuidas en dos fases de 
tres horas cada una con un tiempo de reposo de 24 h entre 
ambas. La siembra de los 23 genotipos de chile se realizó el 5 
de julio del año 2019, depositando dos semillas por cavidad 
a una profundidad de 0.5 cm, cubriendo con una capa ligera 
de sustrato Peat moss humedecido. Posteriormente se pro-
cedió a la inoculación de consorcios.
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Tratamientos de estudio
Los tratamientos de estudio fueron cuatro: T1= Testi-

go (Sin aporte nutrimental (agua)), T2= Consorcio = (mezcla) 
de los seis HMA, T3= Consorcio de seis HMA más el consorcio 
de cuatro Rpcv, T4= Fertilización química a base una solución 
nutrimental Long Ahston completa (Yépez-Hernández et al., 
2016). Se desarrollaron 5 repeticiones por tratamiento; cada 
repetición presentó 30 plantas; 600 plantas fue el total de 
unidades experimentales en el presente estudio.

Los hongos micorrízicos arbusculares (HMA) fueron 
obtenidos de inóculos establecidos por el área de Microbio-
logía de Suelos, del Programa de Edafología, en el Colegio 
de Posgraduados Campus Montecillo y las rizobacterias del 
Laboratorio de Bacteriología de la Universidad tecnológica 
de Torreón (UTT). Los hongos corresponden a seis cepas de 
Rhizophagus intraradices con las claves Zac-19, Ced-20, Tab-
21, Mér-22, Pap-23 y Jal-24. Asimismo, se incluyeron cuatro 

cepas de rizobacterias (Rpcv = Rizobacterias promotoras 
del crecimiento vegetal), tres del género Pseudomonas que 
corresponden a P. lini, P. fluorescens, Acinetobacter guillouiae y 
una del género-especie Aeromona caviae. 

Inoculación en la siembra con un consorcio de seis HMA 
y de las Rpcv

Acorde a Bécard y Piché (1992) se reprodujeron los 
HMA usando Allium schoenoprasum para obtener suficiente 
inóculo. El consorcio de los HMA se aplicó al momento de la 
siembra en concentraciones de 10 gramos de inoculo mico-
rrízico por semilla sembrada depositada en los semilleros de 
unicel de 200 cavidades conteniendo el sustrato Peat moss 
más Agrolita; los 10 gr de inóculo micorrízico contuvo 1,788 
esporas por 100 g de suelo húmedo. 

Las cepas de Rpcv por separado, fueron cultivadas en 
caldo nutritivo a 26 ºC durante 18 horas en agitación. La sus-

Tabla 1. Porcentaje de emergencia a los 10 días después de la siembra, de 23 genotipos de chile, bajo el efecto de consorcios microbianos.
Table 1. Emergency percentage of 23 chili genotypes 10 days after sowing, from various agricultural regions of the country under the effect of microbial 
consortia.

Tipo de chile Genotipos %  emergencia altura (cm)

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
Pasillas 1. UAA/Ags. 51def 60b 62b 60b 67(±2)de 77(±1)ba 75(±1)b 79(±1)ab

2. Perales 1/Zac. 52def 62b 63b 67b 65(±2)de 78(±1)ba 75(±1)b 79(±1)ab

3. Perales 2/Zac. 52def 63b 63b 63b 67(±2)de 78(±1)ba 75(±1)b 80(±1)a

Anchos 4. UAA 2008/Ags. 53def 61bc 60bc 60bc 63(±3)de 74(±1)bc 73(±2)bc 75(±1)b
5. AP Neek/SLP. 55def 63bc 61bc 63bc 65(±2)de 75(±1)b 73(±2)bc 74(±1)b

6. 3v/Zac. 52def 62bc 62bc 62bc 62(±3)de 74(±2)bc 72(±2)bc 75(±1)b
7. SR-2009/Dgo. 51def 63bc 63bc 63bc 61(±1)ef 74(±2)bc 73(±2)bc 75(±1)b

Guajillos 8. Don Luis/SLP 49ef 57de 58de 59de 58(±2)fg 70(±2)cd 69(±2)cd 71(±2)cd

9. Perales/Zac. 50ef 58de 59de 59de 57(±3)fg 69(±3)cd 70(±2)cd 70(±2)cd
10. Mirasol 3v/Zac. 51ef 59de 57de 58de 56(±3)fg 71(±1)cd 70(±2)cd 72(±2)cd

11. Don Ramón/SLP 49ef 57de 58de 57de 56(±3)fg 71(±1)cd 71(±2)cd 73(±2)cd

Puya 12. 91/SLP 48ef 55de 56de 55de 48(±6)gh 66(±3)de 62(±5)de 68(±2)de
13. Saladillo 1/Zac. 49ef 55de 55de 56de 53(±1)gh 65(±3)de 63(±4)de 67(±2)de

14. Saladillo 2/Zac. 49ef 56de 57de 54de 51(±2)gh 67(±2)de 65(±2)de 67(±2)de

15. Caudillo/Dgo. 50ef 56de 55de 56de 56(±4)fg 65(±4)de 64(±2)de 66(±2)de

Serrano 16. Hib. Coloso/Tamps. 52ef 86a 81a 82a 72(±2)cd 81(±2)a 80(±2)a 83(±2)a

17. Hib. HS44/Tamps. 51ef 85a 81a 81a 70(±2)cd 80(±2)a 79(±1)a 83(±2)a

18. Hib. Centauro/Tamps. 53ef 84a 81a 80a 71(±2)cd 82(±4)a 78(±1)a 83(±2)a

Jalapeño 19. Don Benito1/Tamps. 60bcd 87a 87a 85a 72(±2)cd 82(±2)a 82(±2)a 83(±2)a

20. Don Benito2/Tamps. 69bcd 85a 84a 87a 72(±2)cd 82(±4)a 80(±1)a 84(±2)a

21. Don Pancho/Tamps. 60bcd 87a 85a 86a 77(±2)cd 83(±3)a 81(±2)a 86(±4)a

22. Apache/Chih. 61bcd 84a 85a 85a 71(±2)cd 82(±3)a 79(±1)a 85(±3)a

23. Isabel/Chih. 62bcd 84a 83a 83a 72(±2)cd 82(±3)a 82(±3)a 87(±8)a

T1= Testigo (Sin aporte nutrimental), T2= Consorcio de los seis HMA, T3= Consorcio de seis HMA más un consorcio de cuatro Rpcv, T4= Fertilización química 
a base una solución nutrimental. Literales diferentes entre tratamientos muestras significancia con Tukey p<0.05.
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pensión bacteriana se centrifugó durante 15 minutos a 7000 
rpm. El pellet de cada rizobacteria se resuspendió en 20 mL 
de agua destilada estéril y se hicieron diluciones decimales 
hasta 10-5 UFC/mL o bién hasta alcanzar una concentración 
celular de 1*105 UFC/mL de cada especímen. Con una micro-
pipeta, un mL de la dilución bacteriana de cada espécimen 
fue depositado en la semilla depositada en los semilleros de 
unicel de 200 cavidades conteniendo el sustrato Peat moss 
más Agrolita.

Condiciones de germinación y emergencia
Después de la inoculación, los semilleros de cada 

tratamiento, fueron cubiertos con polietileno negro por 48 
hrs para conservar el contenido de humedad (100%) a una 
temperatura de 22 °C. Posteriormente, los semilleros se 
liberaron de la cubierta de polietileno y, durante 10 días se 
mantuvieron en los semilleros irrigándolos (a saturación) 
con una solución nutrimental química a base una solución 
nutrimental; la preparación de la solución nutritiva se basó 
en una solución química tipo Long Ashton completa (400 ml/
charola) (Yépez-Hernández et al., 2016), la que fue aplicada 
cada tercer día.

Trasplante a macetas e inoculación con zoosporas de 
Phytophthora capsici

A los 10 días después de la siembra, se desarrolló un 
trasplante de plántulas en macetas plásticas de dos litros 
(0.70 kg). El sustrato utilizado fue Peat moss y arena fina 
obtenida de río de la región esterilizado en una relación 40 
y 20%, más Agrolita en un 40%. Al finalizar el trasplante, 12 
hrs después, se procedió a realizar una nueva inoculación 
de los consorcios con base a los tratamientos indicados. La 
irrigación fue diaria a las macetas fue depositando 200 mL/
día de la solución nutritiva previamente indicada durante 60 
días a partir del trasplante.

Para la inoculación con Phytophthora capsici, se desa-
rrollaron aislamientos puros de aquella donada por el Labo-
ratorio agrícola del Colegio de Postgraduados en Montecillos; 
éstos se cultivaron en medio PDA (papa dextrosa agar) para 
su incremento masivo. Después de 15 días de crecimiento 
se elaboró el inóculo de la siguiente manera: en cajas Petri 
con 20 mL de agua destilada esterilizada se colocaron discos 
de medio de cultivo que contenían micelio de P. capsici; el 
material se incubó a 25 °C por tres días para la formación 
de esporangios y la posterior liberación de sus zoosporas al 
ubicar las cajas Petri a 12 °C por 30 min.; posteriormente, con 
la ayuda de un hemacitómetro se ajustó una suspensión de 
zoosporas a una concentración de 3 x 103 mL-1. A los 11 días 
después de trasplante, las plantas de chile correspondientes 
a los cuatro tratamientos de estudio fueron inoculadas con 
tres gramos de hojarasca estéril conteniendo 3x103 zoospo-
ras de P. capsici, con 36 hrs de crecimiento. Las plantas se 
mantuvieron durante 60 días en invernadero en condiciones 
favorables de la enfermedad las cuales son: una temperatura 
de 25 + 5 °C y una humedad relativa de 80 + 5%. El riego de 
las plantas se mantuvo constante (cada 3 días) para todos los 
tratamientos (Ramírez-Villapudua y Romero-Cova, 1980).

Variables evaluadas 
Las variables evaluadas en la etapa de semillero fue-

ron: El número de plántulas emergidas en semillero (npes) a 
los 10 días después de la siembra. La altura de la plántula fue 
contabilizada a los 10, 28, 57 y 70 días después de la siembra. 

El porcentaje de plantas muertas por ataque del 
hongo fitopatógeno (P. capsici), se llevó a cabo mediante una 
escala subjetiva, realizando revisiones, conteos y registro de 
las plantas muertas a los 14, 28, 36, 40 y 45 días después de 
la inoculación que mostraran marchitez, característico de la 
enfermedad en cuestión. Se realizaron en cada uno de los 
cuatro tratamientos de estudio. Las plantas afectadas, fueron 
trasladadas al laboratorio, para re-aislar el hongo P. capisici, e 
identificarlo con las claves Erwin y Ribeiro (1996), Martin et al. 
(2012) y Lamour et al. (2012).

Detección de células microbiológicas adheridas al siste-
ma radicular de chile

Para las Rpcv al finalizar el estudio (60 días después 
del trasplante), se seleccionaron cinco plántulas de los 
diferentes tratamientos; sus raíces previamente lavadas con 
agua destilada estéril, se cortaron para transferirse a un tubo 
Eppendorf con agua estéril y se agitaron durante 1 m, para 
provocar el desprendimiento de las bacterias adheridas a la 
raíz. De la solución resultante se tomaron 100 μL que se sem-
braron por dispersión en placa de medio OAB selectivo. Las 
placas se incubaron a 30 ºC durante 24 h para cuantificar las 
unidades formadoras de colonia (UFC). Esta prueba se realizó 
por triplicado.

Para el caso de Rhizophagus intraradices se llevó a 
cabo mediante su tinción con azul de tripano (Phillips y Ha-
yman, 1970) y observación al microscopio electrónico de las 
estructuras características de esta asociación (hifas, arbúscu-
los y vesículas). Se determinó el porcentaje de colonización 
mediante la técnica de McGonigle et al. (1990).

Se realizó un análisis microbiológico para apreciar la 
presencia del hongo de P. capsici, considerando la técnica 
de aislamiento previamente citada (Trasplante a macetas e 
inoculación con zoosporas de Phytophthora capsici).

Análisis estadístico
En el presente trabajo se aplicó un diseño completa-

mente al azar. Se realizaron análisis de varianza y pruebas de 
comparación múltiple de medias (Tukey p<0.05). Los análisis 
estadísticos fueron realizados con el programa de cómputo 
SAS (SAS, 2004).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Evaluación en semillero: número de plántulas emergidas 
en la cámara germinadora

Al cabo de 10 días después de la siembra, los 23 geno-
tipos de chile agrupados en tipo Pasilla (3), Ancho (4), Guajillo 
(4), Puya (4), Serrano (4) y Jalapeño (5), presentaron porcenta-
jes promedio de emergencia del 63% (±1), 62.7% (±1), 58.5% 
(±1), 56.5% (±1), 82.0% (±3), y 84.0% (±3), respectivamente. 
Al ser analizados de manera individual, sobresalieron los 
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cultivares designados numéricamente 19. Don Benito1/
Tamps; 20. Don Benito2/Tamps.; 21. Don Pancho/Tamps.; 22. 
Apache/Chih.; y el 23. Isabel/Chih. con los porcentajes más al-
tos en emergencia por arriba del 85% (Tabla 1); en siguiente 
orden resultaron los híbridos 16. Hib. Coloso/Tamps.; 17. Hib. 
HS44/Tamps.

Al desarrollar los análisis por grupo de inoculantes vs 
controles (T1= Testigo (agua)), T2= Consorcio = (mezcla) de 
los seis HMA, T3= Consorcio de seis HMA más el consorcio de 
cuatro Rpcv, T4= Fertilización química), los resultados arroja-
ron que el T2 y T4, se mostraron numéricamente superiores 
en comparación del T3 y con significancia con relación al T1 
(p<0.05). 

Altura de la planta
El promedio de la altura obtenida al analizar los tra-

tamientos por separado (23), los resultados indican que el 
mejor tratamiento fue el 23 (87 (±8 cm)). Isabel/Chih a base 
de fertilización química. Sin embargo, éste no se mostró 
superior con p<0.05 en comparación con los tratamientos 16 
al 22 (Tabla 1), excepto aquellos considerados como testigo 
control (T1). 

Por su parte cuando fueron agrupados en tipo Pasilla 
(3), Ancho (4), Guajillo (4), Puya (4), Serrano (4) y Jalapeño (5), 
se pudo apreciar que los de tipo serrano y jalapeño, fueron 
los que mostraron valores numéricos altos en comparación 
de los de tipo Pasilla (3), Ancho (4), Guajillo (4), Puya (4), res-
pectivamente (Tabla1).

Los resultados obtenidos con los encontrados por 
Cardona et al. (2008) muestran que las Rpcv (Pseudomonas 
sp.) por si solas mejoran el crecimiento de las plantas; en el 
estudio los mismos autores obtuvieron alturas de planta de 
glicófitas a los 20 días después de la inoculación. Gholami et 
al. (2009) y Bashan et al. (2009), alcanzaron un incremento de 
21.31%, para la altura de planta cuando inocularon plantas 
de pimiento morrón con Bacillus sp. MA 12, con respecto 
al testigo a los 60 días después de la inoculación. Diversos 
estudios son los que destacan la capacidad de las Rpcv para 
favorecer la micorrización (Founoune et al., 2002; Mediavilla 
et al., 2015; Miransari, 2011) y promover el crecimiento de 
las plantas micorrizadas (Barman et al., 2015; Frey-Klett et al., 
2007). 

Ataque de P. capsici en plantas de chile a los a los 14, 28, 
36, 40 y 45 días después de la inoculación

En el presente estudio, P. capsici a los 23 cultivares de 
chile en condiciones de invernadero, se encontró que a los 14 
después de la inoculación (ddi), al analizarse por grupos de 
inoculantes vs controles (T1= Testigo (agua)), T2= Consorcio 
= (mezcla) de los seis HMA, T3= Consorcio de seis HMA más 
el consorcio de cuatro Rpcv, T4= Fertilización química), los 
resultados arrojaron que el testigo y el de fertilización quí-
mica, mostraron al inicio del estudio plantas con síntomas 
característicos de la enfermedad los cuales se distinguen 
porque aparecen manchas oscuras en el cuello de la raíz, 
que provoca que la planta se marchite y muera. Las plántulas 

se marchitan y se pudren cuando la infección ocurre en los 
semilleros (Guigón-López y González-González, 2003). Por 
su parte los tratamientos a base de consorcios no mostraron 
síntoma alguno. A los 28 ddi, se observó que el tratamiento a 
base de HMA, fue el más susceptible en esta etapa, quedan-
do en segundo orden el testigo control y el de fertilización 
química (Tabla 2); por su parte aquel a base de la coinocula-
ción de ambos consorcios (MHA+Rpcv), se mantuvieron sin 
mostrar los síntomas de la enfermedad.

Al cabo de 36 ddi, el testigo control, manifestó un 
alto porcentaje de plantas muertas (50%) en comparación 
del T2 y el Tratamiento a base de fertilización química. Por 
su parte el tratamiento con ambos consorcios fue el menos 
afectado. Un similar comportamiento fue registrado a los 40 
ddi, sobresaliendo como el más sano, el tratamiento a base 
de (MHA+Rpcv). El testigo control resultó el más afectado 
por el agente en estudio P. capsici (Tabla 2). Diversos estudios 
muestran que la protección de las plantas contra enfermeda-
des ocasionadas por hongos fitopatógenos (Gholami et al., 
2009; Lugtenberg et al., 2009), puede ser favorecida por los 
HMA y las Rpcv, los cuales presentan un control biológico en 
contra de Phytophthora, Fusarium, Rhizoctonia y otros agen-
tes fitopatógenos (Kloepper et al., 1978; Rai, 2001). 

A los 45 ddi, se realizó la evaluación final del ataque de 
P. capsici en el desarrollo de las plantas de chile. Los análisis 
arrojaron que los genotipos o cultivares más susceptibles 
fueron los chiles tipo Jalapeños (95%), los tipo Puyas (62.5%) 
y los tipo Serranos (75%), mientras que los menos vulne-
rables fueron los Pasilla (37.5%), tipo Ancho (50%) y tipo 
Guajillo con 37.5% (Tabla 3). Se pudo apreciar que el T2 en 
los tipo Serrano, no repercutió en una protección a la planta; 
este comportamiento del T2, resultó similar para todos los 
Tabla 2. Porcentaje de plantas muertas por ataque de P. capsici a los 14, 
28, 36 y 40 días después de la inoculación (ddi), en plantas de chile bajo el 
efecto de consorcios de hongos micorrízicos y rizobacterias como control 
biológico.
Table 2. Percentage of plants killed by P. capsici attack, at 14, 28, 36 and 40 
days after inoculation (dai), in a population of 600 chili plants under the 
effect of consortia of mycorrhizal fungi and rhizobacteria such as biologic 
control.

T1 
(Testigo)

%

T2 
(HMA)

%

T3 
(HMA+Rpcv)

%

T4 (Fertiliz. 
quím.) %

Total 
de 

plantas

Plantas 
muertas 
(14 ddi)

2.5 0 0 2.5 2

Plantas 
muertas 
(28 ddi)

5 8 0 5 7

Plantas 
muertas 
(36 ddi)

50 32 7 5 30

Plantas 
muertas 
(40 ddi)

20 27 10 5 20

Total 77.5 67 17 17.5 59

ddi= Días después de inoculación; (Fertiliz. Quím).= fertilización química.
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éstos son coinoculados con HMA y Rpcv; resultados que con-
cuerdan con aquellos de Frey-Klett et al. (2007) y Kloepper et 
al. (1978), citado por Rai, (2001), donde señalan la acción de 
“biocontrol” de Phytophthora, Fusarium y Rhizoctonia figuran 
ciertos mecanismos como son la antibiosis, parasitismo, 
sideróforos, y resistencia sistémica inducida, principalmente 
(Gholami et al., 2009; Lugtenberg et al., 2009). Cabe indicar 
que aquellas plantas del tratamiento a base de fertilización 
química, resultaron con altos porcentajes de plantas infecta-
das por el fitopatógeno en estudio, lo cual fue evidenciado en 
las “pruebas de Koch” descrito en el apartado metodológico 
(Detección de células microbiológicas adheridas al sistema 
radicular de chile).

Al finalizar el estudio, se pudo apreciar que las seis ce-
pas del HMA Rhizophagus intraradices con las claves Zac-19, 
Ced-20, Tab-21, Mér-22, Pap-23, Jal-24 y, las cepas de Rpcv, 
de Pseudomonas y que corresponden a P. lini, P. fluorescens, 
Acinetobacter guillouiae y una del género-especie Aeromona 
caviae, al ser analizados en las raíces de las plantas de los dife-
rentes cultivares de chile, se identificaron células y/o esporas 
de los microorganismos en estudio (Tabla 4).

CONCLUSIONES
La coinoculación de HMA y las Rpcv, promueven la 

emergencia de plántula y que, con base a las condiciones del 
presente estudio, redujeron el ataque del hongo P. capsici, en 
plantas de 23 cultivares de chile en comparación a las plantas 
de los restantes tratamientos. Los cultivares de chiles tipo Pa-

Tabla 3. Porcentaje de plantas muertas por ataque de P. capsici a los 45 
días después de la inoculación (ddi), en plantas de chile bajo el efecto de 
consorcios de hongos micorrízicos y rizobacterias como control biológico.
Table 3. Percentage of plants killed by P. capsici attack, at 45 days after inoc-
ulation (dai), in a population of 600 chili plants under the effect of consortia 
of mycorrhizal fungi and rhizobacteria such as biologic control.

Tipo Pasilla Plantas muertas por ataque 
de P. capsici. Leo. 45 ddi (%)

(T1) Control absoluto (%) 15

(T2) HMA (%) 15

(T3) HMA+Bpcv (%) 2.5

(T4) Fertilización química (%) 27

Tipo Ancho

(T1) Control absoluto (%) 15

(T2) HMA (%) 25

(T3) HMA+Bpcv (%) 7.5

(T4) Fertilización química (%) 25

Tipo Guajillo

(T1) Control absoluto (%) 15

(T2) HMA (%) 10

(T3) HMA+Bpcv (%) 5

(T4) Fertilización química (%) 25

Tipo Puya

(T1) Control absoluto (%) 35

(T2) HMA (%) 10

(T3) HMA+Bpcv (%) 7.5

(T4) Fertilización química (%) 43

Tipo Serrano

(T1) Control absoluto (%) 24

(T2) HMA (%) 37

(T3) HMA+Bpcv (%) 7.5

(T4) Fertilización química (%) 75

Tipo Jalapeño

(T1) Control absoluto (%) 55

(T2) HMA (%) 20

(T3) HMA+Bpcv (%) 10

(T4) Fertilización química (%) 55

ddi= Días después de la inoculación

restantes tratamientos y para el Testigo control. Lo contrario 
ocurrió con el T3, ofreciendo resultados favorecedores en 
comparación del T4 a base de fertilización química (Tabla3). 

Los 23 cultivares de chile en estudio, agrupados estos 
en los tipo Pasillas, Anchos, Guajillos, Puyas, Serranos y Jala-
peños, evaluados en el presente estudio, muestran una res-
puesta favorable evitando una infección de P. capsici cuando 

Tabla 4. Células Unidades formadoras de colonias (UFC/mL) y esporas de 
consorcios de hongos micorrízicos y rizobacterias como control biológico, 
adheridas al sistema radicular de cultivares de chile.
Table 4. Colony forming units (UFC/mL) and spores from mycorrhizal fungi 
and rhizobacteria as biological control adhered to chili plant cultivar radicu-
lar systems.

Microorganismo de 
consorcio

(T2) HMA 
Número de 

esporas/ 
g suelo

(T3) HMA+Bpcv 
Número de esporas/ g suelo 

(Log10) UFC/mL

Rhizophagus 
intraradices Zac-19

465±73 435±55

Rhizophagus 
intraradices Ced-20

429±87 397±73

Rhizophagus 
intraradices Tab-21

399±122 599±102

Rhizophagus 
intraradices Mér-22

445±91 483±61

Rhizophagus 
intraradices Pap-23

420±22 465±101

Rhizophagus 
intraradices Jal-24

380±68 345±108

Pseudomonas 
lini

nd 4.00

Pseudomonas 
fluorescens

nd 3.99

Acinetobacter 
guillouiae

nd 4.06

nd: no determinado
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silla y tipo Guajillo, presentaron la mayor resistencia al ataque 
de P. capsici Leo., cuando fueron inoculados con HMA+Rpcv, 
mientras que los chiles tipo Serrano, Puya y Jalapeño, fueron 
los de mayor susceptibilidad al ataque del hongo fitopató-
geno. Estudios relacionados con un sistema de producción 
completo bajo las condiciones en las que es producido el cul-
tivo de chile, sugiere ser evaluado vs el sistema convencional 
en el control de Phytophthora capsici.
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ABSTRACT
The fruit of Randia monantha, traditionally and empi-

rically used in the preparation of a beverage as antivenom 
and for the treatment of various diseases has little scientific 
evidence regarding its antimicrobiological properties and 
toxicity. The objective of this study was to evalute the antimi-
crobial effect of the Randia monantha pulp aqueous extract 
on acute toxicity in male Wistar rats, evaluated at different 
concentrations against pathogenic bacteria. The results of 
acute oral toxicity revealed no deaths with doses up to 5000 
mg/kg body weight. The experimental animals showed no 
significant changes in the weight and behavior parameters 
evaluated with respect to the control treatment. Rats did not 
show significant changes in the hematological parameters, 
but dosis of 5000 mg/kg body weight rats exhibited the 
appearance of yellow spots on kidney. The aqueous extract 
had no antimicrobial activity against pathogenic bacteria 
tested. These results suggest that the Randia monantha fruit 
aqueous extract can be used with some degree of safety by 
oral administration but should not be taken in high doses. 
Keywords: Acute toxicity, Antimicrobial properties, Crucetil-
lo, Randia monantha, Rats.

RESUMEN
El fruto de Randia monantha se utiliza tradicional 

y empíricamente en la preparación de una bebida como 
antiveneno y para el tratamiento de diversas enfermedades, 
pero hasta la fecha existe poca evidencia científica sobre 
sus propiedades antimicrobiológicas y toxicidad. El objetivo 
de este estudio fue evaluar el efecto de la administración 
del extracto acuoso de pulpa de Randia monantha sobre la 
toxicidad aguda en ratas Wistar macho y evaluar la actividad 
antimicrobiana a diferentes concentraciones frente a bac-
terias patógenas. Los resultados de la toxicidad oral aguda 
no revelaron muertes en dosis de hasta 5000 mg/kg de peso 
corporal. Los animales de experimentación no mostraron 
cambios significativos en los parámetros de peso y compor-
tamiento evaluados con respecto al tratamiento control. Las 
ratas no mostraron cambios significativos en los parámetros 
hematológicos, pero las ratas con dosis de 5000 mg/kg de 

peso corporal mostraron la aparición de manchas amarillas 
en el riñón. El extracto acuoso no mostró actividad antimi-
crobiana contra las bacterias patógenas de prueba. Estos 
resultados sugieren que el extracto acuoso de la fruta Randia 
monantha puede usarse con cierto grado de seguridad por 
administración oral, pero no debe tomarse en dosis altas.
Palabras clave: Toxicidad aguda, Propiedades antimicrobia-
nas, Crucetillo, Randia monantha, Ratas.

INTRODUCTION
Stems, leaves and fruits of several Randia genus spe-

cies contain compounds such as 1-nitropyrene, linoleic acid, 
palmitic acid, sterols, β-sitosterol, β-sitosterol, campesterol, 
oleanolic acid acetate, oleanolic acid-3-α-L-arabinoside, 
and mesembryanthemoidigenic acid, among others, which 
have been shown to confer biological, antioxidant and var-
ious pharmacological properties (Cano-Campos et al., 2011; 
Kandimalla et al., 2016; Lapikanon et al., 1983). The Randia 
monantha Benth fruit, known as a “crucetillo” because of 
the cross shape in which the thorns are presented, is used 
as an antivenom beverage against poisonous animals and 
to which various pharmacological properties are attributed, 
since it is used as an anticancer, antidiabetic, antidiarrheal, to 
relieve stomachache and many other diseases (Gallardo-Ca-
sas et al., 2012). Currently, the fruit is used in various liquors, 
predominantly: brandy, ethanol, and Jerez wine. However, it 
has been reported that the aqueous extract of the pulp and 
the seed of Randia monantha Benth have a higher concentra-
tion of polyphenolic compounds, such as chlorogenic acid, 
rutin, and 4-coumaric acid, which could contribute to their 
antioxidant activity and other attributed beneficial prop-
erties (Juárez-Trujillo et al., 2018). On the other hand, there 
are reports that polyphenol compounds have antimicrobial 
activity, but there is little information in the literature about 
the inhibitory capability of Randia monantha on pathogenic 
bacteria. Thus, nowadays people consume it in large quanti-
ties and for long periods, considering that the administered 
dose depends on the bite or sting of the poisonous animal, 
or the severity of the disease (Mendez and Hernández, 2009). 
Although in tests conducted with saline artemia there are no 
toxic effects reported in this species, and as far as we know, 
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there are no studies on its acute toxicity in experimental 
animals. Therefore, the objective of this study was to evalu-
ate the acute toxicity of the aqueous extract of the Randia 
monantha fruit in a murine model (male Wistar rats) on 
behavioral parameters, macroscopic evaluation of liver and 
spleen, analysis of the pancreatic Langerhans islets, and a 
histopathological examination of liver, kidney, and pancreas 
tissue. In addition, we evaluated the effect of the aqueous 
extract at different concentrations on pathogenic bacteria.

MATERIAL AND METHODS
Obtaining the fruits 

To obtain the sample, a batch of 100 fruits (5.73 kg) 
was selected at random, with a maturity index of 26.60. The 
fruits were collected at the 2018 January-March period in the 
town of Actopan, Veracruz, located at the latitude: 19°27´36´´, 
longitude: 96°49´48´´ west 1060 m.a.s.l. After harvest, fruits 
were washed and disinfected with 0.01% sodium hypochlo-
rite. Manually obtained pulp (1.04 kg) was lyophilized until it 
became a powder. The taxonomic identification of the fruit 
was confirmed by biologist Manuel Carlos Durán Espinosa. 
A copy of the reference fruit, with Num. of herbarium copy: 
NJuárezT2 (XAL) was deposited in the Xalapa herbarium of 
the Institute of Ecology A. C (Juárez-Trujillo et al., 2018). 

Preparation of experimental animals 
The experimental animals used were 21 male Wistar 

rats, weighing 300 - 359 g and between 3 to 5 months of age 
from of Neuroethology laboratory of the Universidad Vera-
cruzana. Six groups of n=3 rats corresponding to the different 
concentrations (10, 100, 1000, 1600, 2900, and 5000 mg/kg 
weight body) and a control group (without administration) 
were randomly formed. The rats were housed in transparent 
plastic boxes, three rats per box inside the bioterium, with 
light / dark cycles of 12:12 h at a room temperature of 25 ± 2 
ºC, and a humidity between 50 - 60 %. The experimental ani-
mals carried a standard diet with water and pelletized food 
ad libitum. They were allowed seven days for acclimatization 
before the commencement of the research. In this study, 
all animals were handled in accordance with the guidelines 
for the Care and Use of Laboratory Animals of Universidad 
Veracruzana based in the National Institutes of Health.

Acute toxicity study 
The dried pulp was mixed at different concentrations 

with a solution of tween 20 (5%), propylene glycol (5%), and 
purified water. Doses were prepared according to guide 
423, the Organization of Economic Co-operation and Deve-
lopment (OECD, 2001). The groups were administered with 
extract by intragastric cannulation in a single dose of 5000, 
2900, 1600, 1000, 100, and 10 mg/kg body weight for each of 
the treatment groups, respectively, while the control group 
received only tween 20, propylene glycol and water used as 
a vehicle. LD50 was estimated according to the guideline 423 
from Organization of Economic Co-operation and Develop-
ment (OECD, 2001).

The animals were monitored during the first 24 hours 
after cannulation with special emphasis on the first 30 mi-
nutes, and with 15-minute videos taken at 2, 4, 6, 8, 12, and 
24 hours in search of apparent modification of toxicological 
behavior (Cavanaugh, 2003). The symptoms analyzed were 
mucus, ataxia, salivation, diarrhea, seizures, respiratory di-
sorders, hyperactivity, and paralysis (Pérez, 2017). The weight 
of the rats was recorded daily for 15 days. On day 15, all rats 
used in the experimental procedures were sacrificed with an 
overdose of sodium pentobarbital (60 mg/kg). 

A blood sample was obtained by cardiac puncture 
and collected in plastic tubes containing EDTA. Erythrocyte 
count, hemoglobin, hematocrit, mean corpuscular volume, 
mean corpuscular hemoglobin, mean corpuscular hemog-
lobin concentration, platelet count, and leukocyte count 
were evaluated using a veterinary hematology analyzer 
(Abaxis Vatscan HM2). All rats were sacrificed on day 15 and 
subsequently perfused and dissected; the extraction and 
weighing of organs, liver, kidneys, pancreas, and spleen were 
performed. 

Histopathology study 
Selected organs, including pancreas, liver, kidney, and 

spleen of the treated and control animal groups, were fixed in 
10 % buffered formalin in labeled bottles and subsequently 
processed for histological examination. The tissue was 
processed using an automated tissue processor (Leica 820, 
Germany) and embedded in blocks of paraffin. Stained tissue 
sections were examined under a light microscope (Leica DM 
750, Germany). Number and area of Langerhans islets in the 
pancreas were determined in at least five islets per section at 
a 40x magnification. Full images of the selected Langerhans 
islets were obtained by photomicrographs with Adobe® 
Photoshop CS6 software, and their analysis was performed 
using the ImageJ Java® software in which the area, thickness, 
density, and volume data of the selected islets were obtai-
ned according to the methodology reported by Cavanaugh 
(2003). The numerical concentration of the cells in the islet 
was determined by manual counting by differential hema-
toxylin and eosin phloxine (H&E) staining (Coggehall, 1992; 
Mohammadi and Naik, 2012).

Antimicrobial activity of the aqueous extract of pulp of 
Randia monantha fruit

The Randia monantha pulp extract antimicrobial ac-
tivity was evaluated using the broth dilution method. Active 
cultures of Listeria monocytogenes (ATCC 19115), Staphylo-
coccus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 43895), 
and Salmonella typhimurium (ATCC 14028) were prepared ac-
cording to Balouri et al. (2016). For the above, dilutions were 
prepared at 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 mg/mL in a liquid growth 
medium, distributed in tubes containing a volume of 2 mL. 
Subsequently, each tube was inoculated with a microbial in-
oculum prepared in the same medium, which was previously 
standardized to the Mcfarland scale of 0.5. Each tube was 
then shaken and incubated for 24 hours at 37 °C. After 24 h, 
the absorbance λ= 600 nm was read.
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Statistical analysis 
Analysis of variance was carried out to evaluate the 

results found in the different treatments with pulp extracts, 
and subsequently, the significant differences were assessed 
using the Fisher test with a level of significance p ≤ 0.05, using 
Minitab program version 17, States United.

RESULTS
Body and organs weight gain 

The results of the acute toxicity study indicated that 
the aqueous extract of the R. monantha pulp administered 
orally to rats at doses between 10-5000 mg/kg body weight 
in acute toxicity testing methodology did not cause death or 
significant toxicity in test animals, indicating that the LD50 is 
greater than the doses administered. Table 1 shows that the 
groups corresponding to an administration of 2900 and 5000 
mg/kg body weight presented a slight increase in weight 
that ranged from 0.25 to 7.94%. However, in relation to the 
weight of the organs, it was observed that the pancreas, liver, 
kidneys, and spleen did not show significant differences (p 
> 0.05) compared to the respective organs of the control 
treatment.

Behavior observations
Consistent with these results, the different treatment 

groups showed no significant difference in the evaluated 
clinical signs (mucus, ataxia, salivation, diarrhea, convulsions, 
hyperactivity, paralysis, and changes in breathing), compared 
to the control treatment. 

Macroscopic evaluation of organs
External macroscopic analysis of liver, spleen, and 

pancreas did not reveal any alteration nor signs of toxicity, 
without visual differences with the control treatment, indi-
cating the absence of toxicity. However, the kidneys of the 
group corresponding to an administration of 5000 mg/kg 
body weight showed yellow spots. The kidney histopatholo-
gy examination revealed that the yellow areas presented a 
minor or no blood supply, with a notable decrease in erythro-
cytes and a decrease in blood flow than the kidney cuts of 
the control treatment (Figure 1). 

Table 1. Increase in total body weight and in weight of the important vital organs of each treatment group. 
Tabla 1. Incremento del peso corporal total y aumento del peso de los órganos vitales importantes de cada grupo de tratamiento.

Doses (mg/kg Body weight) Increased Total Body 
Weight (%) Pancreas Liver Kidney    Spleen

0 (Control) 0.05 ± 0.02ª 2.99 ± 0.85ª 11.01 ± 0.73ª 3.34 ± 0.41ª 1.40 ± 0.19ª

10 0.25 ± 0.19ª 2.74 ± 0.68ª 10.97 ± 1.33ª 2.63 ± 0.27ª 1.13 ± 0.24ª

100 1.84 ± 0.86b 3.34 ± 0.69ª 10.15 ± 1.76ª 3.12 ± 0.71ª 1.31 ± 0.23ª

1000 5.73 ± 0.70c 3.04 ± 0.18ª 9.97 ± 1.52ª 2.91 ± 0.83ª 1.57 ± 0.53ª

1600 4.64 ± 0.68c,d 3.27 ± 1.01ª 10.69 ± 1.60ª 2.89 ± 0.24ª 1.30 ± 0.09ª

2900 5.39 ± 0.64d 3.80 ± 0.69ª 12.45 ± 2.35ª 3.04 ± 0.63ª 1.25 ± 0.18ª

5000 7.94 ± 0.87e 3.74 ± 0.23ª 11.79 ± 2.34ª 2.87 ± 0.30ª 1.56 ± 0.12ª

Mean ± SD, n = 3. Different letters in the same column indicate significant differences (p < 0.05). 

Figure 1. Kidney histological examination. A) Control treatment and B) 
Treatment with a dose of 5000 mg/kg of weight. The arrows point out the 
blood supply.
Figura 1. Examen histológico del riñón de A) Tratamiento de control y 
B) Tratamiento con dosis de 5000 mg/kg de peso. Las flechas señalan el 
aporte de sangre.

Hematology parameters analysis
The hematology parameters are summarized in Table 

2. The hematological analysis of leucocytes, lymphocytes, 
monocytes, granulocytes, red blood cell, mean cell volume, 
hemoglobin, hematocrit, mean cell volume, mean corpus-
cular hemoglobin, erythrosary distribution index, platelets, 
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Table 2. Hematological examination of treatments with different dosis (0-5000 mg/kg) of the standardized aqueous extract of Randia monantha pulp at 1, 
7 and 15 days of administration. 
Tabla 2. Examen hematológico de los tratamientos con diferentes dosis (0-5000 mg/kg) del extracto acuoso estandarizado de pulpa de Randia monantha 
a los 1, 7 y 15 días de administración.
Day 1 Dose (mg/kg weight)
Parameters Control 10 100 1000 1600 2900 5000

Leukocytes (109/L) 12.97±1.5 10.21±2.51 16.41±8.15 10.24±2.57 12.23±3.91 14.03±4.18 7.77±0.49*

Lymphocytes (109/L) 8.80±0.72 7.88±1.43 9.62±1.29 7.82±2.48 8.34±4.15 6.42±1.59 5.59±1.26*

Monocytes (109/L) 0.53±0.34 0.36±0.02 0.75±0.08 0.56±0.01 0.18±0.01 0.29±0.10 0.27±0.23

Lymphocytes (%) 68.00±2.40 76.16±3.26 64.96±19.11 75.33±7.03 64.93±15.34 49.70±26.3 71.56±11.42
Monocytes (%) 4.00±2.26 2.80±0.91 3.46±0.45 0.60±0.00 0.63±0.05 2.10±0.14 2.73±0.10
Granulocytes (%) 28.00±0.14 21.03±4.38 31.56±5.80 24.10±7.00 34.43±5.29 48.20±26.16 25.73±9.57

Red blood rell (1012/L) 9.07±0.35 9.00±0.27 8.35±1.69 9.04±0.31 8.71±0.12 9.86±0.01 9.42±0.83

Hemoglobin (g/dL) 17.50±0.00 17.40±0.30 16.10±2.87 17.36±0.20 16.76±0.81 19.30±0.56 18.43±0.55
Hematocrit (%) 52.69±1.25 53.54±1.66 50.75±9.51 55.27±1.95 51.19±3.89 55.66±1.37 51.84±3.83
Mean cell volumen (fl) 58.50±3.53 59.33±0.57 60.66±1.52 61.33±0.57 58.66±3.78 56.50±0.70 55.00±2.64
Mean corcuspular hemoglobin 
(g/dL)   33.15±0.77 32.56±0.49 31.80±0.36 31.43±0.87 32.83±0.92 34.60±0.14    35.66±1.76

Erythrosary distribution index 
(%) 17.75±0.49 16.70±0.20 18.10±1.31 16.50±0.40 18.60±0.95 16.45±0.35 16.60±0.96

Platelets (109/L) 620.50±47.37 587.00±60.62 504.66±31.07 754.33±127.44 814.33±88.66 493.00±15.36 20.66 ± 2.03*

Mean platelet volumen (fl) 6.65±0.35 6.56±0.11 6.66±0.15 6.63±0.11 6.76±0.41 6.90±0.42 6.63±0.37

Triglycerides (mg/dL) 100.19±27.83 95.80±31.88 95.80±14.71 62.67±5.53 104.99±18.60 143.11±45.62 73.83±27.29

Glucose (mg/dL) 52.79±12.29 57.89±16.12 54.52±15.44 74.47±7.89 104.23±36.60* 110.40±23.70* 124.08±23.83*

Cholesterol (mg/dL) 80.19±5.80 76.90±6.98 91.40±10.44 75.36±9.05 89.66±12.83 76.08±9.83 86.95±21.16

Day 7

Leocucytes (109/L) 15.57±4.62 10.39±2.26 16.41±8.15 10.24±2.57 12.23±3.92 10.35±1.01 14.38±7.82

Lymphocytes (109/L) 9.20±0.86 7.88±1.43 9.62±1.29 7.81±2.49 8.34±4.15 7.78±0.32 5.47±1.18*

Monocytes (109/L) 0.49±0.25 0.26±0.02 0.75±0.09 0.16±0.01 0.18±0.01 0.13±0.02 0.48±0.05

Lymphocytes (%) 61.40±11.55 76.16±3.26 64.96±19.11 75.33±7.03 64.93±15.34 75.75±10.53 247.63±73.57

Monocytes (%) 3.30±0.20 2.80±0.91 3.46±0.45 0.60±0.00 0.63±0.05 1.30±0.98 2.96±0.59

Granulocytes (%) 35.26±12.58 21.03±4.38 31.56±15.80 24.10±7.00 34.43±15.29 23.00±9.45 49.43±6.27

Red blood rell (1012/L) 8.80±0.52 9.00±0.27 8.35±1.69 9.04±0.31 8.71±0.12 9.62±0.35 9.74±0.48

Hemoglobin (g/dL) 17.00±0.86 17.40±0.30 16.10±2.87 17.36±0.20 16.76±0.81 18.75±1.34 18.33±0.73

Hematocrit (%) 50.01±4.73 53.54±1.66 50.75±9.51 55.27±1.95 51.19±3.89 53.46±4.47 51.99±3.20

Mean cell volumen (fl) 57.00±3.60 59.33±0.57 60.66±1.52 61.33±0.57 58.66±3.78 55.50±2.12 53.66±2.08

Mean corcuspular hemoglobin 
(g/dL) 34.03±1.62 32.56±0.49 31.8±0.36 31.43±0.87 32.83±0.92 35.1±0.56 35.23±0.80

Platelets (109/L) 816.00±34.02 587.00±60.62 504.66±31.80 754.33±124.44 814.33±88.66 896.50±255.36 304.66±67.68*

Platelet (%) 0.53±0.02 0.38±0.04 0.33±0.02 0.50±0.09 0.55±0.09 0.62±0.14 0.14±0.02*

Platelet distribution width (%) 31.03±0.28 32.16±0.45 31.66±0.95 31.53±0.57 31.70±0.86 32.6±0.56 33.83±3.35

Triglycerides (mg/dL) 90.61±24.95 113.77±21.85 135.32±4.79 113.97±41.00 103.11±7.85 85.62±14.39 73.05±7.28

Glucose (mg/dL) 59.00±19.75 82.14±10.44 60.51±16.15 65.96±15.15 67.63±14.05 128.36±10.63* 116.00±20.22*

Cholesterol (mg/dL) 47.09±11.17 52.90±11.11 50.20±4.66 50.87±9.00 48.85±2.44 44.93±1.71 39.67±7.49

Day 15

Leocucytes (109/L) 15.30±2.95 10.05±1.79 12.41±0.60 11.11±1.18 12.73±5.12 10.14±0.71 8.01±3.29*

Lymphocytes (109/L) 9.89±1.28 7.01±0.19 9.08±0.50 8.25±1.69 7.78±3.57 8.53±0.73 5.58±2.21

Monocytes (109/L) 0.48±0.02 0.19±0.03 0.25±0.01 0.45±0.06 0.44±0.01 0.05±0.00 0.22±0.02

Lymphocytes (%) 65.86±11.61 70.90±10.12 73.40±7.29 73.76±8.21 60.56±11.21 84.10±1.27 70.03±7.03

Monocytes (%) 3.06±0.92 1.66±0.84 1.96±0.36 4.26±0.80 4.36±6.43 0.60±0.00 4.56±0.78
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mean platelet volume, and platelet distribution revealed 
no significant differences (p > 0.05) in relation to the control 
treatment and the days analyzed, the values were within the 
range considered normal (Tasić et al., 2021; Nagamma et al., 
2019; Dantas et al., 2006). The samples did not show signi-
ficant differences (p > 0.05) in the triglycerides and choles-
terol concentration with the control group, which should be 
considered in treating dyslipidemias. Treatments with a dose 
between 1600 and 5000 mg/kg of body weight exhibited 
at time zero (first day of administration) had an increase in 
glucose concentration (116-131.69 mg/dL) compared to the 
control group (62.79-77.63 mg/dL). However, these values 
are in the range of values considered normal for laboratory 
animals (Lapchik et al., 2017).

Histopathology examination of pancreatic cells
The size, area, diameter, and volume of the Langer-

hans islet of the different treatments did not show significant 
differences (p > 0.05) (Table 3), which is important since its 
parameters directly influence the maintenance of glucose 
in the blood and their alteration is related to diabetes (Jo 
et al., 2007). However, a significantly lower concentration of 
langerhans islets (643 cell/mm2) was observed in the 5000 
mg/kg body weight treatment with compared to the other 
treatments. The groups that were administered 10, 100, 1000, 
1600 and 2900 mg/kg body weight of extract exhibited a con-
centration of cells in the Langerhans islets that varied from 
2008 to 3146 cells/mm2, without significant differences (p > 
0.05) with the control treatment (3100 cells/mm2). In contrast, 
the treatment of 5000 (643 cells / mm2) mg/kg body weight, 
showed a significant decrease in the number of cells in rela-
tion to the control treatment. Consistent with these results, 
the pancreas cells of the group administered with 5000 mg/
kg body weight of extract showed a lower number of cells 
(alpha, beta, and delta) in the Langerhans islets compared to 
the control group (Figure 2).

Dose (mg/kg weight)

Parameters Control 10 100 1000 1600 2900 5000

Granulocytes (%) 30.40±10.98 27.43±8.30 24.63±4.93 21.96±4.50 35.06±5.65 15.40±127 25.46±8.98

Red blood rell (1012/L) 8.80±0.33 9.91 0.13 10.10±0.74 8.94±0.41 8.86±0.09 8.98±0.55 9.00±0.49

Hemoglobin (g/dL) 16.06±0.66 19.16±0.36 19.26±0.96 18.53 0.87 17.50±1.01 17.40±0.56 17.36±0.66

Hematocrit (%) 49.81±2.52 59.36±0.61 59.99±4.18 56.42±2.57 53.74±2.54 49.19±1.56 49.03±2.56

Mean cell volumen (fl) 56.66±2.08 60.00±0.00 59.33±1.52 63.00±0.00 60.66±3.05 55.00±1.41 54.33±2.30

Mean corcuspular hemoglobin 
(g/dL) 32.26±1.92 19.33±0.25 19.10±0.45 32.80±0.69 32.50±1.44 35.45±0.07 35.36±0.90

Platelets (109/L) 451.33±46.98 586.66 101.07 552.66±55.62 625.33 87.84 566.00±40.18 951.00±178.00 504.33±83.31

Platelet (%) 0.29±0.02 0.38±0.05 0.37±0.03 0.43 0.06 0.39±0.08 0.65±0.11 0.34±0.06

Platelet distribution width (%) 33.66±4.43 32.13±0.90 32.46±0.23 32.00±0.23 32.43±0.87 32.40±0.28 32.16±0.45

Triglycerides (mg/dL) 89.02±32.93 113.83±41.49 121.33±21.28 113.25±40.87 105.74±34.24 121.49±21.17 89.34±49.82

Glucose (mg/dL) 67.63±29.75 59.88±19.67 66.14±16.32 66.14±16.32 80.94±2.11 128.94±17.74* 131.69±20.20*

Cholesterol (mg/dL) 44.49±6.06 60.69±7.22 48.74±11.06 61.32±11.96 53.14±6.54 42.21±3.66 39.62±2.35

Values are expressed as mean ± SD, n=3. 
*Significant differences with the control treatment, p < 0.05. 

Table 3. Cell concentration and morphological parameters of the Lang-
erhans islets of each of the treatments. 
Tabla 3. Concentración celular y parámetros morfológicos de los islotes 
de Langerhans de cada uno de los tratamientos.

Groups
Cell 

concentration 
/ mm2

Central 
Islet 

perimeter 
(µm)

Central 
Islet area 

(µm2)

Islet 
diameter 

(µm)

Cell 
number(mg/

body 
weight)

0 
(Control) 

3146 
± 724b

2436 ± 
552a

255284 ± 
49380ab

183.3 ± 
50.35a

780 ± 
81b,c

10 2984 
± 296b

2225 ± 
691a

274342 ± 
11183ab

233.3 ± 
86.24a

969 ± 
57b,c

100 2585 
± 322b

2412 ± 
277a

348403 ± 
71744b

243.3 ± 
28.91a

885 ± 
93b,c

1000 2622 
± 1000b

2279 ± 
696a

237570 ± 
67146ab

196.6 ± 
5.77a

621 ± 
30b

1600 3311 
± 733b

2013 ± 
156a

230044 ± 
23702ab

210.0 ± 
26.53a

731 ± 
88b

2900 2008 
± 510b

1748 ± 
228a

178307 ± 
52620a

186.7 ± 
49.37a

375 ± 
158ab

5000 643 
± 412a

2054 ± 
489a

283802 ± 
10467ab

206.7 ± 
20.81a

174 ± 
109a

Mean ± SD, n = 3. Different letters in the same column indicate 
significant differences (p <0.05).

Antimicrobial properties of aqueous extract
The antimicrobial effects of the Randia monantha fruit 

aqueous extract against Gram (-) and Gram (+) bacteria are 
shown in Table 4. It can be seen that the aqueous extracts 
did not present dose-dependent antimicrobial activity in the 
test concentration range (0.5-2.0 mg/mL) against Gram (+) 
bacteria, nor Gram (-) test bacteria. These results were similar 
to those reported for the methanol and ethanol extract of 
Randia aculeata against Mycobacterium bovis (García-Cruz, 
2018), but different from those reported for the crude extract 
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of Randia dumetorum, which exhibited significant antimicro-
bial activity (Kumar et al., 2006).

DISCUSSION
In accordance with the OECD criteria under the 

regulation established by the Globally Harmonized System 
(GHS) and classification labeling for chemical substances and 
mixtures, substances with LD50 > 5000 mg/kg body weight 
are category 5 or classified as unclassified (OECD, 2001), 
suggesting that the concentrations tested in this study do 
not represent a toxic risk. Similarly, according to Hogde and 
Sterner (2005), scale compounds with LD50 between 5000-
15000 mg/kg body weight are considered as practically 
non-toxic substances. The test animals showed weight gain 
directly proportional to the extract concentration administe-
red, which could be due to the high concentration of sugars 
present in the pulp of Randia monatha Benth (Juarez-Trujillo 
et al., 2018). This, since the increase in weight regularly rela-
tes to alterations in the macronutrient metabolism such as 
carbohydrates, proteins or fat, and even to hydromineral, 
or intracellular and extracellular deregulation and these 
nutrients play an appropriate role in physiological functions 
(Ezeonwumelu et al., 2011). In turn, it has been reported that 
changes in the weight of the organs are an important and 

sensitive parameter for the detection of harmful toxicologi-
cal effects that are often associated with the administration 
of a chemical substance toxic to the organism (Sellers et al., 
2007). Despite the increase in body weight, the weight of 
pancreas, liver, kidneys, and spleen did not show a significant 
increase with respect to the weight of these organs in the 
control group. This corroborates that the concentrations 
tested in this study were not toxic to the organism, since an 
increase in the weight of the organs suggests the appearan-
ce of hypertrophy while the decrease suggests atrophy or 
necrosis in the target organ (Teo et al., 2002).

Hematological parameters are perceptual markers 
of physiological changes in the health and toxicological 
status of test animals. The hematological profile suggested 
no changes in the count of red blood cells, leukocytes, and 
hemoglobin after the 0, 7, and 15 days of testing compared 
to the control treatment, suggesting that the aqueous ex-
tract has no influence on the hematopoiesis pathway. These 
results also demonstrated no significant changes in the lipid 
profile values in the range of tested concentrations, sugges-
ting that this extract does not influence the lipid profile. In 
turn, the blood test revealed a significant increase in glucose 
concentration, which is possible since the Randia monantha 
pulp is rich in reducing sugars and total carbohydrates, which 
explain the increase in blood glucose and changes in the co-

Figure 2. Pancreas histological examination. A) Control treatment and B) Treatment with a dose of 5000 mg/kg of weight. The 
arrows point out the Langerhans beta cells.
Figura 2. Examen histológico del pancreas. A) Tratamiento de control y B) Tratamiento con dosis de 5000 mg/kg de peso. Las 
flechas señalan las células beta de Langerhans.

Table 4. Antibacterial activity of aqueous extract of Randia monantha fruit. 
Tabla 4. Actividad antibacteriana del extracto acuoso de fruto de Randia monantha.

Pathogenic bacteria Control 
Dose (mg/mL)

0.5 1 1.5 2

Listeria monocytogenes 0.18 ± 0.01a 0.28 ± 0.04b 0.32 ± 0.05a,b 0.42 ± 0.09b,c 0.53 ± 0.03c

Salmonella typhimurium 0.59 ± 0.02d 0.36 ± 0.01ª 0.41 ± 0.01b 0.44 ± 0.03bc 0.47 ± 0.01cd

Staphylococcus aureus 0.33 ± 0.05b 0.24 ± 0.05a 0.23 ± 0.03a 0.37 ± 0.05b 0.41 ± 0.03b

Escherichia coli 0.21 ± 0.04a 0.30 ± 0.04b 0.31 ± 0.05b 0.39 ± 0.03 b,c 0.46 ± 0.03c

Mean ± SD, n = 3. Different letters in the same column indicate significant differences (p <0.05).
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loration of Langerhans cells. However, it has been reported 
that the soluble melanins and antioxidants present in Randia 
echinocarpa are a potential resource for type II diabetes 
treatment (Cuevas-Juarez et al., 2014) and that the aqueous 
extract of Randia nicotica had satisfactory efficacy in glyce-
mic control in diabetic rats (Alamin et al., 2015). It is possible 
that these differences between the biochemical parameters 
regarding the antidiabetic effect reported in other species 
are due to the complexity of the phytochemical compounds 
present in the aqueous extract.

In general, the human body has several essential or-
gans that are vital and with specific functions, such as liver, 
pancreas, and kidney, each of them has different functions, 
either in the metabolism of intake, in the regulation of certain 
hormones and/or in the excretion of waste products (Umale 
et al., 2013). Therefore, to know the toxicity of a substance it is 
essential to know the state of these vital organs. In the histo-
pathological study, we observed that the pancreas and liver 
in all treated groups showed no changes at the macroscopic 
and cellular level in comparison to the control. However, 
the macroscopic observation of kidneys from the treatment 
administered with high doses revealed yellow spots, and 
histopathology analysis exhibited a noticeable lesser blood 
supply in the area corresponding to the yellow spots. There 
are previous reports indicating that the administration of cer-
tain extracts can cause hyperemia, inflammation, and kidney 
damage since this is an organ responsible for disposing of 
chemical compounds and is more sensitive to damage by xe-
nobiotic compounds (Saleen et al., 2017; Meilian et al., 2019).

On other hand, oxidative stress, inflammation, and 
apoptosis have been reported to be responsible for the 
degeneration of pancreatic islets, which could negatively 
affect circulating insulin level and result in a persistent hy-
perglycemia (Nna et al., 2018). All this is a critical parameter 
to consider in the use of Randia monantha Benth extract, 
since beta cells are responsible for insulin secretion (Levetan, 
2010). Thus, our results suggest that at these concentrations, 
the oral intake of this extract could have a negative health 
effect, which is a critical factor in the intake of this fruit, consi-
dering that people consume it in excess among other things 
as a remedy for diabetes.

In turn, the aqueous extract did not have an antimi-
crobial effect against the test pathogenic bacteria, possibly 
due to the high content of sugars present in the sample, 
which are a good source of carbon for the bacteria. However, 
it is necessary to consider other factors such as the concen-
tration of the extract and the incubation time that affect the 
bacterial effect of the extracts (Othmen et al., 2020).

CONCLUSIONS 
According to the hematological parameters obtained 

in this study, the administration of the R. monantha extract 
in the range of 10-5000 mg/kg body weight concentrations, 
does not present acute toxicity considering that there was 
no death in the different experimental groups, with LD50 
greater than the administered dosis, corresponding to class 

5 according to the OECD without toxicity. In general, the ex-
perimental organisms did not present significant differences 
in the hematological analyzes with most of the treatments, 
and all were within the range considered normal. This was 
consistent with the microscopic analysis in which doses 
greater than 2900 mg/kg body weight, caused damage to 
the pancreas, presenting a decrease mainly in beta cells in 
the Langerhans islets, in addition to generating alteration in 
blood supply to the kidneys. According to the LD50 and the 
absence of mortality, the aqueous extract administered ora-
lly may indicate that it can be used with some safety degree 
for diabetes treatment. The microbiological analysis revealed 
that the extract does not have antimicrobial activity against 
some pathogenic bacteria and, on the contrary, favors their 
growth. Therefore, further studies are needed to establish a 
safe protocol for human clinical trials.
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ABSTRACT
Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck is a scarcely stud-

ied cactus; its characterization contributes to identify the bio-
active compounds it contains and its functional properties, 
which will allow the generation of information on potential 
uses and applications. The aim of this work was to physico-
chemically characterize N. cochenillifera cladodes flour and 
identify the phenolic compounds it contains. In general, N. 
cochenillifera flour is low in calories (337 kcal/100 g) with high 
total dietary fiber content (18.41%). In addition, it exhibits 
good water (11.04%) and oil (2.05%) absorption capacity, 
while swelling capacity was 25 mL/g DW. The soluble and hy-
drolyzable polyphenols content were 207.92 and 647.99 mg 
EAG/100 g DW, respectively. In addition, they showed antiox-
idant activity by DPPH• (15.28 mmol TE/g DW), FRAP (20.97 
mmol TE/g DW), and ABTS•+ (51.31 mmol TE/g DW) methods. 
Furthermore, six phenolic acids (gallic, ferulic, chlorogenic, 
p-coumaric, syringic, and neochlorogenic) were identified by 
HPLC. According to the results, N. cochenillifera cladodes flour 
is an important source of fiber and bioactive compounds with 
interesting functional properties. In this context, N. cochenil-
lifera flour could be used as an ingredient in the formulation 
of functional foods. However, further, studies are needed on 
the shelf life and optimizing its preservation process, transfor-
mation, and functional potential.
Keywords: Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck, antioxidant 
capacity, dietary fiber, bioactive compounds, physicochemi-
cal characterization.

RESUMEN
Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck es un nopal poco 

estudiado, su caracterización contribuye a identificar los 
compuestos bioactivos y las propiedades funcionales que 
posee, esto permitirá, generar información sobre potenciales 
usos y aplicaciones. El objetivo del trabajo fue caracterizar 

fisicoquímicamente la harina de cladodios de N. cochenillife-
ra e identificar los compuestos bioactivos que contiene. En 
general, la harina de N. cochenillifera tiene bajas calorías (337 
kcal/100 g ) con alto contenido de fibra dietética (18.41%). 
Además, exhibe buena capacidad de absorción de agua 
(11.04%) y aceite (2.05%), mientras que la capacidad de 
hinchamiento fue de 25 mL/g base seca (bs). El contenido 
de fenoles solubles y polifenoles hidrolizables fueron 207.92 
y 647.99 mg EAG/100 g bs respectivamente. Además, de 
presentar actividad antioxidante por DPPH• (15.28 mmol 
TE/g bs), FRAP (20.97 mmol TE/g bs) y ABTS•+ (51.31 mmol 
TE/g bs), se identificaron cinco ácidos fenólicos. De acuerdo 
con los resultados, la harina de N. cochenillifera es una fuente 
importante de fibra y compuestos bioactivos con propieda-
des funcionales. En este contexto, podría ser utilizada como 
ingrediente funcional en la formulación de otros alimentos. 
Sin embargo, son necesarios futuros estudios sobre la vida 
útil de la harina, así como la optimización de su proceso de 
conservación, transformación y potencial funcional.
Palabras clave: Nopalea cochenillifera (L.) Salm-Dyck, Capa-
cidad antioxidante, fibra dietética, Compuestos bioactivos, 
Caracterización fisicoquímica

INTRODUCTION
Currently, there is a trend to consume foods that are 

low in carbohydrates but high in dietary fiber, as well as 
those containing functional ingredients. Fiber consumption 
has been associated with health benefits for modulating the 
intestinal microbiota. In addition, it regulates blood glucose 
and lipid (cholesterol and triglycerides) levels, contributing to 
the control and prevention of non-transmissible chronic dis-
eases such as diabetes, dyslipidemias, and obesity (Holscher, 
2017; Ríos-Hoyo et al., 2017; Weickert and Pfeiffer, 2018).

In the literature, fresh nopal cactus is described as a 
vegetable with high water (88−95%) and carbohydrate (3−7 
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g) content, low protein (0.5−1 g), lipid (0.2 g), and calorie (27 
kcal/100 g) content (Sánchez-Tapia et al., 2017; Stintzing and 
Carle, 2005; Inglese et al., 2018). In addition, it contains bioac-
tive compounds such as polyphenols, which have antioxidant 
activity. It has been reported that these compounds present 
in nopal decrease metabolic endotoxemia, glucose intoler-
ance, lipogenesis and metabolic inflexibility (Sánchez-Tapia 
et al., 2017). According to several authors, the nutritional 
composition and concentration of bioactive compounds in 
nopal cactus depends on environmental conditions, species, 
maturity stage, harvesting season, and/or post-harvest 
treatments (El-Mostafa et al., 2014; Guevara-Figueroa et al., 
2010; Nuñez-López et al., 2013). In Mexico, nopal cactus is 
consumed fresh (in salads) and the nopal flour is used with 
other ingredients in a variety of traditional culinary dishes 
including juices, snacks, and tortillas (Rodríguez-García et al., 
2007; Saenz, 2000). Furthermore, it has been used in tradi-
tional medicine due to its anti-inflammatory and antimicro-
bial properties, as well as hypoglycemic activity attributed to 
the presence of bioactive compounds and dietary fiber (Díaz 
et al., 2017; NECCHI et al., 2012; Young et al., 2005). Further-
more, over 125 nopal species have been identified in Mexico, 
where the most commercialized variety is Opuntia, while 
N. cochenillifera (L. Salm-Dyck) is one of the least exploited 
(Inglese et al., 2018).

Native of Mexico, N. cochenillifera is endemically 
distributed across Central America. It can reach a height of 
3−6 m and is widely adapted to extreme weather conditions, 
although its maturation takes longer in cold climates (Sche-
invar, 2004). It is considered a wild species, mostly grown in 
gardens and backyards and used in landscaping, as forage, 
and/or hedgerows (Lim, 2012). Cladodes are edible, narrow 
(4−7 cm), and long (20−30 cm); they show a few spines on 
the bark as compared to other species (Beccaro et al., 2015; 
Scheinvar, 2004). N. cochenillifera, grown all year round and 
commonly sold locally, and despite having commercial po-
tential, it is undervalued since it is unknown in other markets, 
especially those far from the cultivation areas (Reyes-Agüero 
and Aguirre-Rivera, 2016). There is scarce information on 
the physicochemical and nutritional characterization of the 
species as well as that of its bioactive compounds and their 
potential uses. In addition, it has been reported that nopal 
flours have been used as a food supplement in the produc-
tion of doughs and bakery products, in order to increase their 
functional properties (Ayadi et al., 2009; Nabil et al., 2020). 
Therefore, the objective of this work was to physicochemical-
ly characterize N. cochenillifera cladodes flour and identify the 
phenolic compounds that it contains.

MATERIALS AND METHODS
Raw material

The cladodes from N. cochenillifera were manually and 
randomly harvested in the Valley region of Tulancingo, Hidal-
go, Mexico. The cladodes were used at commercial maturity, 
considering the following morphometric variables: 25 cm 
length, 6 cm width, and 1 cm thickness. 

Sample preparation
Three batch cladodes with spines were selected ac-

cording to the provisions in the Codex Alimentarius (Codex, 
2017). First, spines were removed manually, and cladodes 
were washed with distilled water and disinfected with a 
NaClO solution (4.5 mg/L). Next, cladodes were cut into strips 
(10 cm long, 1 cm wide), then dried at 45 ºC for 48 h in a 
convection oven (3489M-1, Barnstead International, Dubu-
que, Iowa, US), ground in a mill (UDY Cyclone Sample Mill), 
and sieved through a 100-mesh screen (US). Finally, powder 
samples stored in airtight polyethylene bags at room tempe-
rature and darkness until analysis.

Proximal analysis
Moisture (method 934.06), total soluble solids 

(method 932.12), protein (method 978.04), ashes (method 
940.26), and lipids (method 950.54) were quantified using 
the official methods in AOAC (2012). Total carbohydrates 
were calculated by difference (equation 1), while energetic 
value was estimated using the equation (2) proposed by 
Nabil et al. (2020).

Total carbohydrates (g/100 g) = 100 - (lipids + ash + proteins)  (1)
Energy (Kcal/100 g) = 4* (proteins + carbohydrates) + 9* (lipids) (2)

Dietary fiber
Dietary fiber (DF) was assessed by the enzymatic-

gravimetric method with modifications by Mañas and 
Saura-Calixto (1995). First, samples (0.5 g) mixed with 25 
mL of phosphate buffer (0.08 M, pH 6) was heated at 100 
°C for 5 min, and then treated with 25 µL of thermostable 
α-amylase (A-3306, Sigma Chemical Co., St Louis MO, US) at 
100 °C/35 min, after that, samples were cooled at ambient 
temperature. Furthermore, the pH of the solution was ad-
justed at 7.5 with NaOH (1N); next, 50 µL of protease (Sigma 
Chemical Co., St Louis MO, US Sigma, P-5380 at 50 mg/mL 
of phosphate buffer) were added, and samples incubated in 
a water bath at 60 °C/35 min, and cooled at ambient tem-
perature. The pH was adjusted at 4.5 with HCl (1N), and 150 
µL of β-amyloglucosidase (Sigma Chemical Co., St Louis MO, 
US Sigma, A-9913) were added, and the solution was heated 
again at 60 °C/35 min. Finally, the solution was centrifuged 
using a high-speed centrifuge (BKC-TH21RL, Biobase, Shan-
dong China) at 3000 x g, 25 ºC, for 15 min, to separate the 
soluble and insoluble fractions. The supernatants collected 
from the centrifugation were dialyzed (D-9652, 33 mm, 
12400 Da, Sigma Aldrich) against deionized water for 24 h. 
The supernatants were dialyzed against water to prevent the 
loss of soluble dietary fiber (SDF). The dialysates containing 
SDF (17 mL) were acid hydrolyzed (12 M H2SO4) and incu-
bated in water bath at 100 °C for 90 min. The SDF content 
was calculated using the method proposed by Englyst and 
Cummings (1988), using 3,5 dinitrosalicylic acid and glucose 
as standard at 530 nm. On the other hand, residues (insoluble 
dietary fiber, IDF) previously oven-dried were subject to acid 
hydrolysis (3 mL of 12 M H2SO4 in a water bath at 37 °C for 1 



48
Volumen XXIV, Número 1

48

Fabela-Illescas et al: Biotecnia / XXIV (1): 46-54 (2022)

h), followed by the addition of 33 mL of distilled water and 
kept in a water bath (100 °C for 90 min). Finally, the solution 
was centrifuged (6000 x g, 25 ºC, 15 min) and supernatant 
was recovered. The IDF content was quantified using DNS 
reagent at 530 nm, as previously described. The remaining 
residues of IDF were quantified as Klason lignin (KL) by gravi-
metric method. IDF was calculated as NSP plus KL, while the 
total dietary fiber content was the sum of SDF and IDF.

pH 
The pH was assessed with a digital potentiometer (HI 

2211 PH/MV, HANNA) calibrated before the measurement 
with reference buffer solutions (pH 4.0 and 7.0), according to 
AOAC (2012), based on the immersion of an electrode in the 
solution. The sample (1 g) was mixed in 10 mL distilled water 
for analysis, and the reading was recorded.

Color attributes
The color was quantified using a colorimeter (CR-410, 

Konica Minolta, Sensing Inc., Osaka, Japan) previously cali-
brated. Results were expressed according to the rectangular 
coordinate system L*a*b*.

Apparent density
The apparent density was determined using the 

method reported by Kaur and Singh (2005). Density was 
calculated in a graduated cylinder previously tared with 10 
mL of the sample, and the sample weight was calculated as 
grams per volume unit (g/mL).

Water solubility index and water absorption capacity
The water solubility index (WSI) and the water ab-

sorption capacity (WAC) analysis were performed following 
the methodology proposed by Anderson et al. (1969), with 
minor modifications. The sample (2.5 g) was homogenized 
with 30 mL distilled water, kept at 30 ºC in a water bath for 
30 min, and then centrifuged using a high-speed centrifuge 
(BKC-TH21RL, Biobase, Shandong China) at 3000 x g/30 min. 
The supernatant was decanted and oven-dried (3489M-1, 
Barnstead International, Dubuque, Iowa, US) at 90 ºC for 24 
h. Additionally, the pellet weight was recorded, and WSI and 
WAC were calculated with equation 3 and 4, respectively. The 
results of WSI are expressed in percentage, and WAC as g of 
retained water per g dry weight.

𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 (%) =
Weight of dry solids in supernatant  

Weight of dry sample
∗ 100     (3)

And 

𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊𝑊 =
Residue weight, which contained the water (g)  

Original weight of cladodes flour (g)
 

 
 (4)

Oil absorption capacity
Oil absorption capacity (OAC) was assessed following 

the methodology by Anderson et al. (1969) with minor 
modifications. The sample (2.5 g) was mixed with 30 mL 
common corn oil in a 50-mL conical tube, shaken in a vortex 
for 1 min and then centrifuged using a high-speed centrifuge 

(BKC-TH21RL, Biobase, Shandong China) at 3000 x g/30 min, 
and the supernatant was decanted. The pellet weight was 
recorded, the OAC was calculated using the equation (5), and 
results expressed as g of oil retained per g of sample.

 
𝑂𝑂𝑂𝑂𝐴𝐴𝐴𝐴𝐶𝐶𝐶𝐶 =  

residue weight, which contained the oil (g)
Original weight of cladodes flour (g)

  (5)

Swelling capacity
The swelling capacity (SC) was determined using the 

method described by Robertson et al. (2000). The sample (100 
mg) was hydrated with 10 mL distilled water in a calibrated 
cylinder (1.5 cm diameter) at room temperature. Then, after 
equilibration (18 h), the volume occupied by sample was 
recorded and expressed as volume per g dry weight.

Total soluble polyphenols, hydrolyzable polyphenols, 
and condensed tannins quantification

According to the methodology by Pérez-Jiménez et 
al. (2008), an organic-aqueous extraction was performed to 
quantify the different compounds. The sample (0.5 g) was 
mixed with 20 mL methanol-acidified water solution (0.8 % 
HCl 72.8 g/L). The mixture was stirred at room temperature at 
a moderate speed (10 × g for 1 h) in a shaker (Heidolph Rex 
2, Heidoplh Instruments, Schuwabach, Germany) and then 
centrifuged at 8000 × g for 10 min at 4 °C. Next, the recovered 
supernatants and the residues were mix with acetone-water 
solution (20 mL, 80:20 v/v), stirred for 1 h at room tempera-
ture and centrifuged under described conditions. Both 
supernatants were combined to measure soluble phenols 
(at 750 nm) by the Montreau (1972) procedure, using the Fo-
lin-Ciocalteu reagent, and the results expressed as milligrams 
of gallic acid equivalent per 100 g dry weight (mg EAG/100 
g DW), with a standard curve of gallic acid. The residues of 
the extraction were used to quantify non-extractable poly-
phenols (NEP) made up of hydrolyzable polyphenols (HP) 
and condensed tannins (CT). The determination of HP was 
according to the method proposed by Hartzfeld et al. (2002). 
The residues obtained from the organic-aqueous extraction 
were hydrolyzed with 20 mL methanol/H2SO4, 90:10 (v/v) at 
85 ºC for 20 h, and then centrifuged using a high-speed cen-
trifuge (BKC-TH21RL, Biobase, Shandong China) at 3000 x g at 
25 ºC for 15 min, to assess HP in the supernatants using the 
Folin-Ciocalteu reagent as previously described. The CT were 
analyzed in the extraction residues, which were hydrolyzed 
with 10 mL butanol-HCl-FeCl3 (100 ºC, 3 h) and centrifuged 
using a high-speed centrifuge (BKC-TH21RL, Biobase, Shan-
dong China) at 8000 x g, for 10 min, to recover supernatants, 
and absorbance was measure at 555 nm, according to Reed 
et al. (1982). CT were calculated using a standard curve of 
proanthocyanidins from Mediterranean carob pods (Cerato-
nia siliqua L.), and the CT content expressed as mg/g DW. The 
quantification of total phenolic compounds was determined 
with the sum of soluble polyphenols (TSP) and hydrolysable 
phenols. A multi-mode microplate reader (Synergy HT, Biotek 
Instruments Inc., Winooski, Vermont, US) was used to quanti-
fy soluble and hydrolysable phenols.
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Antioxidant activity
The antioxidant capacity of the organic aqueous 

extracts was quantifying 2,2’-azino bis (3-ethylbenzothiazo-
line-6-sulfonic acid) (ABTS•+) radical cation scavenging activ-
ity, analyzed using a modified version of the methodology 
by Re et al. (1999). The radical cation was prepared by mixing 
19.3 mg of ABTS•+ (7 mM) in 5 mL of potassium persulfate (2.45 
mM) and stored (12 - 16 h) in the dark at room temperature 
under magnetic stirring. The ABTS•+ solution was adjusted 
with phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) to an absorbance of 0.7 
(± 0.02) at 734 nm. The Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-
chroman-2carboxylic acid) was used as a standard and meth-
anol as a blank. Sample (30 μL) was mixed with 255 µL ABTS•+ 
(30 ºC for 7 min). The reduction in absorbance was measured 
at 734 nm. The scavenging of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl 
(DPPH•) radicals was performed according to Prior et al. (2005) 
with some modifications. The Trolox sample or standard (30 
μL) reacted with 200 µL DPPH• solution (190 µM, using meth-
anol as dissolvent) while absorbance was measured at 517 
nm after 10 min. The ferric reducing antioxidant power assay 
(FRAP) was carried out following the methods by Benzie and 
Strain (1996), with modifications. The FRAP solution, 10:1:1 
(v/v/v) of sodium acetate buffer (0.3 M, pH 3.6), 10 mM TPTZ 
(2,4,6-tripiridyls-triazine), and 20 mM iron chloride hexahy-
drate, was tempered to 37 ºC before mixing with the samples. 
The extract of the sample (24 µL) or Trolox standard was 
added to a 96-well microplate, then mixed with 180 µL FRAP 
solution using a multichannel dispenser, and the absorbance 
measured at 595 nm after 30 min. A multi-mode microplate 
reader (Synergy HT, Bio-Tek, Instrument Inc., Winooski, Ver-
mont, US) was used to quantify the antioxidant activity of 
described methods. All the methods of antioxidant capacity 
and results were expressed as mmol Trolox equivalent per g 
dry weight (mmol TE/g DW).

Carotenoid content
The sample carotenoids were determined according 

to Ortega et al. (2013). Two g of sample were mixed with 7 mL 
of acetone:petroleum ether 80:20 (v/v) and 0.5 g of MgCO3, 
then homogenized for 1 min before centrifuged using a 
high-speed centrifuge (BKC-TH21RL, Biobase, Shandong 
China) at 15000 rpm for 30 minutes at 4 °C. The supernatant 
was placed in a separator funnel adding 15 mL of NaCl (20%), 
the aqueous phase drained, and the organic layer diluted to 
10 mL with petroleum ether. Absorbance was measured at 
448 nm using a UV/Vis spectrophotometer (Jenway model 
6705). The quantification was performed using a β-carotene 
calibration curve, and the results expressed as mg β-carotene 
per 100 g dry weight.

Quantification of phenolic acids by HPLC
The identification of phenolic acids was performed 

in an HPLC system (1260 Infinity, Agilent Technologies, 
Waldbron, Germany) equipped with photodiode-array 
detection and a C18 reversed phase column (particle size 5 
µm, diameter 4.6 mm, and length 250 mm, Thermo Scienti-

fic®, Sunnyvale, California, US). The mobile phases were 2% 
acidified water with acetic acid (eluent A) and acidified water 
(0.5% acetic acid): methanol 10:90 (eluent B). The standards 
and extracts of the sample were analyzed using a 0% B gra-
dient; 0−35 min, 35% B; 35−55 min, 75% B; 55−60 min, 100% 
B; and 60−70 min, 0% B, at a flow rate of 0.4 mL/min. The peak 
areas were detected at 280 and 320 nm for the sample and 
calibration curve (0.5−300 µg/mL) of gallic, ferulic, chloroge-
nic, p-coumaric, syringic, and neochlorogenic acids (Sigma-
Aldrich, Inc., St. Louis, Missouri, US), were used to identify and 
quantify the polyphenolic compounds (Jiménez et al., 2014).

Statistical analysis
All results were expressed as mean values ± standard 

deviation. Data were analyzed using Sigma-Stat version 11. 
All the analytical measurements were done in triplicate on a 
same batch of nopal flour, nine determinations were made.

RESULTS AND DISCUSSION
Proximal analysis

Table 1 shows the nutritional composition of the N. 
cochenillifera flour. The moisture content (4.6%) is adequate 
for storage, which reduces the enzymatic reactions and/or 
presence of microorganisms (Rodríguez-García et al., 2007). 
Moreover, the lipid (1.20%) and protein (6.44%) contents 
were lower than those reported in Opuntia ficus-indica flour 
(lipid 2.3% and protein 8.76%), while the total carbohydrates 
(75.16%) and ashes (17.2%) in N. cochenillifera were higher 
than those reported (Nabil et al., 2020) in Opuntia ficus-indica 
(74.27% carbohydrates and 11.90% ashes respectively). 
Additionally, the caloric contribution of cladodes flour was 
of 337 kcal/100 g, while higher values has been reported for 
commercial flours from corn and wheat (397.68 kcal/100 g 
and 384.2 kcal/100 g, respectively) (Kavitha and Parimalavalli, 
2014).

The consumption of dietary fiber associates to 
beneficial effects on consumers’ health (Holscher, 2017). 

Table 1. Nutritional composition of N. cochenillifera cladodes flour.
Tabla 1. Composición nutricional de la harina de cladodios de N. 
cochenillifera.

Parameter Cladodes flour

Moisture (g/100 g dry weight) 4.6 ± 0.06

Protein (g/100 g dry weight) 6.44 ± 0.82

Lipid (g/100 g dry weight) 1.20 ± 0.04

Carbohydrate (g/100 g dry weight) 75.16 ± 0.97

Ash (g/100 g dry weight) 17.2 ± 0.11

Energy (Kcal/100 g dry weight) 337.2 ± 1.83

Total dietary fiber (g/100 g dry weight) 18.41 ± 0.05

Insoluble dietary fiber (g/100 g dry weight) 16.92 ± 0.19

Soluble dietary fiber (g/100 g dry weight) 1.49 ± 0.21

All values are means ± standard deviation of three determinations per 
batch.
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The total dietary fiber content in N. cochenillifera flour was 
18.41% (16.92% insoluble and 1.49% soluble), similar to 
that reported by Stintzing and Carle (2005), who found the 
average content of fiber in dehydrated Opuntia was 18%. 
Additionally, reports show that the amount of soluble fiber 
decreases as cladode ages, while insoluble fiber increases 
(Nabil et al., 2020; Rodríguez-García et al., 2007). The low 
soluble fiber content in N. cochenillifera may associate to the 
drying temperature (45 ºC) during cladodes flour processing, 
which is the same as that of the glass transition of mucilage, 
promoting soft-flexible to rigid state and solubility changes, 
leading to possible hydrolysis (Ventura‐Aguilar et al., 2017). 
According to the World Health Organization, the recommen-
ded fiber dietary intake (RDI) is an average of 25 g/day for 
both men and women; therefore, adding 15 g of N. cocheni-
llifera flour to food products could contribute to at least 10% 
of the RDI. Subsequently, N. cochenillifera flour is a potential 
source of dietary fiber and its consumption could prevent 
and control non-transmissible chronic diseases (Bchir et al., 
2014). Furthermore, previous reports show that both soluble 
and insoluble nopal fiber has therapeutic effect on irritable 
bowel syndrome when nopal when consumed at a 20 g/day 
dose (Remes-Troche et al., 2021). In this context, it is feasible 
the use N. cochenillifera flour as a functional ingredient in 
products with low caloric and high dietary fiber contents.

Physicochemical properties
Table 2 shows pH, total soluble solids, and color attri-

butes of cladodes flour that showed a pH of 5.1, consistent 
with pH reported by Sáenz and Berger (2006), who found 
pH values from 4.0 to 7.0 in Opuntia flours. The total soluble 
solids in the flour were 6.9 ºBrix, possibly associated with N. 
cochenillifera soluble sugar (glucose) content (Nabil et al., 
2020). On the other hand, the color parameters if luminosity 
(*L), reddening (a), and yellowing (b) of cladodes flour were 
67.62, −3.47, and 18.2, respectively, indicating that the flour 
exhibited a yellow, pale green color, similar to that reported 
in O. ficus-indica powder (Sáenz et al., 2010). The N. cocheni-
llifera cladodes flour apparent density was 0.6 g/mL, similar 
to the reports on spineless O. ficus indica f. inermis cladodes 
powders (Ayadi et al., 2009). This parameter relates to die-
tary fiber content; insoluble fiber content (mostly insoluble 
cellulose and hemicellulose) or soluble fiber fraction (mainly 
mucilages and pectins), which could modify powder density 
(Nuñez-López et al., 2013).

Functional properties
The WSI relates to the presence of soluble molecu-

les in the flour. The cladodes flour WSI was 5.4; powdered 
spineless cladodes have shown a higher WSI as compared 
against spine-covered cladodes (Ayadi et al., 2009). The WAC 
is a property linked to water retention within a matrix, which 
largely depends on the physicochemical nature of the flour 
fiber fraction; it directly affects the technological and functio-
nal properties of the flour. The cladodes flour WAC value was 
11.4 g of water/g DW, which relates to the water retention 

Table 2. Physicochemical parameters and functional properties of N. coche-
nillifera cladodes flour.
Tabla 2. Parámetros fisicoquímicos y propiedades funcionales de la harina 
de cladodios de N. cochenillifera.

Parameter Cladodes flour

pH value 5.1 ± 0.06

Total soluble solids (°Bx) 6.9 ± 0.02

L* 67.62 ± 0.01

a* -3.47 ± 0.02

b* 18.20 ± 0.01

Bulk density (g/ml) 0.6 ± 0.0

Water solubility index (%) 5.4 ± 0.85

Water absorption capacity (g water/g dry weight) 11.4 ± 0.03

Oil absorption capacity (g of oil/g dry weight) 2.05 ± 0.05

Swelling capacity (mL/g dry weight) 25.0 ± 0.02

All values are means ± standard deviation of three determinations per 
batch.

capacity due to hydrophilic components in its matrix. N. 
cochenillifera showed a higher WAC value (11.4 g of water/g 
DW) than that reported in Opuntia (8 g of water/g DW) (Ayadi 
et al., 2009; Nuñez-López et al., 2013). Furthermore, its WAC 
was higher than those reported for flours made from apples, 
pears, and carrots; which showed WAC ranging from 1 to 8 g 
of water/g DW (Ahmad et al., 2016).

On the other hand, the OAC is a relevant parameter 
to evaluate the hydrophobic nature of the particles that 
constitute the fiber fraction in the flour (Ventura‐Aguilar et 
al., 2017). N. cochenillifera powder showed an OAC of 2.05 g 
of oil/g DW, comparable to the same OAC value in flours ob-
tained from vegetable sources such as apple and pear (Bchir 
et al., 2014).

In addition, the SC relates to the dietary fiber content 
since carbohydrates interact with free polar groups through 
hydrophilic bonds, retaining them in a matrix. Cladodes 
flour showed an SC of 25 mL/g DW, which suggests that its 
components can absorb water due to its capacity to form 
matrices similar to those of a gel. In addition, these proper-
ties promote a low diffusion and a higher absorption of lipid 
compounds or sugars (Nuñez-López et al., 2013).

These characteristics directly affect the cladodes flour 
technological and functional properties. They could induce 
beneficial effects in health by significantly increase chyme 
viscosity in a dose- or amount-dependent manner. This fact 
leads to a beneficial regularity by altering fecal viscosity since 
this property determines the speed at which a substrate tran-
sits through the large intestine (McRorie Jr and McKeown, 
2017).

Biocompound contents and antioxidant capacity
Table 3 shows the soluble and hydrolyzable po-

lyphenols, tannins, carotenes, and antioxidant activity. The 
N. cochenillifera flour total phenol content was 207.95 mg 
GAE/100 g DW, slightly higher than the 180 mg GAE/100 g 
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DW reported by Gallegos-Infante et al. (2009) in O. ficus-indica 
cladodes flour. The difference between these values may re-
late to the drying process, since previous work showed that 
different airflow rates and temperatures, modify total phe-
nols (Medina-Torres et al., 2011). The content of hydrolyzable 
polyphenols in N. cochenillifera flour was 647.99 mg GAE/100 
g DW. The hydrolyzable forms include a larger proportion of 
the polyphenols present in N. cochenillifera flour than the 
soluble polyphenols, as previously shown.

On the other hand, tannins are high-molecular-weight 
polyphenols beneficial to health. Their monomer structure 
classifies them into two groups: hydrolysable tannins formed 
by phenolic acids and condensed tannins (Chung et al., 1998). 
The latter showed values of 3.55 mg/g DW in N. cochenillifera, 
which depends on the maturity of the cladodes (Figueroa-
Pérez et al., 2018). Another activity evaluated in Carotenes, 
is their antioxidant activity, since they are very efficient 
physical quenchers of singlet oxygen and scavengers of 
other reactive oxygen species (Fiedor and Burda, 2014). The 
N. cochenillifera cladodes flour carotene content (4.36 mg 
β-carotene/100 g DW) was higher than that reported for 
Opuntia cladodes (3.79 mg/100 g DW) subjected to heat 
treatments. There are reports showing that the extraction of 
nopal carotenes depends on the presence of mucilage, since 
these compounds can form complexes with pectin, thus the 
use of high temperatures for their extraction are necessary 
(Sáenz et al., 2010, Saenz, 2006; Jaramillo-Flores et al., 2003).

The N. cochenillifera cladodes flour antioxidant activity, 
assessed with DPPH•, FRAP, and ABTS•+, was 15.28, 20.97, and 
51.31 mmol TE/g DW, respectively. The highest antioxidant 
activity value may relate to the N. cochenillifera cladodes flour 
high polyphenols content. In contrast, the low tannins and 
carotenes content may influence the lowest value, reported 
previously, showing that polyphenols significantly correlate 
with ABTS•+ assays, while tannins with DPPH• assays (Figue-
roa-Pérez et al., 2018). Additionally, the antioxidant capacity 

shown with FRAP could be mainly due to the tannins and 
carotenes content, since these compounds are very efficient 
at controlling singlet oxygen, and phenolic compounds can 
sequester free radicals and electron transfer (ABTS•+) better 
(Koracevic et al., 2001; Pertuzatti et al., 2014).

Polyphenol profile 
The N. cochenillifera cladodes flour phenolic com-

pounds (gallic, ferulic, chlorogenic, p-coumaric, syringic, and 
neochlorogenic) content detected by HPLC, are shown in 
Table 4 and Figure 1. According to soluble polyphenols chro-
matographic profile, multiple unidentified peaks are shown, 
which could correspond to phenolic compounds that have 
been reported by Figueroa-Perez et al. (2018), who identified 
15 phenolic acids compounds in nopal cladodes at different 
maturity stages, from which only 11 were previously identi-
fied in commercial and wild Opuntia spp. (Guevara-Figueroa 
et al., 2010). Considering the diversity of phenolic com-
pounds reported in other nopal varieties, the unidentified 
peaks in the N. cochenillifera phenolic profile, may include 
salicylic, protocatechuic, 4-Hydroxybenzoic, vanillic, caffeic, 
synaptic, eucomic and chlorogenic acids (Astello-García et 
al., 2015; Figueroa-Pérez et al., 2018; Guevara-Figueroa et al., 
2010; Kolniak-Ostek et al., 2020; Mata et al., 2016; Missaoui et 
al., 2020). Therefore, further studies are necessary to identify 
N. cochenillifera phenolic compounds.

On the other hand, the most abundant phytochemi-
cals identified were gallic, ferulic and chlorogenic acids. The 
gallic acid content (2708.49 µg/g) indicated in this study was 
higher than that found by Jun et al. (2013). However, the same 
author reported that ferulic, chlorogenic and p-coumaric acid 
contents were higher than the data obtained in this study 
(796.73, 179.70 and 80.58 µg / g, respectively). This difference 
in the phenolic acid content is likely due to factors such as 
the cladodes maturity stage, species, geographic conditions, 
and other environmental conditions (Moussa-Ayoub et al., 
2014).

Figueroa-Pérez et al. (2018) observed different po-
lyphenol profiles in nopal (O. fiscus-indica) cladodes collec-
ted at different maturity stages, with association to health 
beneficial effects. For example, chlorogenic acid relates with 

Table 3. Bioactive compounds content and antioxidant activity of N. coche-
nillifera cladodes flour
Tabla 3. Contenido de compuestos bioactivos y actividad antioxidante de 
la harina de cladodios de N. cochenillifera.

Parameter Cladodes flour

Total soluble phenols (mg GAE/100 g DW) 207.92 ± 0.74

Hydrolysable polyphenols (mg GAE/100 g DW) 647.99 ± 3.18

Condensed tannins (mg/g DW) 3.55 ± 0.4

Carotenes (mg β-carotene/100 g DW) 4.36 ± 0.2

Antioxidant activity 

  DPPH• (mmol TE/g DW) 15.28 ± 0.4

  FRAP (mmol TE/g DW) 20.97 ± 0.5

  ABTS•+ (mmol TE/g DW) 51.31 ± 4.71

All values are means ± standard deviation of three determinations per 
batch. TE = Trolox equivalent, FRAP = Ferric-reducing antioxidant power 
assay, DPPH• = 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl assay, ABTS•+ = 2,2-azino-
bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid assay, DW = Dry weight, GAE = 
Gallic acid equivalent.

Table 4. Soluble polyphenol content of N. cochenillifera cladodes flour.
Tabla 4. Contenido de polifenoles solubles de la harina de cladodios de N. 
cochenillifera.

No. Compound Retention 
time. (min)

Cladodes flour Content 
(µg/g)

1 Gallic accid 15.65 2708.49 ± 106.59

2 Ferulic acid 53.71 796.73 ± 1.43

3 Chlorogenic acid 36.85 179.70 ± 12.51

4 Coumaric acid 50.05 80.58 ± 12.13

5 Syringic acid 41.52 11.12 ± 0.56

6 Neochlorogenic acid 21.21 9.52 ± 0.28

All values are means ± standard deviation of three determinations per 
batch.
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antidiabetic effects by delaying intestinal glucose absorption 
and inhibiting hepatic gluconeogenesis, while gallic acid 
has shown beneficial effects in the prevention and/or ma-
nagement of various disorders, attributed to its antioxidant 
potential (Kahkeshani et al., 2019; Ong et al., 2012). These 
results suggest that N. cochenillifera cladodes flour may 
provide antioxidant properties and offer effective protection 
from free radicals, and support that N. cochenillifera could be 
a promising source of natural antioxidants.

CONCLUSION
The results demonstrated that N. cochenillifera has 

similar properties to the Opuntia ficus-indica nopal, and bio-
active compounds with antioxidant activity beneficial to the 
consumers’ health. This study is the first step to give an added 
value to and promote the consumption of this nopal cactus 
species, which is undervalued in the markets. Furthermore, 
the cladodes flour phytochemical content and antioxidant 
activity, makes it a candidate as a functional ingredient in 
the elaboration of widely used products, such as tortillas and 
snacks. On the other hand, future studies on the shelf life, op-
timization, and conservation of cladodes flour are necessary.
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ABSTRACT
Nowadays, plants bioactive compounds represent a 

great potential for discovering novel drugs that could act in 
cancer treatment. Previous word reports that different pine 
and oak species possess cytotoxic activities against various 
cancer cell lines. The present study evaluated the phenolic 
profile and cytotoxic activities of crude and organic extracts 
from P. durangensis and Q. sideroxyla bark. Among ESI-MS 
identified compounds in extracts from both species, are 
taxifolin and procyanidin dimers. The cytotoxic activity was 
performed on MDA-MB-231 (breast cancer), HeLa (cervix 
cancer), MCF-10A (breast non-tumorous cell), and HSF-1184 
(human skin fibroblast cells) by MTT assay. All extracts showed 
a dose-dependent cytotoxic effect against cancer cell lines 
and small or no activity against the non-tumorous cells. The 
results provide important information about the cytotoxic 
activity of bark extracts from P. durangensis and Q. sideroxyla. 
This strong cytotoxic effect represents an opportunity for the 
valorization of a by-product of the wood industry.
Keywords: Bark extracts, cytotoxicity, phenolic profile.

RESUMEN
En la actualidad, los compuestos bioactivos de las 

plantas representan un gran potencial para descubrir un fár-
maco novedoso que pueda actuar en el tratamiento del cán-
cer. Se ha informado que diferentes especies de pino y roble 
poseen actividades citotóxicas contra varias líneas celulares 
cancerosas. En el presente estudio, se evaluó el perfil fenólico 
y las actividades citotóxicas de extractos crudos y orgánicos 
de la corteza de P. durangensis y Q. sideroxyla. Algunos com-
puestos, como la taxifolina y dimeros de procianidina, fueron 
identificados en extractos de ambas especies mediante ESI-
MS. La actividad citotóxica se realizó en MDA-MB-231 (cáncer 
de mama), HeLa (cáncer de cuello uterino), MCF-10A (células 
no tumorales de mama) y HSF-1184 (células de fibroblastos 
de piel humana) mediante ensayo MTT. Todos los extractos 
mostraron un efecto citotóxico dependiente de la dosis con-
tra las líneas celulares cancerosas y poca o ninguna actividad 
contra las no tumorales. Los resultados proporcionan infor-

mación importante sobre la actividad citotóxica de extractos 
de corteza de P. durangensis y Q. sideroxyla. Este fuerte efecto 
citotóxico representa una oportunidad para la valorización 
de un subproducto de la industria de la madera.
Palabras clave: Extractos de corteza, citotoxicidad, perfil 
fenólico

INTRODUCTION
Breast and cervix cancer are the most common can-

cer-related death cause among females worldwide. Thus, it 
is crucial to search for newer therapies that can help prevent 
and treat this illness, besides lessening the side effects of 
available therapies (Khosropanah et al., 2016; Saenglee et al., 
2016). The use of medicinal plants in the treatment of disea-
ses is increasing due to the benefits against chronic diseases 
like cancer, since plants have bioactive compounds, playing 
a vital role in the development of pharmaceuticals (Abdulla 
et al., 2014). 

The therapeutic potential of medicinal plants genera-
lly associates to the antioxidant activity of phytochemicals, 
mainly phenols and flavonoids, closely linked to their ability 
to suppress cancer cells’ growth through reduced oxidative 
stress (Marvibaigi et al., 2016). However, the cellular mecha-
nisms by which the phenols elicit these anticancer effects are 
multifaceted (Sorice et al., 2016).

Q. sideroxyla and P. durangensis are forest timber spe-
cies in Mexico. Their primary non-timber uses are for edible 
harvesting seeds and even as medicine in the treatment of 
disorders like ulcers and inflammatory problems (Bermejo 
and Pontones 1999; Luna et al., 2003). Previous studies repor-
ted antibacterial effects, high phenolic content, and antioxi-
dant properties in P. durangensis extracts (Rosales-Castro and 
González-Laredo, 2003; Rosales-Castro et al., 2006). Extracts 
from Q. sideroxyla have shown hypoglycemic and genotoxic 
effects, amelioration of oxidative stress evaluated in a murine 
model, high antioxidant capacity, anti-inflammatory effects, 
and anticarcinogenic activity in rat colon (Moreno-Jimenez 
et al., 2015; Soto-García et al., 2016). The main bioactive 
compound of these species identified is flavan-3-ols in Q. 
sideroxyla (Rosales et al., 2012), and flavonoids like taxifolin 
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and quercetin in P. durangensis (Soto-García and Rosales-
Castro, 2016).

Many investigations reported catechin, taxifolin, and 
quercetin as compounds with cytotoxic activities (Moreira 
et al., 2013; Evacuasiany et al., 2014; Moreno-Jimenez et al., 
2015; Alzaharna et al., 2017; Rameshthangam and Chitra, 
2017). Thus, this research aimed to determine the cytotoxic 
activities of polyphenolic extracts from P. durangensis and 
Q. sideroxyla bark against MDA MB-231, MCF 10A HeLa, and 
HSF-1184 cell lines.

METHODS
Plant material

The bark collection was in January 2014 in Pueblo 
Nuevo, Durango, México. María Del Socorro Gonzalez Elizon-
do (taxonomist) identified the samples, and botanical spe-
cimens deposited at the Herbarium in CIIDIR-IPN, Durango, 
with vouchers number 42842, 428443, 42844 for Q. sideroxyla 
and 93, 97, 99, 100, 101 for P. durangensis. The bark prepara-
tion consisted in a mixture to make a unique sample, drying 
at room temperature, milled (mesh 40), and finally stored at 4 
°C in paper bags until further use. 

Extracts preparation and purification
The bark powder (10 g) was twice soaked with 50% 

ethanol (ethanol/water 50:50 v/v) (2 x 300 mL) with stirring at 
room temperature for 24 h, then filtered through a Whatman 
filter paper no. 1. The extracts were combined, filtered, and 
then vacuum evaporated at 40 °C until ethanol was removed. 
A portion of the remaining aqueous extract was dried and 
identified as crude extract (CE); the other portion went 
through a liquid partition process with ethyl acetate (3 x 100 
mL). The organic phase was vacuum evaporated at 40 °C and 
identified as the organic extract (OE). 

ESI-MS analysis
To obtain the P. durangensis and Q. sideroxyla OE 

spectra, we used a micrOTOF-QII mass spectrometer (Bruker 
Daltonics, Bremen, Germany) equipped with an electrospray 
ionization source (ESI). The parameters were set as capillary 
2700 V, nebulizer pressure 1.2 bar, dry gas flow 11 L/min, 
and dry gas temperature 200 °C and the sample ran in the 
negative ion mode. The scan range was from 50 to 3000 m/z. 

Cytotoxic evaluation
Cell lines and culture conditions 

Human breast cancer (MDA-MB-231), human cervical 
cancer (HeLa), and non-cancer (MCF-10A and H-1184) cell li-
nes were from the American Tissue Culture Collection (ATCC, 
USA). The cultures of HeLa, MCF-7, MDA-MB-231, and H-1184 
cells were in DMEM high glucose (Gibco Lab, Grand Island, 
NY) in 10% (MDA-MB-231 was 5%) bovine fetal serum and 
antibiotic 1X (streptomycin/penicillin 10000 U/mL, Gibco 
LabGrand Island, NY). The culture of MCF-10A was in DMEM/
F12 medium with 10% bovine fetal serum, incubated at 37 °C 
in a humid atmosphere of 5% CO2. 

Cytotoxic assay
The cytotoxic assay was measured using MTT 

(3-(4,5-dimethylth-iazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide) assay. Each cell line was plated in 96-well plates at a 
density of 1 × 104 cells/well and incubated for 24 h (37 °C, 
5% CO2 air humidified) to allow them to adhere to the plate. 
Different concentrations of the CE and OE from P. durangensis 
and Q. sideroxyla were prepared (from the stock solution) and 
added to the culture medium to treat the cells, and cells incu-
bated for another 72 h under the same conditions, using cells 
without treatment as a negative control. At the end of the 
experimental period, 100 μL of MTT dissolved in medium (5 
mg/mL) were added to each well and incubated for another 
2.5 h. Then, the medium was removed, the formazan crystals 
dissolved in 150 μL DMSO, and the absorbance measured 
at 550 nm in a spectrophotometer (Sinergy Biotek Instru-
ments, Winooski, VT). In order to determine viability and the 
concentration leading to 50% inhibition of the viability, the 
determination of IC50 was by regression analysis using the 
following equation: 

% Viability = Abs treated cells / Abs control cells × 100
Statistical analysis

The results reported are as the mean and the standard 
deviation (SD) of at least two independent experiments. The 
data analysis was by One-way analysis of variance (ANOVA), 
followed by post-hoc Turkey test, using a significance level 
of α ≤ 0.5 to determine statistical significance. The statistical 
analysis software used for these analyses was Statistica 7.

RESULTS AND DISCUSSION
The characterization of organic extracts (OE) from 

P. durangensis and Q. sideroxyla was by the analysis of the 
major peaks identified based on elution order, and that of all 
compounds was by interpreting their mass spectra obtained 
by the HPLC-ESI-MS, considering previously reported data. 
Figure 1 (A and B) shows the total ion chromatogram (TIC) of 
extracts from species studied. Several investigations reported 
cytotoxic effects of some Pine and oaks species on different 
cell lines that were related to compounds with the biological 
activities (Şöhretoğlu et al., 2012; Moradi et al., 2016; Li et al., 
2016; Yang et al., 2016; Amessis-Ouchemoukh et al., 2017; 
Sarmeili et al., 2017).

Table 1 shows the main constituents of pine bark, 
where the compounds of the peaks 11, 12, 15, 16, 25, 36, 
40, 41, and 58 coincide with compounds recently reported 
by Rosales (2017) in P. durangensis bark, demonstrating the 
presence of flavonoids like procyanidins and the abundance 
of taxifolin. Other TIC peak constituents were compared with 
the relevant literature in order to obtain a tentative identi-
fication (most studies on compounds of Pinus and Quercus 
bark) finding: kaempferol and eriodictyol ([M-H]- 285 and 
287 respectively; De la Luz Cádiz-Gurrea et al., 2014), taxi-
folin-o-hexoside ([M-H]- 465; Cretu et al., 2013), β-hydroxy-
propiovanillone glucoside ([M-H]- 357; Karonen et al., 2004), 
HHDP-galoyl-glucose ([M-H]- 357; Fernández et al., 2009), 
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Fig. 1. Total ion chromatogram. (A) OE from P. durangensis. 11= Procyanidin 
dimer, 16= (+)-Catechin/(-)-Epicatechin, 25= Dihydroquercetin (Taxifolin), 
40= Myricetin, 70= Kaempferol; (B) OE from Q. sideroxyla. 6= Procyanidin 
dimer, 10= Procyanidin dimer B1, 12= (+)-Catechin/(-)-Epicatechin; Procy-
anidin dimer, 13= (+)-Catechin/(-)-Epicatechin. 
Fig. 1. Cromatografía de iones totales. (A) OE de P. durangensis. 11= Dímero 
de procianidina, 16= (+)-Catequina/(-)-Epicatequina, 25= Dihidroquerce-
tina (Taxifolina), 40= Miricetina, 70= Kaempferol; (B) OE de Q. sideroxyla. 
6= Dímero procianidina, 10= Dímero procianidina B1, 12= (+)-Catequina/
(-)-Epicatequina; dinero Procianidina, 13= (+)-Catequina/(-)-Epicatequina.

(B)

(A)

trigalloyl glucose ([M-H]-635; Mucilli et al., 2017), (Epi)cate-
chin-3-O-glucoside-gallate ([M-H]- 603; Jiménez-Sánchez et 
al., 2015), t-caftaric acid ([M-H]- 311; Pardo-García et al., 2014). 

The polyphenolic profiles of Q. sideroxyla shown in 
Table 2 includes procyanidin dimer of catechin/epicatechin 
compounds (peaks 6, 10, 12, and 13) which is, by far, the 
dominant polyphenols in bark extract from this species, also 
reported in previous studies (Rosales et al., 2012). Other com-
pounds present in the extract also compared with previously 
reported literature, resulted in the tentative identification of 
constituents such as Quercetin 3-O-glucoside and t-caftaric 
acid ([M-H] – 463 and 311 respectively; Pardo-García et al., 
2014), Ellagic acid-rhamnoside ([M-H]-447; Santos et al., 2013) 
gallic acid hexoside ([M-H]- 331; Lorenz et al., 2016), taxifolin 
([M-H]- 303; Rosales et al., 2017). Other unknown compounds 
reported in barks detected in both extracts are also included 
([M-H] - 293; Mämmelä et al., 2000).

In previous studies, we have identified some of the 
major phenolic compounds of crude P. durangensis and 
Q. sideroxyla bark extracts by HPLC-DAD (Soto-Garcia and 

Table 1. Compounds identified by ESI-MS in the P. durangensis bark organic 
extract.
Tabla 1. Identificación de compuestos por ESI-MS en extractos orgánicos 
de corteza de P. durangensis.

# Peak RT (min) Mass [m/z]- Suggested compound

11 2.6 577.1320 Procyanidin dimer

12 2.7 289.0699 (+)-Catechin/(-)-Epicatechin

15 3.3 577.1321 Procyanidin dimer

15 3.3 865.1916 Procyanidin trimer

16 3.5 289.0706 (+)-Catechin/(-)-Epicatechin

16 3.5 579.1490 Catechin dimer

19 3.9 465.1041 Taxifolin-O-hexoside

25 4.6 303.0506 Dihydroquercetin (Taxifolin)

34 5.9 633.1210 HHDP-galoyl-glucose

36 6.1 317.0616 Myricetin

36 6.1 635.1369 Trigalloyl glucose

39 6.5 287.0539 Eriodictyol

40 6.9 317.0639 Myricetin

40 6.9 635.1369 Trigalloyl glucose

41 7.1 331.0448 Pinomyricetin (myricetin-6Me)

50 8.7 357.1330 b-hydroxypropiovanillone 
glucoside

58 9.9 301.0679 Quercetin

58 9.9 603.1440 (Epi)catechin-3-O-glucoside-
gallate

70 11.6 285.0759 Kaempferol

77 12.5 311.1854 t-caftaric acid

79 12.9 293.1740 Unknown

Rosales-Castro, 2016); these results, together with those 
obtained in this research, confirm the reproducibility of their 
bioactive compounds in bark extracts, like catechin in both 
species.

The P. durangensis and Q sideroxyla CE and OE bark cy-
totoxic effects were also evaluated on a cell line from human 
breast carcinoma, estrogen receptor-negative (ER-) MDA-
MB-231, and cervix carcinoma cell line HeLa. Non-tumorous 
MCF-10A and HSF-1184 cells, used as controls, allowed 
comparing the effects produced by the extracts in healthy 
and tumor cells.

Results showed that crude extract and organic extract 
of both species have cytotoxic activity on cancer cell lines 
growth. A concentration-dependent manner (Fig. 2 A, B, C), 
becomes statistically different (p≤ 0.05) between treated and 
untreated cells (MDA-MB-231 and HeLa cell lines), neverthe-
less they were not cytotoxic to the non-tumorous HSF-1184 
cell line. 

The crude extracts showed a slight reduction in cell 
viability on normal breast MCF-10A cells, 20 % approximately 
(Fig. 2 D), even at the higher applied doses. These results 
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indicate that the P. durangensis and Q. sideroxyla extracts 
preferentially reduced the growth of the tumoral cell while 
not affecting the healthy cell line. The role of phenolic com-
pounds in the extracts is essential, since it has been observed 
that polyphenols such as catechins induce apoptotic cell 
death in MDA MB-231 cell lines but not in normal cells (MCF 
10-A) (Farhan et. al., 2016). The CE of both species presents 
catechin in their compounds, explaining the selective effect 
on MCF-10A.

Several investigations reported that the effects 
obtained on cell proliferation relate to dose and cell type, 
implying a different sensitivity by different cell lines (Gezer 
et al., 2015; Anlar et al., 2016). It has also been reported that 
the selective activity of cytotoxic compounds against healthy 
(MCF- 10A) and tumor cells is due to a broad spectrum of 
mechanisms responsible for the resistance. These include dif-
ferences in the subcellular localization of Bik and differences 
in mitochondrial-mediated apoptosis that explain the sensi-
bility exerted by the bark extracts from P. durangensis and Q. 
sideroxyla in the cell lines (Studzinska-Sroka et al., 2016).

Table 2. Compounds identified by ESI-MS in the Q. sideroxyla bark organic 
extract.
Tabla 2. Identificación de compuestos por ESI-MS en extractos orgánicos 
de corteza de Q. sideroxyla.

# Peak RT (min) Mass [m/z]- Suggested compound

6 2.6 577.1319 Procyanidin dimer

7 2.7 289.0702 (+)-Catechin/(-)-Epicatechin

10 3.2 577.1323 Procyanidin dimer B1

12 3.5 289.0704;579.1489
(+)-Catechin/

(-)-Epicatechin; Procyanidin 
dimer

13 3.7 289.0702 (+)-Catechin/(-)-Epicatechin

14 3.8 577.1307 Procyanidin dimer

15 4.0 463.0873 Quercetin 3-O-glucoside

18 4.2 447.0920 Ellagic acid-rhamnoside

21 4.6 303.0498 Dihydroquercetin

37 8.2 331.2490 Gallic acid hexoside

57 12.5 311.1848 t-caftaric acid

59 12.9 293.1736 Unknow
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Fig. 2. Cytotoxic effect 
of P. durangensis and Q. 
sideroxyla bark extracts 
on cells. (A) HeLa cells, (B) 
MDA-MB-231 cells, (C) HSF-
1184 cells and (D) MCF-10A. 
Percent cell survival in the 
control group (untreated 
cells) assumed as 100. 
Results are expressed as 
the mean ± SD of two 
independent experiments 
(n=4). Significant difference 
*p ≤ 0.05 versus the control 
group.
Fig. 2. Efecto citotóxico de 
los extractos de corteza 
de P. durangensis y Q. 
sideroxyla sobre las celulas. 
(A) Células HeLa, (B) Células 
MDA-MB-231, (C) Células 
HSF-1184 y (D) células 
MCF-10A. El porcentaje de 
supervivencia celular en el 
grupo de control (células 
no tratadas) se asumió 
como 100. Los resultados 
se expresan como la media 
± DE de dos experimentos 
independientes (n = 4). 
Diferencia significativa * p 
≤ 0.05 frente al grupo de 
control.
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IC50 determination provides further clarification of 
both species’ crude and organic extracts behavior in different 
cell lines (Table 3). It shows that organic extracts of both 
species have a major cytotoxic effect on MDA-MB-231 and 
HeLa cells, maybe due to the concentration of metabolites 
exerted by solvent. Previous results report that compounds 
such as taxifolin and procyanidins, the most abundant pres-
ent in each of the extracts, play a fundamental role in their 
cytotoxic activity, inducing apoptosis on upregulating the 
expression of the proteins in HeLa and MDA-MB-231 cells 
(Amalinei et al., 2014).

dimer of catechin/epicatechin compounds was determinant 
in the cytotoxic activity evaluated in the cell lines used. Q. 
sideroxyla OE showed a potent cytotoxic activity compared 
to CE and OE from P. durangensis. This strong cytotoxic effect 
represents an opportunity for the valorization of the wood 
industry by-products, suggesting that OE of Q. sideroxyla may 
represent a good alternative in the search for new agents of 
natural origin to treat mammary and cervix cancer. Neverthe-
less, more in vitro and in vivo studies are necessary in order to 
understand and establish the mechanism of action.
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RESUMEN
El uso de enzimas como α-amilasas, xilanasas y glu-

cosidasas es una buena alternativa para obtener una mayor 
eficiencia en los productos de la industria panificadora, sin 
dejar de mencionar la lacasa que ha mostrado un potencial 
prometedor. Así, el objetivo de este estudio fue obtener 
concentrados enzimáticos de xilanasas, amilasas, celulasas y 
lacasas a partir de cepas nativas de Pycnoporus sanguineus. 
Para lo cual, se evaluó el efecto del medio de cultivo sobre la 
producción de lacasa juntamente con el escrutinio en medio 
sólido para la detección de xilanasas, amilasas y celulasas. A 
los concentrados enzimáticos obtenidos se les determinaron 
las unidades de lacasa y carbohidrolasas. Los títulos más altos 
de lacasa se presentaron en el medio Tx2. Con respecto a las 
carbohidrolasas, se detectaron en diferentes niveles de acti-
vidad y combinaciones. El concentrado con altos niveles de 
amilasa y lacasa fue CH116, mientras que LE90 tuvo la mayor 
actividad de xilanasa y LE133 de celulasa. La cepa CH116 fue 
productora de amilasa, celulasa, xilanasa y lacasa, siendo la 
de mayor potencial en la industria panificadora, mientras 
que LE90 puede ser utilizada en la industria papelera por su 
combinación de xilanasas y lacasa. 
Palabras clave: basidiomicetos, carbohidrolasas, cepas nati-
vas, lacasa

ABSTRACT
The use of enzymes such as α-amylases, xylanases and 

glucosidases is a good alternative to obtain higher efficiency 
in the bakery industry, not to mention laccase which has 
shown promising potential. Thus, the objective of this study 
was to obtain enzyme concentrates of xylanases, amylases, 
cellulases and laccases from Pycnoporus sanguineus native 
strains. For which, the effect of culture medium on the lacca-
se production was evaluated together with the solid medium 
screening of xylanases, amylases and cellulases. Laccase and 
carbohydrolases units were determined from the enzyme 
concentrates obtained. The higher laccase titers occurred in 
the Tx2 medium. Regarding carbohydrolases, they were pre-

sent at different levels of activity and combinations. The con-
centrate with higher titers of amylase and laccase was CH116, 
while LE90 had the greater xylanase activity and LE133 of ce-
llulase. The CH116 strain was a producer of amylase, cellulase, 
xylanase and laccase, being the one with the higher potential 
in the bakery industry, while LE90 in the paper industry, due 
to its combination of xylanases and laccase.
Key words: basidiomcietos, carbohydrolases, laccase, native 
strain.

INTRODUCCIÓN
A nivel industrial se destaca el uso de las enzimas en 

todos los sectores (alimentos, piensos, detergentes, textiles, 
lavandería, farmacéutica, cosmética y química fina), repre-
sentando el 80 % del mercado mundial de las enzimas. En 
este contexto, las enzimas alimentarias son las más utilizadas 
y comprenden la mayor parte del mercado (Miguel et al., 
2013). Si bien, las enzimas pueden ser obtenidas a partir de 
plantas o animales, la mayoría son de fuentes microbianas. 
Estos organismos tienen ventajas como rápidas tasas de 
crecimiento, altos rendimientos y son relativamente fáciles 
de manipular genéticamente (Patel et al., 2017). Por lo que, 
constantemente se buscan nuevas fuentes de enzimas, 
capaces de producir altos niveles en medios de bajo costo 
(Kathirgamanathan et al., 2017).

La industria alimentaria ha desarrollado procesos 
enzimáticos para su uso en la producción de alimentos, con 
aplicaciones como la extracción de compuestos bioactivos, 
mejorar la textura y reducir los riesgos a la seguridad alimen-
taria (Zhang et al., 2018). Entre otras ventajas, la aplicación de 
enzimas ha sido elegida ante otros aditivos por la demanda 
de componentes naturales, además de satisfacer los reque-
rimientos de calidad con sus efectos positivos en procesos 
como la producción de edulcorantes y panificación (Singh et 
al., 2019). En particular, la industria de panificación ha usado 
estas biomoléculas con el propósito de mejorar las caracte-
rísticas de la masa y el pan, así como aumentar sus atributos 
nutricionales (Tebben et al., 2018). 
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En este sentido, el cumplimiento de los estándares de 
calidad del pan se obtiene a partir de mezclas complejas de 
enzimas de diferentes fuentes que actúan sinérgicamente 
en distintos componentes de la masa. Inicialmente, éstas 
eran obtenidas a partir de estómagos de terneros, corderos 
y cabritos. Actualmente, estas biomoléculas se producen 
industrialmente a partir de microorganismos por su fácil ma-
nipulación genética y ventajas en comparación a las enzimas 
de fuentes animales y vegetales (Singh y Kumar, 2019). Ade-
más, el uso de microorganismos en la producción de enzimas 
a gran escala vuelve el proceso económico y versátil por sus 
cortos tiempos de producción (Patel et al., 2016). 

Entre los microorganismos destacan los hongos por 
su capacidad de romper biopolímeros como la celulosa o el 
almidón, convirtiéndolos en una potencial fuente de enzimas 
degradadoras a nivel industrial. Sin embargo, la producción 
de enzimas se realiza a partir de la disponibilidad de sustra-
tos que la especie está adaptada a degradar (Drozlowska, 
2019). En este sentido, los hongos de la pudrición blanca 
(WRF) sobresalen entre las especies de basidiomicetos por 
su capacidad de degradar lignina y celulosa, asociado a la 
producción de enzimas lignocelulolíticas que les permiten 
asimilar los compuestos y crecer en diferentes sustratos. 
Sin embargo, por su baja producción ha sido investigada 
la inducción de enzimas de WRF para su aplicación a nivel 
industrial a bajo costo (Vrsanska et al., 2016). Otra alternativa 
para obtener altos títulos de producción es la prospección 
de nuevas cepas con alto potencial lignocelulolítico. Uno de 
los géneros que han destacado en este tipo de estudios es 
Pycnoporus (Gutiérrez-Soto et al., 2015). Por tal razón, el obje-
tivo de este trabajo fue estudiar el potencial lignocelulolítico 
de tres cepas nativas de Pycnoporus sanguineus para obtener 
concentrados enzimáticos con potencial aplicación en la 
industria de la panificación.

MATERIALES Y MÉTODOS
Material biológico

Las cepas Pycnoporus sangineus LE90, LE133 y CH116 
son cepas nativas del estado de Nuevo León, resguardadas 
en el Laboratorio de Enzimología de la Facultad de Ciencias 
Biológicas de la Universidad Autónoma de Nuevo León. Las 
cepas fueron reactivadas en medio de cultivo papa dextrosa 
agar (PDA, BD Bioxon, México) por 5 días para la preparación 
del inóculo.

Actividad lacasa
La actividad lacasa fue determinada midiendo la oxi-

dación de 2,6-dimetoxifenol (DMP) a 468 nm [ε468 = 49,600 M−1 
cm−1]. La mezcla de reacción fue preparada en una solución 
amortiguadora de acetato de sodio (200 mM), ajustado a pH 
3.5 con 2 mM de DMP (Abadulla et al., 2000). Las actividades 
enzimáticas se expresaron en unidades (U) definidas como 
la cantidad de enzima requerida para producir 1 μmol de 
producto por minuto. Las reacciones enzimáticas se llevaron 
a cabo por triplicado a 25 °C en un espectrofotómetro UV-Vis 
1800 (Shimadzu, Japon).

Carbohidrolasas y azúcares reductores
Las actividades celulasas, xilanasas y amilasas fueron 

detectadas determinando la cantidad de azúcares reducto-
res liberados en la reacción siguiendo el método establecido 
por Miller et al. (1959). Las mezclas de reacción consistieron 
en 0.5 mL de la solución amortiguadora citrato de sodio (50 
mM), ajustado a pH 5.0, 0.3 mL de sustrato 1 % (w/v) depen-
diendo de la actividad a determinar (CM-celulosa, número 
de catálogo C4146; D-xilano, número de catálogo X0502; o 
almidón, número de catálogo 33615; Sigma-Aldrich Corp. (St. 
Louis, MO, USA)) y 0.2 mL de muestra. Las reacciones fueron 
incubadas por 15 min a 60 ºC. Para la cuantificación azúcares 
reductores fueron agregados 0.1 mL de la mezcla de reacción 
a 0.1 mL de ácido dinitrosalicílico (DNS) (Miller et al., 1959), 
fueron hervidas durante 5 min a 100 ºC y posteriormente 
sumergidas en un baño con hielo a -4 ºC. Después, para de-
terminar fotométricamente la absorbancia de las muestras se 
les agregó 1 mL de agua bidestilada y se procedió a leer a una 
longitud de onda de 540 nm en espectrofotómetro (Shimad-
zu UV-Vis 1800, Japón). Para la cuantificación de las celulasas 
y amilasas fue utilizada una curva de glucosa en un rango de 
0 a 1 mg, para las xilanasas fue utilizada una curva de xilano 
en el mismo rango. Una unidad de enzima (U) fue definida 
como la cantidad de enzima requerida para liberar 1 μmol de 
glucosa o xilano por minuto. Las reacciones enzimáticas se 
llevaron a cabo por triplicado a 25 °C.

Cinética de producción de lacasa
La cinética de producción y el efecto de la compo-

sición del medio sobre lacasa fueron realizados en medio 
Kirk modificado (Pozdnyakova et al., 2006). La composición 
consistió en 5 g l-1 de peptona (Bacto peptone, BD BIOXON 
México), 1 g l-1 de extracto de levadura (BD BIOXON México), 
2 g l-1 de tartrato de amonio, 1 g l-1 de KH2PO4, 0.5 g l-1 de 
MgSO4, 0.5 g l-1 de KCl, 10 mL l-1 de la solución de elementos 
DMS 100x. La solución DMS contenía 5 g l-1 de EDTA, 2 g l-1 de 
FeSO4, 0.1 g l-1 de ZnSO4, 0.03 g l-1 de MnCl2, 0.3 g l-1 de H2BO4, 
0.2 g l-1 de CoCl2, 0.01 g l-1 de CuSO4 y 0.03 g l-1 de NaMoO4. A 
partir de este fueron establecidas tres condiciones de medio 
de cultivo, donde lo medio Tx1 fue elaborado con All Bran 
Flakes® (BF) al 2 % como fuente de carbono. El medio Tx2 
además del BF al 2 %, fue suplementado con CuSO4 (350 μM) 
como inductor de lacasa. El medio Tx3 contenía glucosa (10 
g l-1) y xilano (20 g l-1) como fuentes de carbono y CuSO4 (350 
μM). Los ingredientes declarados en el producto comercial a 
base de salvado de trigo BF son: trigo integral (59 %), salvado 
de trigo (18 %), harina de trigo integral, azúcar, extracto de 
malta de cebada, jarabe de glucosa, sal, aroma natural. Todos 
los medios fueron esterilizados en autoclave a 121 °C, a 15 
lb por 15 min. Posteriormente, fueron inoculados con tres 
cilindros de 0.5 cm de diámetro, tomados de la periferia de 
cultivos con 5 días de crecimiento. La incubación fue realiza-
da en un agitador orbital con control de temperatura (New 
Brunswick Scientific Co. G 25 Inc., Edison, NJ, USA) a 28 °C y 
150 rpm. Alícuotas de 2 mL fueron tomadas cada tercer día 
por un periodo de 30 días, las cuales fueron almacenadas a 
-20 ºC hasta el momento de su análisis.
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Potenciales hemicelulolítico y amilolítico
La evaluación de los potenciales hemicelulolítico y 

amilolítico fue realizada en medio sólido, utilizando los me-
dios descritos por Sin et al. (2002). El medio base consistió 
en 0.1 % de peptona, 0.01 % de extracto de levadura y 1.6 % 
de agar, suplementado con carboximetilcelulosa (2 %), xilano  
(2 %) o almidón (2 %) para determinar la actividad de celula-
sas, xilanasas y amilasas, respectivamente. Los medios fueron 
esterilizados en una autoclave a 121 °C y 15 lb por 15 min. 
Una vez vertidos en las placas Petri, fueron inoculados en el 
centro con un cilindro de 0.5 cm de diámetro tomado de la 
periferia de cultivos con 5 días de crecimiento. Los medios 
fueron incubados a 28 °C. El diámetro del crecimiento fue 
medido diariamente por tres días con un vernier. Para deter-
minar el diámetro de hidrólisis enzimática fue utilizada una 
solución de yodo-yoduro. Todos los ensayos fueron realiza-
dos por triplicado. 

El índice de degradación (ID) fue estimado con la 
siguiente fórmula:

(1)
Donde: D es el diámetro de degradación y C es el 

diámetro de crecimiento.

Obtención de concentrados enzimáticos
Una vez definidas las cinéticas de producción de la-

casa y seleccionado el medio de mayor producción, fueron 
preparados matraces de 2 l, conteniendo 1 l del medio selec-
cionado, previamente esterilizado e inoculado con seis cilin-
dros de 0.5 cm de diámetro tomado de la periferia de cultivos 
con 5 días de crecimiento. Los cultivos fueron incubados en 
un agitador orbital con control de temperatura (New Brun-
swick Scientific Co. G 25 Inc., Edison, NJ, USA) a 28 °C y 150 
rpm. A los 18 días de crecimiento, los sobrenadantes fueron 
recuperados por filtración y posteriormente concentrados 
con un cartucho de ultrafiltración con corte molecular de 
10kDa en una membrana tipo espiral prep/scale TFF-6 PLCC 
(Merck Millipore, Germany). Después de ser recuperados los 
concentrados enzimáticos, fueron determinados los títulos 
de lacasa, celulasas, xilanasas y amilasas. Finalmente, fueron 
almacenados en congelación a -20 ºC hasta su uso.

Análisis estadístico
La significancia estadística en la actividad enzimática 

en medio sólido y líquido fue determinada mediante un aná-
lisis de varianza ANOVA y posterior comparación de medias 
con una prueba Tukey (P< 0.05). El análisis estadístico se llevó 
a cabo con el programa estadístico computacional InfoStat 
Versión 2020e.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Cinética de producción de lacasa

La cinética de producción para la cepa LE90 mostró 
la mayor producción en el medio Tx2, seguido por Tx3 (Fi-
gura 1A). En ambos medios se observó un incremento en la 

 

Figura 1. Curvas de producción de lacasa por Pycnoporus sangineus. Donde 
A) corresponde a la cepa LE90, B) LE133 y C) CH116 cultivadas en los tres 
medios de cultivo.
Figure 1. Laccase production curves by Pycnoporus sangineus. Where A) 
corresponds to strain LE90, B) LE133 and C) CH116 grew in the three-cul-
ture media.

Tabla 1. Análisis de varianza de la producción de lacasa en diferentes 
medios.
Table 1. Analysis of variance of laccase production in different media.

F.V. G.L. C.M.
Rep 2 2169.18ns
Cepa 2 24465.25*
Medio 2 11401853.68**
Error 74 6905.18
C.V. 12.76

F.V.= fuente de variación; G.L.= grados de libertad; C.M.= cuadrados medios; 
Rep= repetición; C.V. = coeficiente de variación. **, P ˂ 0.01. *, P ˂ 0.05. ns, 
P > 0.05.
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producción a partir del día 14, con picos máximos los días 
20 (1888.72 U∙l-1), 26 (2161.62 U∙l-1) y 30 (2617.78 U∙l-1) para 
Tx2 y los días 18 (1367.59 U∙l-1) y 24 (1876.49 U∙l-1) para Tx3. El 
medio Tx1 fue el de menor producción, con títulos menores 
a 400 U∙l-1. 

Las curvas de producción de lacasa para la cepa LE133 
(Figura 1B) mostraron la mayor actividad en Tx2, donde la ac-
tividad incrementó sus títulos a partir del día 18 mantenien-
do el incremento a lo largo del tiempo hasta alcanzar 2792.36 
U∙l-1 al día 30. En el medio Tx3, la mayor producción fue ob-
servada entre los días 14 y 24, disminuyendo a partir del día 
26. En el medio Tx1, LE133 mostró el mismo comportamiento 
que la cepa LE90, pero con menores títulos de producción.

En la Figura 1C se muestran las curvas de produc-
ción de la cepa CH116, que presentó los mayores títulos 
de producción en el medio Tx2, con un comportamiento 
ascendente a partir del día 14 y con picos máximos al día 16 
(1144.21 U∙l-1), 26 (2197.64 U∙l-1) y 30 (2776.97 U∙l-1). En el me-
dio Tx1 fueron registrados los menores títulos de actividad. 
A diferencia de las cepas LE90 y LE133, CH116 mostró títulos 
inferiores a 1000 U∙l-1 en el medio Tx3.

En general, las tres cepas alcanzaron la mayor produc-
ción de lacasa en el medio Tx2. LE90 y CH116 mostraron un 
incremento exponencial a partir día 12 hasta el día 16. Sin 
embargo, existieron diferencias estadísticamente significati-
vas entre las cepas (P ≤ 0.05) y los medios utilizados (P ≤ 0.01). 
En la tabla 2 son mostrados los resultados de la producción 
de lacasa en el medio Tx2, donde se comparan los títulos de 
las tres cepas en los días con mayor actividad, que podría 
estar asociado a la producción de diferentes isoformas. 

Hay que destacar que Pycnoporus sanguineus es un 
género de basidiomicetos productor de lacasas termoes-
tables (Orlikowska et al., 2018) con alto potencial redox 
(Zimbardi et al., 2016), considerando que la composición del 
medio influye en los títulos de producción (Zimbardi et al., 
2016). Lo que explica, que las cepas estudiadas en el presente 
trabajo tuvieron la mayor actividad en el medio de cultivo 
Tx2. Además, éste podría ser el resultado de la presencia 
de inductores naturales como los componentes de pared 
celular del salvado de trigo (Riegas-Villalobos et al., 2020) y al 
cobre suplementado como inductor inorgánico (Zhuo et al., 
2017). Sin embargo, los títulos fueron menores a lo reportado 
para la cepa P. sanguineus CS43 en condiciones similares de 
cultivo (Ramírez-Cavazos et al., 2014), pero similares a los 
observados en la cepa Pycnoporus sanguineus CS2 (Gutiérrez-
Soto et al., 2015). Estas diferencias entre cepas pueden ser 
explicadas por la presencia de glucosa como fuente principal 
de carbono en combinación con otros inductores. 

 Por otro lado, la producción tuvo un comportamiento 
ascendente no lineal, cuyos picos podrían indicar la presen-
cia de isoformas de lacasas, principalmente en los medios su-
plementados con cobre (Pezzella et al., 2012; Vrsanska et al., 
2016). En este sentido, generalmente las cepas de Pycnoporus 
sanguineus producen al menos dos isoformas de lacasa (Li et 
al., 2016; Salazar-López et al., 2017; González-Bautista, 2019). 
La diversidad en las isoformas producidas por los hongos 

de esta especie sugiere una mayor capacidad para acceder 
a diferentes fuentes de carbono y nitrógeno, lo cual le con-
cede un poder de adaptación en disímiles ambientes de 
crecimiento (Bertrand et al., 2015). El análisis de las isoformas 
constitutivas e inducidas de las cepas será abordado en otros 
estudios.

Potenciales hemicelulolítico y amilolítico
En la Figura 2 se presentan los resultados de los 

potenciales hemicelulolítico y amilolítico. La producción de 
amilasas no mostró diferencia estadísticamente significativa 
entre las cepas (P > 0.05), mientras que las celulasas y xilansas 
si mostraron diferencias (P ≤ 0.05). Las cepas LE133 y CH116 
tuvieron valores del ID de 1.2 para la celulosa. En cambio, 
CH116 mostró mayor actividad de xilanasas con índices de 
degradación mayores a 1.0. De forma general, las tres cepas 
mostraron mayor actividad de celulolítica concordando con 
lo reportado en aislados nativos de Nuevo León por Medina-
González et al. (2016). Sin embargo, los ID de las cepas de P. 
sanguineus fueron menores al rango mencionado por estos 
mismos autores de 1.032-2.559 y 1.077-1.188 para celulosa 

Tabla 2. Actividad lacasa de cepas Pycnoporus sangineus en el medio de 
cultivo Tx2.
Table 2. Laccase activity of Pycnoporus sangineus strains in Tx2 culture 
medium.

Día
Cepa

LE90 (U∙l-1) LE133 (U∙l-1) CH116 (U∙l-1)

10 277.13 ± 16.99 a 87.83 ± 8.97 c 228.48 ± 10.79 b

16 1071.37 ± 75.02 a 558. 57 ± 3.27 b 1144.21 ± 6.47 a

18 1511.53 ± 53.95 a 343.32 ± 37.38 b 1527.39 ± 24.92 a

20 1888.72 ± 35.16 a 1036.49 ± 8.62 c 1420.81 ± 23.42 b

26 2161.62 ± 10.4 a 1834.69 ± 15.94 b 2197.64 ± 22.22 a

30 2617.78 ± 42.19 a 2792.36 ± 62.56 a 2776.97 ± 73.16 a

Tx2: medio con All Bran Flakes® (BF) al 2 %, suplementado con CuSO4 (350 
μM); LE90, LE133 y CH116: cepas de Pycnoporus sangineus nativas del esta-
do de Nuevo León. Las medias con diferentes letras minúsculas dentro de 
la misma fila representan diferencia estadísticamente significativa (Tukey, 
P < 0.05).
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Figura 2. Índice de degradación enzimática (ID) de las cepas Pycnoporus 
sangineus. Las medias con diferentes letras minúsculas dentro de la misma 
clasificación representan diferencia estadísticamente significativa (Tukey, P 
< 0.05).
Figure 2. Pycnoporus sangineus strains enzyme degradation index (ID). 
The means with different lowercase letters within the same classification 
represent a statistically significant difference (Tukey, P <0.05).
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y xilano, respectivamente. Este comportamiento puede ser 
explicado a nivel de secretoma para esta especie que, bajo 
condiciones de cultivo ricas en lignocelulosa, el 2 % de las 
enzimas producidas por este hongo corresponden a las de 
actividad celulolítica y otro 2 % a las hemicelulolíticas, mien-
tras que las enzimas lignolíticas comprenden alrededor del  
9 % (Gauna et al., 2020). 

Independientemente de los bajos niveles de celula-
sas y xilanasas es necesario un estudio de las condiciones 
óptimas de producción, ya que otras investigaciones han 
demostrado que estás actividades responden positivamente 
a la presencia de sustratos ricos en lignocelulosa (Rohr et al., 
2013), sugiriendo bajos costos de producción enzimática.

Con respecto al potencial amilolítico, las cepas pre-
sentaron índices de degradación entre 0.57 y 0.69, menores 
a los reportados para Aspergillus, Penicillium y Trichoderma 
por Khokhar et al. (2011). Sin embargo, cabe mencionar que 
las enzimas producidas por cepas Pycnoporus sanguineus 
han mostrado termoestabilidad (Gutiérrez-Soto et al., 2015; 
Orlikowska et al., 2018), lo que las hace atractivas para su 
aplicación a nivel industrial.

Consumo de azúcares reductores
Una vez identificadas las actividades de amilasas, 

celulasas y xilanasas en medio sólido, se determinó el com-
portamiento del consumo de azúcares en medio líquido, 
asociado a la producción de amilasas y hemicelulasas. 

En la tabla 3 es mostrado el análisis de varianza, donde 
se observa diferencia estadísticamente significativa (P ≤ 0.05) 
entre el comportamiento de las cepas y los días de estudios, 
con interacción entre estos. En la figura 3 se presenta el 
consumo de los azúcares de las cepas, donde en los primeros 
ocho días se observó un alto consumo (aproximadamente 
el 55 %). Entre los días 10 y 18 la concentración disminuye 
cerca del 80 %, manteniendo un comportamiento de lento 
consumo, sugiriendo que los productos del metabolismo 
secundario aparecerán después del día 14 y que coincide con 
el incremento de la actividad de lacasa (Figura 1). Además, las 
fluctuaciones en la concentración de azúcares observadas los 
días 10 y 20 pueden estar asociadas a la presencia de enzimas 
que son inducibles (Álvarez et al., 2016). Cabe mencionar que 
el comportamiento observado entre los días 10 y 18 sugiere 
el término del metabolismo primario y el comienzo del me-
tabolismo secundario. 

Por otro lado, cabe mencionar que los basidiomicetos 
de la pudrición blanca se caracterizan por su potencial lig-
nolítico (Riegas-Villalobos et al., 2020), además de producir 
amilasas, xilanasas y celulasas como parte de su metabolismo 
primario en presencia de almidón y componentes de pared 
celular (Kobakhidze et al., 2016; Naidu et al., 2016). Por lo que, 
al agotarse los azúcares simples presentes en el medio, serán 
expresadas las enzimas implicadas en la degradación de 
estos biopolímeros (Valadares et al., 2019; Okal et al., 2020). 
Esto puede observase en la cinética del consumo de azúca-
res en el medio Tx2 (BF), un medio complejo compuesto por 
trigo integral, salvado de trigo y harina de trigo, que lo hacen 

Tabla 3. Análisis de varianza del consumo de azúcares reductores.
Table 3. Analysis of variance of reducing sugar consumption

F.V. G.L. C.M.
Día 11 0.21**
Rep 3 0.01**
Día*Rep 33 0.0017
Cepa 2 0.01**
Cepa*Día 22 0.0032**
Cepa*Rep 6 0.00019**
Error 66 0.00057
C.V. 11.21

F.V.= fuente de variación; G.L.= grados de libertad; C.M.= cuadrados medios; 
Rep= repetición; C.V. = coeficiente de variación. **, P ˂ 0.01. 
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Figura 3. Consumo de azúcares por cepas Pycnoporus sangineus.
Figure 3. Reducing sugar consumption by Pycnoporus sangineus strains.

rico en almidón y hemicelulosa (Gómez et al., 2020). Además, 
el cereal esta adicionado con otros carbohidratos como sa-
carosa, extracto de malta de cebada y jarabe de glucosa que 
contribuyen al contenido de carbono.

Obtención de concentrados enzimáticos
En la Tabla 2 son mostrados los títulos de actividad 

de amilasas, celulasas, xilanasas y lacasa presentes en los 
concentrados obtenidos de los cultivos al día 18. La principal 
actividad producida por todas las cepas fue la de lacasa. El 
cóctel obtenido a partir de la cepa CH116 tuvo los mayores 
títulos de lacasa (4500 U∙l-1) y amilasa (485 U∙l-1), mientras que 
LE90 mostró la mayor concentración de xilanasas (785 U∙l-1). 
El concentrado LE133 fue el de mayor actividad de celulasa.

Por otra parte, los concentrados enzimáticos mostra-
ron un patrón común de producción de enzimas, siendo la 
lacasa la más abundante, seguida de las xilanasas, amilasas 
y finalmente las celulasas. Este comportamiento concuerda 
con lo reportado para este género (Gauna et al., 2020). Por 
lo que, los bajos niveles observados podrían incrementarse 
mediante combinaciones de fuentes de carbono y sustratos 
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como mejorador de productos elaborados a base de harina 
integral.
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Table 4. Enzyme concentrates activity of native Pycnoporus sangineus 
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Enzimas
Cepa

LE90 (U∙l-1) LE133 (U∙l-1) CH116 (U∙l-1)

Xilanasas 785 328 128

Celulasas 0.0 271 120

Amilasas 86 29 485

Lacasas 3300 2100 4500

LE90, LE133 y CH116: cepas de Pycnoporus sangineus nativas del estado de 
Nuevo León

ricos en lignocelulosa (Rohr et al., 2013; Kumla et al., 2020). 
Cabe mencionar que, esta combinación de lacasa-xilanasa 
estaría relacionada con la estrategia de descomposición de 
la lignocelulosa de estas cepas en su sustrato natural (Veloz 
Villavicencio et al., 2020). Esta combinación es de gran interés 
en el mejoramiento de las propiedades funcionales de las 
masas y la calidad final de sus productos (Niño-Medina et al., 
2017). Con respecto a la combinación de α-amilasa, xilanasa 
y celulasa se ha demostrado su efecto sinérgico sobre las 
propiedades reológicas de la masa al reducir la absorción 
del agua y, por ende, en la extensibilidad, ablandamiento y 
el índice de tolerancia de mezclado de éstas (Liu et al., 2017). 
Sin embargo, estas enzimas aplicadas fueron obtenidas de 
diferentes casas comerciales. Por lo que, la obtención de 
concentrados enzimáticos a partir de un mismo organismo, 
creciendo en un medio de producción de bajo costo (como 
los residuos agroindustriales), de fácil recuperación y con las 
ventajas de termoestabilidad y rangos amplios de pH, son 
algunos de los atributos que podrían hacer de estas cepas 
de Pycnoporus sanguineus excelentes candidatos para su 
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de cepas P. sanguineus demuestran su potencial aplicación 
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Orlikowska et al., 2018; Niderhaus et al., 2018). Por tal razón, 
serán requeridos futuros estudios para la optimización de la 
producción, así como de la caracterización de las propieda-
des operativas y funcionales de las enzimas producidas por 
estos aislados.

CONCLUSIONES
Gracias a la plasticidad metabólica de estos organis-

mos, las enzimas expresadas en esta investigación pueden 
producirse en las cantidades aquí descritas o el medio puede 
ser modificado para obtener una en particular. Las cepas 
Pycnoporus sanguineus LE133 y CH116 tienen potencial para 
producir lacasa, celulasas, xilanasas y amilasas en un medio 
de bajo costo. Además, el cóctel enzimático de P. sanguineus 
LE133 puede ser aplicado en la industria de la panificación 
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ABSTRACT
The present study aimed to find a mixture of butyla-

ted hydroxytoluene (BHT) and quercetin with an antioxidant 
synergism that would enable the use at low concentrations 
of both compounds and, subsequently, evaluate the preser-
vative action of the combination selected on ground beef 
patties stored at 4 ºC. Our results showed that quercetin 
possessed higher antioxidant activity than BHT, and of the 
five combinations tested, the 1:5 BHT-quercetin combination 
presented a synergistic antioxidant activity. For the refrige-
rated beef patties, the 1:5 combination (5.2 and 26.0 mg/kg 
of BHT and quercetin, respectively) produced a beneficial ac-
tion on the redness, yellowness, antioxidant capacity, metm-
yoglobin content, and thiobarbituric acid reactive substance 
value, which was similar to that produced by 100 or 36 mg/
kg of BHT or quercetin (P >0.05, except the redness induced 
by quercetin). These benefits were compared with the data 
obtained from a preservative-free patty control sample (P 
<0.001 to <0.05). Our study shows, for the first time, that the 
use of a 1:5 BHT-quercetin combination was an effective, 
simple, and available method to preserve refrigerated beef 
patties, which can substitute the individual addition of high 
concentrations of these compounds by the meat industry. 
Keyword: antioxidant activity; synergism; ground beef; color 
degradation; protein oxidation.

RESUMEN
El presente estudio tuvo como objetivo encontrar una 

mezcla de BHT y quercetina con un sinergismo antioxidante 
que permitiera usar a ambos compuestos a concentraciones 
bajas para posteriormente, evaluar la acción preservante de 
la combinación seleccionada en hamburguesas de carne de 
res almacenadas a 4 ºC. Nuestros resultados mostraron que 
quercetina tuvo mayor actividad antioxidante que BHT y de 
las cinco combinaciones evaluadas, la combinación 1:5 de 
BHT y quercetina presentó una actividad antioxidante mayor. 
Por lo tanto, esta misma combinación 1:5 a una dosis de 5.2 
y 26 mg/kg de BHT y quercetina fue empleada para las ham-

burguesas de carne, donde ésta produjo una acción benéfica 
en la abundancia del color rojo y amarillo y en la capacidad 
antioxidante y una reducción de metamioglobina y sustan-
cias reactivas al ácido tiobarbitúrico, semejante al producido 
por 100 o 36 mg/kg de BHT o quercetina, en comparación 
a los valores observados en las hamburguesas sin conser-
vadores (testigo). Con este estudio se muestra por primera 
vez que, el uso de una combinación 1:5 de BHT-quercetina 
es un método efectivo, sencillo y asequible para preservar 
hamburguesas de carne, lo cual podrá sustituir la adición 
individual de altas concentraciones de estos compuestos por 
la industria cárnica. 
Palabras clave: actividad antioxidante; sinergismo; carne de 
res molida; degradación del color; oxidación proteica.

INTRODUCTION
For decades, beef has played a crucial role in human 

diet as an important source of proteins, minerals, vitamins, 
and other nutrients vital for human health. As ground beef 
constitutes 64 % of all meat consumed by humans, extending 
the shelf-life of this product is a major challenge for the meat 
industry (Ouerfelli et al., 2019; Weinroth et al., 2019). In this 
regard, a shelf-life of approximately ten days at refrigerated 
temperatures can enable a meat product to be distributed to 
retail outlets (Kapetanakou et al., 2020). Meat and meat pro-
ducts are susceptible to microbial growth, discoloration, and 
processes of protein and lipid oxidation (Ouerfelli et al., 2019; 
Kapetanakou et al., 2020). Currently, one of the methods 
applied to preserve meat and meat products is the use of 
additives with antioxidant properties such as butylated hy-
droxytoluene (BHT) (Ouerfelli et al., 2019). 

Recognized as safe for use in food under United 
States regulations, BHT, a synthetic phenolic compound, is 
included in the Title 21 of the Code of Federal Regulations 
and the Food Additive Status List of the US Food and Drug 
Administration (FDA) (FDA, 2019; Electronic Code of Federal 
Regulations, 2021). In this way, BHT can be added singly or 
in combination with other synthetic phenolic antioxidants to 
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fat, oils, and meat, at a concentration of 100 mg/kg (Cantú-
Valdéz et al., 2020; Liu and Mabury, 2020). Nevertheless, 
due to their ubiquity, BHT possess several human exposure 
pathways, including the food intake, indoor dust ingestion, 
and use of personal care products (Liu and Mabury, 2020). 
Timing and dose exposure are important factors modulating 
the potentially deleterious effects of BHT use (Wang and 
Kannan, 2019). For example, a consumption of 1.35-5 % or 
0.05-0.5 % BHT over 30 days or 10 months caused a toxic 
nephrosis or development of liver tumors in mice (Liu and 
Mabury, 2020). 

In order to reduce the use of synthetic additives, pre-
servatives obtained from natural sources have been develo-
ped to ensure safety, encourage customer acceptance, and 
expand shelf-life for meat products (Mtibaa et al., 2019; Zahid 
et al., 2019). Although several natural preservatives have 
been reported in the literature, BHT continues to be used 
extensively by the food and cosmetic industry (Liu and Ma-
bury, 2020). One potential natural preservative is quercetin 
(3,3´,4´5,7-pentahydroxyflavone), which is a flavonoid found 
in apples, green beans, broccoli, tomatoes, onions, Ginkgo bi-
loba, and milk thistle, among others (Bekhit et al., 2003; Natio-
nal Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 
2012; Andres et al., 2018). A typical western diet provides an 
estimated daily quercetin intake of 4 to 40 mg (National Ins-
titute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2012). 
There are numerous reports on the biological effects of this 
flavonoid, based on both in vitro experiments and animal 
studies including humans. The results of these studies reveal 
that quercetin has antioxidant, anti-inflammatory, immuno-
protective, anticarcinogenic, and ergogenic effects (Andres 
et al., 2018). Currently, quercetin is marketed as an ingredient 
in various dietary supplements, is generally well-tolerated, 
and is free of discernible adverse events (National Institute 
of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, 2012; Andres 
et al., 2018). Quercetin is recognized as safe by the FDA, with 
additional mean intakes of 200 or 400 mg/day estimated for 
all ages or high-intake consumers, respectively (Andres et al., 
2018). Although quercetin is a compound obtained from na-
tural sources, some studies show that high doses may cause 
enhanced nephrotoxic effects in pre-damaged kidneys, and 
may promote the growth of already existing cancer cells 
(Andres et al., 2018).

The use of low concentrations of additives recognized 
as safe under a certain limit, is desirable to avoid adverse 
health effects by an accumulative exposure but maintaining 
their preservative effects on meat products. On the other 
hand, combination studies are common methods for identi-
fying synergy among drugs, a phenomenon which can facili-
tate the reduction of dosages while maintaining superior or 
similar therapeutic efficacy to that obtained from drugs when 
administered individually and, moreover, a lower incidence 
of adverse events than that obtained from individual use 
(Chou, 2006; Zapata-Morales et al., 2021). To our knowledge, 
a combination approach has never been applied to preserva-
tives added to meat products. Therefore, the present study 

aimed to identify the BHT-quercetin mixture with a synergic 
antioxidant action and, subsequently, evaluate its utility 
against degraded antioxidant capacity, color degradation, 
and protein and lipid oxidation in refrigerated beef patties to 
which either the selected BHT-quercetin combination, BHT 
or quercetin alone had been added.

MATERIALS AND METHODS
Reagents

Quercetin, BHT, 2,2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 
(DPPH), dimethyl sulfoxide (DMSO), thiobarbituric acid, tri-
chloroacetic acid, hydrochloric acid, and 1,1,3,3-tetraethoxy-
propane used in the present study were obtained from Sig-
ma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A food grade Spanish extra 
virgin olive oil (EVO) was used (Kuali® trademark, Monterrey, 
NL, Mexico), while methanol and ethanol were of liquid chro-
matography and spectrophotometry grade (Mallinckrodt 
Baker Inc., Mexico City, Mexico). Deionized water (MontRial, 
San Luis Potosi, Mexico) was used for aqueous solutions. 

DPPH radical scavenging assay
A stock solution of 920 µmol/L DPPH radical was 

prepared in methanol, with stock solutions of 600 µg/mL 
quercetin and 1400 µg/mL BHT prepared in ethanol-DMSO 
(96:4 v/v). Subsequently, working standards for the quercetin 
were established between 3 and 600 µg/mL and for the BHT 
between 7 and 1400 µg/mL using ethanol-DMSO (96:4 v/v), 
while a 460 µmol/L DPPH radical solution was prepared from 
the stock solution of DPPH radical and methanol. For each 
preparation tested, the number of standards and the range 
of concentrations were prepared in accordance with the gui-
delines for an accurate IC50 estimation (Sebaugh, 2011). The 
antioxidant assay involved the addition of fifty microliters of 
sample (quercetin, BHT, or solvent) to a tube containing 200 
µL of DPPH radical solution (0 or 460 µmol/L), incubated at 30 
ºC for 20 min. Once the incubation had been completed, 150 
µL of each mixture was placed in a vial insert (part number 
5181-1270, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) which 
was kept under constant lighting at a fixed distance to a 
mobile phone with an integrated eight-megapixel camera 
(Moto e5 play, Motorola Mobility LCC, IL, USA).

The Red Green Blue (RGB) color response and reflec-
tance spectrum were monitored for each sample, using a 
colorimeter application (Colorimeter version 5.5.1, Research 
Lab Tools, Sao Paulo, Brazil, purchased from Google Play) ins-
talled on the mobile phone. For each experimental sample, 
a ΔRG value was calculated by subtracting the experimental 
value (sample plus 460 µmol/L DPPH radical) from a blank 
value (sample plus 0 µmol/L DPPH radical) with a percentage 
of the ΔRG value then obtained using the following equation 
(Ravindranath et al., 2018): 

𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥(%) = �
𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥𝛥
255

� × 100 

 
Subsequently, the DPPH radical inhibition percentage 

was calculated using the ΔRG (%) values obtained from both 
a second blank value (sample solvent plus 460 µmol/L DPPH 
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radical) and the experimental sample. Finally, the concentra-
tion that achieved 50 % DPPH inhibition (IC50) was calculated 
for each compound tested, using GraphPad Prism 5 software 
(San Diego, CA, USA). The antioxidant assay conducted in 
the present study was following the recommendations for 
the colorimetric quantifications on smartphones, which are 
rapid, simple, sensitive, low cost, and reliable analytical tech-
niques (Ravindranath et al., 2018; Fan et al., 2021).

It should be noted that we were unable to find, in 
the literature, a DPPH radical scavenging assay that uses the 
approach set out in the present technique. Consequently, 
before the colorimetric assay was applied on the experimen-
tal samples, the assay was validated in accordance with FDA 
guidelines (US Department of Health and Human Services et 
al., 2018), with quercetin used as a reference standard, given 
that it corresponded to a new assay based on a previous 
spectrophotometric methodology (Martinez-Morales et al., 
2020). Blank, lower limit of quantification, and between-day 
evaluations were performed over three consecutive days. In 
order to determine the stability percentage for each quality 
control sample, we compared the experimental value with 
that obtained immediately after preparation. Finally, the low, 
middle, and high-quality control samples presented concen-
trations of 23, 60, and 110 µg/mL quercetin, respectively.

Antioxidant interaction assessment
The experimental design for the constant ratio com-

binations followed was set out previously (Chou, 2006; Chou, 
2010). Once the IC50 value of each compound was obtained 
via the DPPH radical scavenging assay, the BHT and quercetin 
(BQ) combination was assessed via the same assay using five 
different proportions (3:1, 1:1, 1:3, 1:5, and 1:10). The data for 
the individual compounds and combinations were evaluated 
using both the Chou-Talalay method, which is based on the 
median-effect equation, which, in turn, is derived from the 
mass-action law principle (Chou, 2006), and the isobole 
method described by Tallarida (2002).

The Chou-Talalay theory involves the quantitative 
definition of synergism, additivity, and antagonism by means 
of a combination index (CI) value and their visual definition 
by means of an isobologram (Chou, 2006). In the present 
study, a weighted average (wa) CI value was calculated for 
each combination using the following formula: 

𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤 =
𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤90 + (2 × 𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤75) + (3 × 𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤50) + (4 × 𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤𝑤30)

10
 

 
The aim of this formula was to increase the relevance 

of low effect levels, as the preservatives are used at low 
concentrations in foodstuffs (Chou, 2006; USFDA, 2019; 
Checkmahomed et al., 2020; Electronic Code of Federal 
Regulations, 2021). Therefore, a waCI value of < 0.1, 0.1-0.3, 
0.3-0.7, 0.7-0.85, 0.85-0.90, 0.90-1.10, 1.10-1.20, 1.20-1.45, 
1.45-3.3, 3.3-10, and > 10 indicated a very strong synergism, 
strong synergism, synergism, moderate synergism, slight 
synergism, nearly additive, slight antagonism, moderate an-
tagonism, antagonism, strong antagonism, and very strong 
antagonism, respectively (Chou, 2006). If the data points fell 

on the hypotenuse of the isobologram, an additive effect was 
determined, while, if data points fell on the lower or upper 
left of the hypotenuse, a synergism or antagonism was deter-
mined, respectively (Chou, 2006). 

The isobole method involved the calculation of theo-
rical and experimental IC50 values (Zadd and Zexp) for each 
combination, values used to calculate an interaction index 
(γ) and to undertake a statistical comparison, where both 
procedures defined the type of interaction (Alonso-Castro et 
al., 2017) as described in the section of data analysis.

Preparation of beef patties
After all the experiments described above were com-

pleted and analyzed, the utility of the compounds and their 
combination in the food preservation started. In this way, 
the meat preparation was as described previously (Gallego 
et al., 2015; Cantú-Valdéz et al., 2020). In brief, fresh beef pulp, 
purchased from a local supermarket, was immediately trans-
ported to the laboratory and ground in a meat grinder fitted 
with a 4.5-mm grind plate (Tartare, Metaltex International, 
Molsheim Cedex, France). Five formulations were prepared: C 
(meat without additive); V (meat with 20 mL/kg EVO added); 
B (meat with 100 mg/kg BHT added); Q (meat supplemented 
with 36 mg/kg quercetin); and, BQ (meat with 5.2 mg/kg of 
BHT and 26.0 mg/kg of quercetin added, giving a 1:5 ratio).

Prior to meat supplementation, quercetin, BHT, and 
combination, were dissolved in EVO (20 mL/kg of meat), with 
the ingredients then mixed manually in a steel bowl for 2 
min. Subsequently, each preparation was mixed at low speed 
for 2 min in a mixer (Model 64650, Hamilton Beach Brands, 
Inc, VA, USA) and then a 23 g portion of each meat sample 
was made into a 7-cm in diameter and 1-cm in height burger. 
Beef patties were placed in a polyethylene bag and stored 
in a refrigerator at 4 ºC under absence of light. Finally, the 
samples were analyzed for color, antioxidant capacity, met-
myoglobin (MetMb) content, and thiobarbituric acid reactive 
substance (TBARS) value on day 0 (meat samples without 
addition of preservatives), 1, and 10. It is important to note 
that the recommended BHT concentration for meat products 
was used (Cantú-Valdéz et al., 2020), while the concentra-
tions for both quercetin and selected BQ combination were 
determined on the basis of their antioxidant IC50 values and 
interaction studies, where the used concentrations present-
ed the same antioxidant activity found in the selected BHT 
concentration. In addition, the volume of the vehicle (EVO) 
was selected based on the quantity of oily substances used 
for preservative proposes in ground beef (Cantú-Valdéz et al., 
2020).

Color evaluation
The evaluation of beef patties color was as described 

by Gallego et al. (2015). At four different points, a colorimeter 
(Color Muse, Variable Inc., TN, USA) was directly placed on the 
surface of the beef patty in areas without fat or connective 
tissue. For each point, the L*, a*, and b* values pertaining to 
the CIE Lab color system were recorded to measure lightness, 
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redness, and yellowness, respectively. Prior to the measure-
ments recording, the calibration of the colorimeter was using 
a standard white plate provided, along with the instrument, 
by the manufacturer. The mean value for each CIE Lab param-
eter was calculated for each sample.

Antioxidant capacity
A beef patty sample (0.20 to 0.58 g) was placed in a 

tube containing 500 µL ethanol-DMSO (96:4 v/v), mixed for 
1 min, and centrifuged at 1500 xg for 10 min at 4 ºC. Sub-
sequently, the supernatant (50 µL) was processed using the 
DPPH radical scavenging assay as described in the section 
above. For these measurements, the data was expressed as 
the percentage radical inhibition/200 mg of meat. For some 
samples, a weight of > 200 mg was necessary in order to 
obtain a response within the analytical range of the assay. As 
the methodology for the radical inhibition assay had been 
slightly modified for these samples, a partial validation was 
also performed (data not shown) in accordance with FDA 
guidelines (US Department of Health and Human Services et 
al., 2018).

Metmyoglobin (MetMb) content
The quantification of MetMb was according to Mtibaa 

et al. (2019). Briefly, 0.2 g of beef patty was placed in a tube 
containing 1 mL of cold phosphate buffer solution (40 mM 
at pH 6.8) and mixed for 1 min, the mixture kept at 4 ºC for 1 
h and centrifuged at 4500 xg for 30 min at 4 ºC. Each sample 
supernatant was filtered through a 0.45-µm-pore-size filter 
unit (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA), after which 
200 µL of the filtrate was placed into one well of a 96-well 
plate (Costar® 3595, Corning Incorporated, NY, USA). The 
absorbance was recorded at 572, 565, 545, and 525 nm using 
a Cytation™ 3 microplate reader and Gen5™ software (Biotek 
Instruments Inc., Vermont, USA). For each sample, the MetMb 
percentage determination was using the following formula 
(Mtibaa et al., 2019):

𝑀𝑀𝑀𝑀𝑒𝑒𝑒𝑒𝑡𝑡𝑡𝑡𝑀𝑀𝑀𝑀𝑡𝑡𝑡𝑡 (%) = ��−2.51 ×
𝐴𝐴𝐴𝐴572
𝐴𝐴𝐴𝐴525

� + �0.777 ×
𝐴𝐴𝐴𝐴565
𝐴𝐴𝐴𝐴525

� + �0.8 ×
𝐴𝐴𝐴𝐴545
𝐴𝐴𝐴𝐴525

� + 1.098� × 100 

 
In the formula, the term A alongside a number de-

notes the absorbance and wavelength.

Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) value
The determination of TBARS was according to Eymard 

et al. (2005) and Mtibaa et al. (2019). A sample of the ground 
beef patty (0.12 to 0.18 g) was placed in a tube containing 1 
mL of 50 g/L trichloroacetic acid and 6 µL of 1 g/L BHT and 
then mixed for 1 min. The mixture was centrifuged at 1900 
xg for 10 min at 18 ºC, with the supernatant (250 µL) then 
added to 150 µL of 0.8 % thiobarbituric acid. This second 
mixture was incubated at 75 ºC for 30 min and kept at 4 ºC 
for 3 min. Two hundred microliters of each mixture were 
placed in one well of a 96-well plate (Costar® 3595, Corning 
Incorporated, NY, USA). The absorbance was read at 532 nm 
using the Cytation™ 3 microplate reader and Gen5™ software 
(Biotek Instruments Inc., Vermont, USA). The TBARS value 

was calculated using a calibration curve of malondialdehyde 
with a 239 µg/mL malondialdehyde stock solution and the 
results were expressed as µg TBARS/g of meat. For this assay, 
the malondialdehyde was obtained from the degradation 
of 1,1,3,3-tetraethoxypropane, which was induced by their 
exposition to 0.1 N hydrochloric acid under a boiling water 
bath.

Data analysis
The antioxidant IC50 values of the BHT and quercetin 

were analyzed using an unpaired t test, using the GraphPad 
Prism 5 software (San Diego, CA, USA). For the combination 
analyses using the Chou Talalay theory, the conformity of the 
data with the mass-action law was evaluated using the linear 
correlation coefficient (r) of the median effect plot, where an r 
value > 0.95 was considered an acceptable conformity (Chou, 
2006). All these analyses and isobolograms were performed 
using the Compusyn software (Chou and Martin, 2005). Data 
with effects of ≥ 1.0 were not included in the analyses becau-
se the Compusyn software cannot compute values with this 
level.

For the isobole method, the statistical comparison 
of the Zadd and Zexp values alongside the γ index defined 
the interaction as a synergism (γ index < 1.0 and P < 0.05), 
additivity (γ index close to 1.0 and P > 0.05), or antagonism 
(γ index > 1.0 and P < 0.05) (Alonso-Castro et al., 2017). These 
statistical analyses were performed using the GraphPad 
Prism 5 software (San Diego, CA, USA).

The presentation of color, antioxidant capacity, Me-
tMb, and TBARS data are as both the mean and standard 
deviation. The analysis of C, V, B, Q, and BQ group values were 
using a two-way ANOVA with a Bonferroni post-test, using 
the GraphPad Prism 5 software (San Diego, CA, USA). For all 
the statistical analyses, a P value of < 0.05 was considered 
statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION
Antioxidant activity

Calculated via the GraphPad or Compusyn software, 
the respective antioxidant IC50 values for quercetin and BHT 
were 89.7 ± 4.3 and 171.7 ± 8.2 µg/mL (nine points per curve, 
N= 5) or 50.2 and 139.4 µg/mL (eight points per curve, N= 
5), respectively. Our evaluations showed that quercetin pre-
sents a higher antioxidant activity level than BHT (P <0.0001), 
a finding also observed in previous individual evaluations 
of the action of both compounds against the DPPH radical 
(Popovic-Milenkovic et al., 2014; Singh et al., 2018). However, 
the IC50 values obtained in the present study were higher 
than those reported previously (Popovic-Milenkovic et al., 
2014; Singh et al., 2018), a difference due to some technical 
conditions, such as a lower DPPH concentration, different 
reaction medium, and the absence of a validation procedure 
for the antioxidant assay (Martinez-Morales et al., 2020), 
unlike that used in our study. Given the use of a new anti-
oxidant assay, Table 1 shows the results obtained from the 
analytical validation, which measured the quercetin antioxi-
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dant activity against the DPPH radical. In order to complete 
the validation process, we carried out identification tests 
with the reflectance spectra of the samples, modifying the 
spectra record by means of a color change (Figure 1). All the 
validation and identification tests results were within the 
acceptability criteria stipulated by the FDA and International 
Conference on Harmonization (ICH) guidelines (ICH, 2005; 
US Department of Health and Human Services et al., 2018), 
except the stability results for the high QC samples stored 
at -18 ºC for 24 h. For this reason, the preparation of stock, 
standard solutions and experimental samples were on the 
same day they of the assays. For quantitative determinations, 
the application of the guidelines described by the FDA and 
ICH guarantees the reliability and strict control on the results, 
as well as the suitability, accuracy, and reproducibility of the 
assay (Gonzalez-Rivera et al., 2019).

Antioxidant interaction outcomes
To our knowledge, there are no previous reports 

presenting an evaluation of the antioxidant interactions bet-
ween BHT and quercetin. The antioxidant IC50 values for the 
3:1, 1:1, 1:3, 1:5, and 1:10 BQ combinations were 97.1, 83.4, 
63.1, 43.7, and 50.2 µg/mL, respectively (six points per curve, 
N= 5). Table 2 and Figure 2 show the data and isobolograms 

Table 1. Complete validation of the DPPH radical inhibition (%) assay with 
quercetin 
Table 1. Validación completa del ensayo de la inhibición del radical DPPH 
con quercetina

Parameter Value

Calibration curve (N= 6)

Range (µg/mL quercetin) 12-125

Calibration model Second order polynomial rela-
tionship

R2 value 0.9954 ± 0.0032

Accuracy (%) of calibrators 99.0 ± 8.2

LLOQ (12 µg/mL, N= 6)

Accuracy (%) 98.3 ± 16.4

Precision (%CV) 16.7

Blank sample (0 µg/mL quercetin plus 450 µmol/L DPPH radical, N= 6)

Accuracy (%) The value is not calculable

Precision (%CV) of the ΔRG (%) values 11.5

Accuracy of QC samples (%, N= 6)

Within day evaluation

Low QC 92.8 ± 12.3

Middle QC 88.7 ± 2.9

High QC 102.3 ± 3.7

Between day evaluation

Low QC 95.7 ± 10.3

Middle QC 89.7 ± 4.0

High QC 99.7 ± 4.9

Precision of QC samples (%CV, N= 6)

Within day evaluation

Low QC 13.4

Middle QC 3.6

High QC 3.6

Between day evaluation

Low QC 14.2

Middle QC 6.1

High QC 4.7

Stability of QC samples under different conditions (%, N= 5)

At room temperature (45 min)

Low QC 97.3 ± 2.5

High QC 89.0 ± 3.7

On the vial insert (15 min)

Low QC 97.6 ± 1.7

High QC 95.5 ± 7.8

Storage at –18 ºC (24 h)

Low QC 87.2 ± 0.8

High QC 53.4 ± 4.1

Each value is the mean ± standard deviation or percentage of coefficient of 
variation (%CV). DPPH: 2,2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl; LLOQ: lower limit of 
quantification; QC: quality control.

Figure 1. Representative reflectance spectra for the two blank samples (a): 
sample solvent plus 0 µmol/L DPPH radical (s0) and sample solvent plus 
460 µmol/L DPPH radical (s460). Furthermore, the spectra records for the 
LLOQ and lower (L), middle (M) and high (H) QC samples are shown (b). 
DPPH: 2,2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl; LLOQ: lower limit of quantification; 
QC: quality control.
Figura 1. Espectros de reflectancia representativos para las dos muestras 
de blancos (a): solvente de la muestra más radical DPPH 0 µmol/L (s0) y 
solvente de la muestra más radical DPPH 460 µmol/L (s460). Además, los 
registros de los espectros para el LLOQ y QC bajo (L), medio (M) y alto (H) 
son mostrados (b). DPPH: 2,2′-difenil-1-picrilhidrazilo; LLOQ: limite más bajo 
de cuantificación; QC: control de calidad.
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obtained from the interaction experiments conducted on the 
compounds. Our experiments revealed that the 1:5 BQ com-
bination was the only combination that produced a synergis-
tic interaction at the three levels of effects (30, 50, and 90 %). 
This interaction was determined using the Chou-Talalay and 
isobole methods, as well as a moderate level of synergy esta-
blished by the Chou-Talalay theory. Consequently, we used 
this ratio for the utility evaluation of the BQ combination for 
beef patties preservation. On the other hand, the 3:1, 1:1, 1:3, 
and 1:10 BQ combinations presented, respectively, a nearly 
additive, slight antagonistic, nearly additive, and nearly 
additive effect, according to the Chou-Talalay method, while 
an antagonistic, additive, additive, and additive effect pre-
sented for the same combinations, respectively, according 
to the isobole method (Table 2 and Figure 2). To confirm our 
results, we used a second recognized methodology, such as 
the isobole method, since an unacceptable conformity of the 
data with the mass-action law was evident in the majority of 
the combinations when applying the Chou-Talalay approach, 
with the interpretation of both methods showing minor dis-
crepancies.

Shelf-life of beef patties
Before discussing the effects of the combination se-

lected on food evaluations, it is important to note that the 
1:5 BQ combination contains much lower amounts of BHT 
and quercetin than the individual concentration of each 
compound, due to the synergism found in this combination. 
The meat quality parameters evaluated in beef patties at day 

Tabla 2. Evaluación de las interacciones antioxidantes entre BHT y querce-
tina (BQ).
Table 2. Evaluation of the antioxidant interactions between BHT and 
quercetin (BQ).

Chou-Talalay 
method Isobole method

Sample waCI r value Zadd 
(µg/mL)

Zexp 
(µg/mL) γ value P 

value

BQ 3:1 1.001 0.9361 111.5 ± 
2.4

122.0 ± 
6.3 1.091 0.0081

BQ 1:1 1.125 0.9479 90.9 ± 3.8 95.2 ± 
2.8 1.045 0.0761

BQ 1:3 1.051 0.9555 76.9 ± 4.6 73.9 ± 
4.0 0.959 0.3064

BQ 1:5 0.774 0.9007 73.1 ± 4.8 64.0 ± 
3.2 0.874 0.0075

BQ 1:10 0.936 0.9032 69.9 ± 4.9 70.4 ± 
2.0 1.006 0.8571

For the Chou-Talalay or isobole method, BHT and quercetin concentra-
tions ranged from 7.6 to 967.2 and 3.1 to 397.8 µg/mL (eight points per 
compound, N= 5) or from 7.6 to 1488.0 and 3.1 to 612.0 µg/mL (nine points 
per compound, N= 5), respectively. For both methods, a range of concen-
trations from 14.8 to 472.8, 8.3 to 267.0, 7.9 to 252.4, 6.7 to 215.6, and 6.1 to 
196.7 µg/mL were used for the 3:1, 1:1, 1:3, 1:5, and 1:10 combinations (six 
points per combination, N= 5), respectively. For each comparison between 
the Zadd and Zexp value, their P value is shown in the latest column of the 
table. γ: interaction index; BHT: butylated hydroxytoluene; waCI: weighted 
average combination index.

Figure 2. Isobolograms for the 30 % (blue), 50 % (red), and 90 % (green) 
free radical inhibition induced by the butylated hydroxytoluene and quer-
cetin combination at 3:1 (a), 1:1 (b), 1:3 (c), 1:5 (d), and 1:10 (e). A: butylated 
hydroxytoluene; B: quercetin.
Figura 2. Isobologramas para el 30 % (azul), 50 % (rojo) y 90 % (verde) de 
inhibición del radical libre inducido por la combinación de hidroxitolueno 
butilado y quercetina 3:1 (a), 1:1 (b), 1:3 (c), 1:5 (d) y 1:10 (e). A: hidroxitolue-
no butilado; B: quercetina.

0 and 1 did not show significant changes between them (P > 
0.05, Figure 3 and 4). Meanwhile, a decay of the parameters 
in beef patties was observed at day 10, in comparison with 
the data obtained at day 0 and 1 (P < 0.05, Figure 3 and 4), 
which was produced by the quality deterioration in meat 
products during their storage (Mtibaa et al., 2019). For the 
present experiments, the period of refrigeration was close 
to the shelf-life required to distribute the meat products to 
retail outlets (Kapetanakou et al., 2020). However, three para-
meters did not show a significant deterioration through the 
time as described in detail below. 

Color improvement
The lightness, redness, and yellowness of the meat 

decrease as refrigeration time continues (Gallego et al., 
2015). While after ten days of storage at 4 ºC, the lightness of 
the beef patty showed no modification by any supplemen-
tation (P >0.05 for all groups at any time, N= 7, Figure 3a), 
the redness and yellowness of the meat added with the BHT, 
quercetin, or BQ combination was more intensive than that 
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found in the non-supplemented patty or that treated with 
vehicle alone (N= 7, Figure 3b and c). Moreover, the quercetin 
produced more intense redness than the other supplements 
and prevented the deterioration in redness through time (P 
> 0.05 for Q groups on day 0, 1, and 10).

Redness is the most important color parameter for 
the evaluation of meat oxidation and a key predictor for 
the acceptability of a meat product to consumers (Gallego 
et al., 2015). In line with our data, information presented by 
previous studies shows that BHT added to meat is capable of 
producing either higher L*, a*, and b* values, or solely higher 
a* values, than those observed in non-supplemented ground 
beef, when stored at 4 ºC for seven or eight days (Kim et al., 
2013; Cantú-Valdéz et al., 2020). Similarly, quercetin is able to 
produce improved redness and yellowness in beef patties, 

unlike those made from non-supplemented meat, when 
stored at 2 ºC for nine days (Bekhit et al., 2003).

Antioxidant ability and inhibition of the protein and lipid 
oxidation

The meat added with the individual or combined 
compounds, showed a significant antioxidant capacity and 
lower MetMb and TBARS content than those values obtained 
from the non-supplemented meats, or those treated with 
vehicle solely after ten days of refrigeration (N= 7, Figure 
4). However, the meat treated with vehicle also presented a 
beneficial effect against the presence of TBARS.

The undesirable discoloration of meat during storage 
is largely due to myoglobin oxidation and MetMb formation 
(Mtibaa et al., 2019). Moreover, the percentage of MetMb is 

Figure 3. Lightness (a), redness (b), and yellowness (c) of the following 
groups studied: non-added meat (white bar) or added with the vehicle 
(black bar), butylated hydroxytoluene (gray bar), quercetin (brown bar), 
or combination (orange bar). *P value of < 0.05 versus V for redness and < 
0.05 versus C for yellowness. **P value of < 0.001 versus C and V, and < 0.05 
versus B and BQ.
Figura 3. Luminosidad (a) y abundancia del color rojo (b) y amarillo (c) de 
los siguientes grupos estudiados: carne no adicionada (barra blanca) o 
adicionada con el vehículo (barra negra), hidroxitolueno butilado (barra 
gris), quercetina (barra café) o combinación (barra anaranjada). *Valor de 
P de < 0.05 versus V para abundancia del color rojo y < 0.05 versus C para 
abundancia del color amarillo. **Valor de P de < 0.001 versus C y V, y < 0.05 
versus B y BQ.

Figure 4. Antioxidant capacity (a), metmyoglobin (MetMb) content (b), 
and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (c), found in samples 
obtained from the non-added meat (white bar) or added with the vehicle 
(black bar), butylated hydroxytoluene (gray bar), quercetin (brown bar), 
or the combination selected (orange bar). $P value of < 0.001 versus C. *P 
value of < 0.001 versus C and < 0.05 versus V. **P value of < 0.001 versus C 
and V.
Figura 4. Capacidad antioxidante (a), contenido de metamioglobina (Me-
tMb) (b) y sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (c) encontrados en las 
muestras obtenidas de la carne no adicionada (barra blanca) o adicionada 
con el vehículo (barra negra), hidroxitolueno butilado (barra gris), quer-
cetina (barra café) o combinación seleccionada (barra anaranjada). $Valor 
de P de < 0.001 versus C. *Valor de P de < 0.001 versus C y < 0.05 versus V. 
**Valor de P de < 0.001 versus C y V.
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a significant variable given that consumers reject meat pro-
ducts with levels higher than 40 % (Mtibaa et al., 2019). The 
1:5 BQ combination produced a level of < 40 % MetMb in the 
ground beef patties, as did the BHT or quercetin treatments 
after ten days of storage (Figure 4b). As quercetin and BHT 
are free radical scavengers, they directly inhibited protein 
oxidation due to their antioxidant properties (Mtibaa et al., 
2019). Previous studies have shown that BHT or quercetin 
maintain lower percentages of MetMb in beef than those 
observed in non-supplemented meat for up to ten or nine 
days of refrigeration, respectively. However, the effect of the 
quercetin was reversed after the ninth day of storage (Bekhit 
et al., 2003; Mtibaa et al., 2019), due to the method used to 
add quercetin to the meat, thus influencing the performance 
of this antioxidant (Bekhit et al., 2003; Bekhit et al., 2004).

Hydrogen atom transfer and single electron transfer 
reactions, which are the most important pathways via which 
an antioxidant can scavenge free radicals, are solvent and pH 
dependent, and in this case, our solvent for quercetin was 
different to the study of Borgohain et al. (2015). The fore-
going study prepared quercetin in deionized water with an 
adjusted pH of 6.8, adding it at a ratio of 111.1 mL/kg of meat 
(Bekhit et al., 2003), while the present study prepared querce-
tin in food grade EVO, adding it at a ratio of 20 mL/kg meat. 
Thus, the food grade EVO was an appropriate medium for the 
antioxidant function of quercetin, and its use as a solvent was 
to obtain a homogeneous suspension of quercetin, as it is in-
soluble and precipitates rapidly in water at the concentration 
and volume used in the present study. 

Because of the radical scavenger effects of the com-
pounds tested, the meat antioxidant capacity presented 
by the 1:5 BQ combination was superior to that found in 
the non-supplemented meat, where this variable closely 
resembled the capacity produced by each compound when 
administered independently at high concentrations (Figure 
4a). Moreover, the presence of BHT, quercetin or combination 
avoided the deterioration of the antioxidant ability in beef 
patties through time (P > 0.05 for B, Q and BQ groups on day 
0, 1 and 10). A previous study found that BHT administered 
at 100 mg/kg did not produce a high antioxidant capacity 
in the ground meat, compared to that observed in the non-
supplemented meat, after seven days of storage at 4 ºC 
(Cantú-Valdéz et al., 2020). However, said study added BHT in 
a dry form to the meat. As explained above, for the quercetin 
treated samples, the EVO (solvent) was also an appropriate 
medium for the performance of the BHT antioxidant activity 
(Borgohain et al., 2015). We were unable to find, in the lite-
rature, a report of an evaluation of the antioxidant capacity 
of ground meat or patties supplemented with quercetin. Our 
data shows an increase in the capacity of the meat to resist 
oxidative processes by the BQ mixture, a finding confirmed 
by our protein oxidation evaluation (MetMb content).

The TBARS results obtained supports the protection 
provided to ground beef patties by the 1:5 BQ combination 
against lipid oxidation (Figure 4c). TBARS levels increase 
during storage, since they are reactive aldehydes produced 

by lipid peroxidation of polyunsaturated fatty acids in meat 
(Mtibaa et al., 2019). The vehicle used in the present study, 
EVO, played a role in the reduction of TBARS levels in the B, 
Q, and BQ samples (Figure 4c), which may be due to the EVO 
antioxidant properties (Borges et al., 2019), although the 
meat antioxidant capacity induced via EVO was not found 
to be significant (Figure 4a). Nevertheless, the antioxidant 
synergism of the mixture tested (BQ group) produced a 
greater reduction of TBARS than that observed for the ve-
hicle (Figure 4c). Prior data shows that the addition of BHT 
reduces or does not affect TBARS content in meat stored 
at 4 ºC for seven-eight days (Gallego et al., 2015; Mtibaa et 
al., 2019). Also, quercetin was not observed to significantly 
modify TBARS levels in meat over nine days of storage at 2 ºC 
(Bekhit et al., 2003), findings similar to those observed for the 
non-supplemented meats.

Limitation of the study
Despite in the present study we evaluated important 

meat quality parameters for beef patties, including key 
predictors for the acceptability of a meat product by consu-
mers, such as the redness and MetMb levels (Gallego et al., 
2015; Mtibaa et al., 2019), it is clear that further studies are 
necessary to increase the actual evidence, such as sensory 
evaluations. Nevertheless, the present study is the beginning 
for the use of synergistic combinations of antioxidants to 
preserve meat products.

CONCLUSIONS
For the first time, our study shows that the use of a 

1:5 BQ combination (5.2 mg/kg of BHT plus 26.0 mg/kg of 
quercetin) was an effective, simple, and available method for 
the preservation of beef patties. Since this strategy produ-
ced a synergistic antioxidant interaction between BHT and 
quercetin, it in turn improved color, levels of protein and lipid 
oxidation, and antioxidant capacity of the beef patties. These 
beneficial changes were possible to achieve with a simple 
combination of these preservatives that are available in the 
actual market and consequently, the individual use of high 
concentrations of BHT and quercetin by the meat industry 
can be substitute for their synergistic combination.
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RESUMEN
El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia 

de mastitis subclínica en ganado de doble propósito en pas-
toreo a través de microbiología en leche y su asociación con 
niveles séricos de las vitaminas E y A en un ejido de la región 
central del estado de Sonora, México, en verano donde las 
temperaturas rebasan los 40°C. Se analizaron 504 muestras 
de leche correspondientes a los cuatro cuartos de 126 vacas 
para cultivo microbiológico: pruebas de catalasa, coagulasa 
y oxidasa. La sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos 
fue por el método de Kirby-Bauer. Las vitaminas A y E fueron 
analizadas por HPLC. El índice de temperatura y humedad 
relativa se midió relacionando temperatura ambiente y 
humedad relativa. Se encontró una prevalencia del 65.80% 
y especies Gram positivos en racimos, coagulasa y catalasa 
positiva; oxidasa negativa que suponen del género Staphylo-
coccus sp. La ceftriaxona fue el antibiótico al que mostraron 
resistencia. Los valores séricos de vitamina A (0.59µmol/L) y 
E (5.58 µmol/L) fueron menores a los normales y no corre-
lacionados (P>0.05) con mastitis. Los animales mostraron 
estrés calórico moderado (THI ≥80). Se encontró una alta 
prevalencia de mastitis subclínica no asociada a las vitaminas 
y deficiencias de las vitaminas E y A 
Palabras clave: Mastitis, Vitamina A, Vitamina E, Microbiolo-
gía de la leche, Verano.

SUMMARY
The objective of this study was to determine the 

prevalence of subclinical mastitis in dual-purpose cattle 
under grazing conditions through milk microbiology, and 
its association with serum levels of vitamins E and A in 
ranches located in the central region of Sonora México, 
during the summer where temperatures exceed 40 ° C. Milk 
samples were collected from the four quarters of 126 cows, 
for microbiological culture, including evaluation of catalase, 
coagulase, and oxidase activity. The isolates were tested for 
antimicrobial sensitivity by the Kirby-Bauer method (disk-dif-
fusion on agar). Vitamin A and E were analyzed by HPLC. Tem-
perature and relative humidity index (THI) were measured by 
relating ambient temperature and relative humidity. Mastitis 

prevalence was 65.80%, and the presence of Gram-positive 
species in clusters, coagulase and catalase-positive and ox-
idase negative, suggests the presence of Staphylococcus sp. 
Furthermore, the highest resistance found was against the 
ceftriaxone antibiotic. Serum values of vitamin A and E, 0.59 
and 5.58 µmol/L respectively, were lower than normal values, 
and did not correlate with mastitis. The animals were under 
moderate heat stress (THI ≥80). We conclude a high preva-
lence of subclinical mastitis not associated with vitamins and 
deficiencies of vitamins E and A in summer.
Keywords: Mastitis, Vitamin A, Vitamin E, Milk Microbiology, 
Summer.

INTRODUCCIÓN
La mastitis es una enfermedad que afecta la salud 

de las vacas, como consecuencia la producción y calidad de 
leche se ven gravemente disminuidas (Srednik et al., 2015). 
Esta patología genera grandes pérdidas económicas para los 
productores de leche, debido a que aumentan los costos de 
tratamiento, llegando en ocasiones al sacrificio prematuro del 
ganado infectado (Duarte et al., 2015). La mastitis clínica se 
caracteriza por presentar cambios exteriores como inflama-
ción de la ubre aspecto y consistencia de la leche producida, 
de ahí que la mayoría de los productores se centren en ésta. 
Sin embargo, también puede ocurrir sin cambios exteriores 
en la ubre que indiquen alguna anomalía y a esto se le cono-
ce como mastitis subclínica (Blowey y Edmondson, 2010). La 
presencia de mastitis puede deberse a diversos factores que 
van desde la zona geográfica, el clima, periodos de sequía, 
fuga de leche, nutrición, higiene, entre otros (Olivares-Perez 
et al., 2015). 

Dentro de los factores antes mencionados, la nutri-
ción puede influir en la resistencia de la vaca a la mastitis. 
Las vacas con balance energético negativo tienen un mayor 
riesgo de desarrollar cetosis, y este trastorno metabólico 
favorece hasta dos veces en el riesgo de presentar mastitis 
clínica (Noro y Barboza, 2012). Además, las deficiencias de 
ciertos micro minerales y de las vitaminas E y A pueden au-
mentar el riesgo de padecer esta enfermedad, ya que estas 
biomoléculas están relacionadas con mastitis. Las vitaminas 
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A y E son conocidas por su función como antioxidante y en 
el sistema inmune (Sordillo, 2016). Estudios indican el papel 
antioxidante de estas vitaminas durante la mastitis además 
que mejoran la capacidad bactericida de los neutrófilos po-
limorfonucleares, que son la primera línea de defensa frente 
a los patógenos que producen la mastitis (Dey et al., 2019; 
Damarany, 2021). Reportes han mencionado que la prevalen-
cia de la mastitis está relacionada con el estado nutricional 
de la vitamina E y selenio en el ganado lechero, ya sea por 
deficiencia de estos micronutrimentos en los pastos donde 
es criado el ganado lechero o porque el alimento no cubre 
los requerimientos (Smith et al., 1997; O’Rourke, 2009; Dama-
rany, 2021). De ahí que, uno de los puntos para mantener un 
estado saludable en el ganado lechero es tener un programa 
nutricional balanceado. 

Por otro lado, en el ejido donde se realizó este estudio 
mantiene a sus animales bajo el sistema productivo extensi-
vo, por lo que la disponibilidad de pasto y la calidad de éste 
depende de las condiciones de temperatura, lluvias y suelo 
en la cual se encuentren (Lauridsen y Jensen, 2005). Lo ante-
rior, puede contribuir a que ocurra una deficiencia de las vita-
minas E y A, y que se relacionan con la mastitis. Así mismo, en 
esta región se registran temperaturas máximas de hasta 45°C 
durante la época de verano, periodos en los cuales el alimen-
to principal del ganado es la pastura y pierde sus nutrientes 
esenciales como los β-carotenos y tocoferoles. Aunado a ello, 
el ganado puede estar sometido a estrés por calor en esta 
época, lo que provoca que el consumo de alimento dismi-
nuya, esto ocasiona que la vaca entre en balance energético 
negativo y su estatus oxidativo sea afectado, siendo éste un 
factor relacionado con la prevalencia de mastitis (Thompson 
y Dahl, 2012; Hammami et al., 2013; Vitali et al., 2016; Gernand 
et al., 2019). Jingar et al. ( 2014) reportaron un aumento de las 
incidencias mastitis en relación con el aumento del índice de 
temperatura y humedad relativa (THI por sus siglas en inglés) 
para vacas lecheras en climas cálidos en la India. Un estudio 
más reciente, reportó que valores THI ≥79 fueron asociados 
con alta incidencia de mastitis clínica en vacas primíparas y 
que el mes de Julio fue el que mostró el mayor efecto en la 
incidencia de mastitis (Vitali et al., 2016)

Adicionalmente, la presencia de agentes microbio-
lógicos de origen bacteriano, asociados a la mastitis están 
asociados a Staphylococcus coagulasa negativos (SCN), de-
sarrollando la infección intramamaria y la condición subclí-
nica los días posteriores al parto. Así mismo, Staphylococcus 
aureus (coagulasa positivo) y otros patógenos, también 
pueden ocasionar mastitis, pero en menor número de casos 
reportados (De Vliegher et al., 2012). Otro grupo de bacterias, 
comúnmente aislados en casos de mastitis, son los denomi-
nados Coliformes como: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, 
entre otros (Oliver et al., 2011). Escherichia coli es un microor-
ganismo oportunista ambiental que, en la mayoría de los 
casos, suele causar infecciones intramamarias transitorias en 
las vacas, así como infecciones intramamarias persistentes 
(Fairbrother et al., 2015). Los agentes microbiológicos tam-
bién pueden ser afectado por las temperaturas ambientales 

como las descritas anteriormente que se presentan en la 
región donde se realizó el estudio de diagnóstico. De ahí que 
el objetivo de este trabajo fue determinar la prevalencia de 
mastitis subclínica en ganado de doble propósito en pasto-
reo a través de microbiología en leche y su asociación con 
niveles séricos de las vitaminas E y A en un ejido localizado en 
la región central estado de Sonora, México durante el verano 
donde las temperaturas rebasan los 40°C.

MATERIALES Y MÉTODOS
Área de estudio

El estudio se llevó a cabo en un ejido de la región cen-
tral del estado de Sonora, México, localizado a una longitud 
de 28º 53› 44›› y latitud de -110º 14' 53". Esta comunidad, está 
compuesta por pequeños productores, donde el sistema de 
alimentación se basa en el pastoreo extensivo. 

El ejido cuenta con 13 pequeños productores de ga-
nado bovino de doble propósito con un total 356 vacas de 
ordeña. Se realizó la estimación de la media poblacional con 
un muestreo aleatorio simple de 5 ranchos con una n=126 
vacas que se encontraban en ordeña durante el verano. A las 
126 vacas se les realizaron la prueba de campo California y 
análisis microbiológicos en la leche para detectar la mastitis 
subclínica y la prueba sensibilidad a antibióticos. La preva-
lencia de mastitis se calculó mediante el porcentaje de vacas 
infectadas, dividido entre el número total de vacas analizadas 
por 100.

Para el análisis serológico de vitaminas E y A, se mues-
trearon 25 vacas sanas y 35 con mastitis subclínica. 

La recolección de las muestras de leche y sangre se 
realizaron dentro de las directrices oficiales mexicanas de la 
Norma oficial Mexicana NOM-EM-051-ZOO-1995 que involu-
cran el manejo de animales y el cuidado de éstos. 

Detección de mastitis 
La colecta de muestra de leche se tomó descartando 

los primeros mililitros de leche (despunte) para minimizar la 
contaminación y eliminar la microbiota que normalmente 
se encuentra en cisterna y orificio del pezón. La ubre y el 
pezón se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.1% y se 
secaron cada cuarto con una toalla de papel individual. La 
limpieza y el muestreo de los pezones se realizaron en el sitio 
de ordeña para la prueba de campo California y para análisis 
microbiológico. 

Prueba de California. La prueba de California consistió en 
agregar aproximadamente 4-5 mL de leche aproximadamen-
te de cada pezón, a cada uno de los cuatro depósitos de la 
paleta, cuidando la ubicación de cada depósito respecto a la 
posición de cada pezón. Posteriormente se agregó el reacti-
vo de California (arilalquilsulfonato de sodio Diagmastin de 
Sanfer®) en la misma proporción que la leche (4-5 mL aproxi-
madamente) y se movió la paleta en forma de círculos para 
mezclar ambos componentes. La prueba positiva se da por la 
formación de un conglomerado gelatinoso visible a simple 
vista (Bedolla et al., 2007; Zuluaga et al., 2010).
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Análisis Microbiológico. Una vez desinfectados los pezones 
la muestra se obtuvo directamente de la ubre de los animales. 
Se ordeñaron aproximadamente 100 mL de leche y se empa-
caron en bolsas estériles whirlpak (NASCO, Fort Atkinson, WI 
USA). Las muestras se transportaron en hielo a 4-10 oC a las 
instalaciones de CIAD, A.C en Hermosillo, Sonora, México, en 
aproximadamente 1 h 30 minutos. 

Una vez en el laboratorio, de cada muestra se tomaron 
10 µL de leche, para inocular placas de agar sangre Difco® al 
5% y placas de agar Baird-Parker Difco®. Las placas inocula-
das se incubaron (37 °C por 24-48 h) en aerobiosis en una 
estufa de cultivo Mod E Riossa. Las colonias que se desarro-
llaron en los medios de cultivo, producto del crecimiento 
bacteriano, fueron resembradas en agar nutritivo Difco® para 
su aislamiento y obtención de cultivo puro, a las condiciones 
anteriormente descritas. A cada colonia obtenida se le realizó 
las pruebas de oxidasa, coagulasa, catalasa y tinción Gram 
para la clasificación de género (Forbes, 2009).

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana
Para establecer el antibiótico más adecuado se realiza-

ron pruebas de sensibilidad antimicrobiana que a continua-
ción se describen. 
Técnica de disco-difusión en agar. Se realizó un antibiogra-
ma a cada una de las cepas aisladas de las muestras de leche, 
utilizando como cepa control E. coli ATCC 25922, teniendo 
como resultado los patrones de resistencia a antimicrobia-
nos, mediante la Técnica de Kirby-Bauer (Ituarte-Robles y 
Bracamonte-Mendoza, 2015). Los antibióticos utilizados se 
muestran en la Tabla 1.
Preparación del inóculo. Para la preparación del inóculo 
bacteriano, las colonias seleccionadas fueron transferidas 
al agar nutritivo (Difco®) se incubaron a 37°C 24-48 h. Se 
estandarizó el inóculo bacteriano utilizando las colonias 
completamente aisladas del cultivo previo en agar nutriti-
vo. La preparación del inóculo se hizo en 5 mL de solución 
salina al 0.85 %, y se igualó a la turbidez del estándar Núm. 
0.5 del nefelómetro de McFarland (1.5x108 cel/mL) (Ituarte-
Robles y Bracamonte-Mendoza, 2015). Esta técnica se realizó 

usando agar Mueller Hinton Difco®. El inóculo estandarizado 
se sembró masivamente por toda la placa con la ayuda de 
un hisopo estéril. Se colocaron los discos de antibióticos, 
máximo 4 discos por cada placa. Se incubó a 37 °C de 18 a 
20 h en aerobiosis. Posterior a la incubación se procedió a 
medir (mm) los halos (diámetro) de inhibición, con el fin de 
obtener la relación de sensibilidad antibacteriana para cada 
antibiótico. Las lecturas se compararon con las tablas con los 
rangos de las tablas prestablecidas de la casa comercial del 
antibiótico marca BD BBL. 

Determinación sérica de vitamina E y A
La extracción de vitamina E y A en suero de la sangre 

extraída de la vena yugular de los animales, se hizo siguiendo 
el método reportado por Hess et al. (1991). Brevemente, a 400 
µL de suero se la adicionaron 400 µLde etanol y se agitaron 
usando un vortex por 10 segundos posteriormente se adi-
cionaron 700 µL de hexano (con 0.025% de BHT) y agitaron 
por 10 min, y se centrifugaron por 5 min a 14000 rpm, la capa 
de hexano se removió y se dejó evaporar. Posteriormente, se 
reconstituyeron adicionando 400 µL de la fase móvil meta-
nol-agua 90:1 y se agitaron por 5 min antes de inyectarse la 
muestra en HPLC. Las condiciones cromatográficas fueron 
las siguientes: Los sobrenadantes obtenidos en las extrac-
ciones, se filtraron (filtro 0.2 µmol) e inyectaron a un equipo 
HPLC (Thermo Scientific Accela 100114), con un detector 
UV-Visible, columna C-18 10 cm x 4.6 mm DI, 3µmol, loop 10 
µL y λ=290 nm, con una fase móvil 98%; 2% (metanol-agua). 
El cálculo de la concentración se realizó de acuerdo con el 
estándar el área bajo la curva (Hess et al., 1991). Los valores 
de vitaminas fueron reportados como µmol/L. Para vitamina 
E, se consideraron valores deficientes aquellos <6.96 µmol/L 
y normales valores entre 6.96 a 20.94 µmol/L. Para la vitami-
na A, se consideraron valores deficientes aquellos valores 
<0.872 µmol/L y normales valores entre 0.872 a 2.795 µmol/L 
(NRC, 2001).

Índice de temperatura y humedad (THI) 
El THI es una medida indirecta para evaluar el estrés 

calórico de los animales. El THI se determinó, con la ecuación 
descrita por Collier et al. (2012), en la cual T es la temperatura 
(°C) y HR es humedad relativa (%):

THI= (T-(0.55-(0.55*HR/100)*(T-58)

La temperatura ambiental y humedad relativa fueron 
obtenidas de los registros de la Estación Meteorológica 
EMA-26021-01 localizada a una latitud 28.8237, longitud 
-110.64286. Se estimó la relación del THI con el efecto del 
estrés por calor; si el resultado derivado de la ecuación fue 
menor o igual a 67 se consideró normal (no hay estrés por 
calor), si resultó entre 68 a 71 había un umbral de estrés, de 
72 a 79 era un estrés por calor de leve, de 80 a 89 se considera 
como estrés moderado y mayor o igual a 90 como estrés 
severo por calor extremo (Collier et al., 2012). 

Tabla 1. Antibióticos comerciales BD ® utilizados.
Table 1. Commercial BD ® antibiotics used.

Antibiótico Cantidad/disco (µg)

Fosfomicina (BD) 50

Cefalotina (BD) 30

Penicilina (BD) 10 U

Amoxicilina / A. Clavulánico (BD) 20/10

Ampicilina (BD) 10

Cefazolina (BD) 30

Ceftriaxona (BD) 30

Sulfametoxazol/trimetroprim (BD) 23.75/1.25

Tetraciclina (BD) 30

Eritromicina (BD) 15

Gentamicina (BD) 10
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Diseño experimental y análisis estadístico
La prevalencia subclínica de mastitis fue reportada 

como el porcentaje de vacas positivas del total del hato 
muestreado, entendiéndose por vaca positiva aquellas que 
presentaron al menos una glándula positiva en la prueba de 
California y/o análisis microbiológico. Para estimar la propor-
ción de animales con niveles séricos normales y deficientes 
de las vitaminas E y A y su relación con el número de anima-
les sanos o con mastitis, se realizó la prueba de dependencia 
Ji-cuadrado. Así mismo, se compararon los valores medios de 
las vitaminas E y A entre vacas sanas y con mastitis, mediante 
la prueba de T para dos muestras independientes. Las me-
diciones de los halos de inhibición (mm) de los antibióticos 
fueron analizados mediante una ANOVA de una vía, y las 
medias fueron comparadas con la prueba Tukey-Kramer. Las 
significancias fueron consideradas a una probabilidad en el 
error de 0.05. Todos los análisis estadísticos se realizaron en el 
paquete estadístico NCSS versión 2007 (Hintze, 2007). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Del total de las 126 vacas estudiadas, se encontró que 

64 vacas presentaron mastitis subclínica detectada mediante 
la prueba california y 83 vacas por el análisis microbiológi-
co, lo que representa una prevalencia del 50.70% y 65.80% 
respectivamente. Estos porcentajes tan altos reflejan la 
necesidad de implementar métodos diagnósticos, así como 
un monitoreo constante de esta enfermedad, ya que común-
mente en esta zona ganadera no se realizan.

En estudio realizado en Pernambuco, Brasil, se em-
plearon tres métodos de detección para mastitis subclínica: 
conteo de células somáticas, Prueba de California y análisis 
microbiológico, encontrando una prevalencia de mastitis 
bovina del 63.3%. Además, en el mismo estudio, se estimó 
los porcentajes de mastitis de acuerdo con el tipo de ordeña 
(mecánica o manual), observándose una prevalencia 63.3% 
y 57.2% respectivamente, encontrando que en la ordeña 
mecánica hubo una mayor propagación de la enfermedad 
y esto podría deberse a que no hubo una limpieza correcta 
de la máquina de ordeño (Ruiz et al, 2011). A diferencia con 
nuestro estudio en donde la ordeña fue manual. 

Otros estudios que reportan prevalencias de mastitis 
en México, por ejemplo, en Tarímbaro, Michoacán, reportó un 
43.14% de prevalencia de mastitis (Figueroa y Cedeño, 2008). 
Otro estudio realizado en Santa Ana, Sonora, reportó una 
prevalencia del 18.30% para mastitis subclínica y 5.35% para 
mastitis clínica, un porcentaje menor que el encontrado en el 
presente estudio. La marcada diferencia entre la prevalencia 
del presente estudio y la encontrada en investigación previa 
en otra región de Sonora, se debe a que el estudio en Santa 
Ana, Sonora, solo se utilizó la prueba de California, que es una 
prueba de campo confiable pero cuando la enfermedad está 
en etapas tempranas aún no hay suficientes células somáti-
cas y por lo tanto, arroja un resultado negativo (Gerlach et al., 
2009). En cambio, el análisis microbiológico es más específico 
y sensible desde etapas tempranas de la enfermedad, como 
se vio reflejado en estos resultados.

Análisis microbiológico
En estudios realizados en Latinoamérica reportan que 

el género Corynebacterium sp, bacilo Gram positivo, es el 
de mayor prevalencia, seguido por Staphylococcus aureus y 
Streptoccocus sp., también con porcentaje considerable E. coli 
(Ruiz et al., 2011). En nuestro estudio se aprecia que el 92.5% 
de los aislamientos fueron cocos Gram positivos en racimos, 
catalasa positiva, oxidasa negativa, y coagulasa positiva, lo 
que hace suponer que pertenecen al género Staphylococcus 
sp., siendo muy pocos los cocos Gram positivos en cadena 
con un 4.5% y un 3% de bacilos Gram positivos. No se culti-
varon bacilos Gram negativo confirmando así, que la mastitis 
bovina en las vacas analizadas no es por la contaminación de 
heces en el establo ni por la manipulación de muestras, y sólo 
por agentes causales de la mastitis bovina en sí. Resultados 
similares fueron reportados en el cual identificaron S. aureus 
en mastitis clínica bovina y observaron que en las muestras 
de leche de mastitis clínica contagiosa los microrganismos 
aislados coagulasa positivos (CP) 85.2 % fueron mayor res-
pecto a coagulasa negativo (CN) 14.8% (Omara, 2017).

Sensibilidad antimicrobiana
En la tabla 2, se muestran los resultados de la sensi-

bilidad antimicrobiana que se realizó a las cepas aisladas de 
las muestras de leche de vacas mastíticas, como se observa 
a excepción de la ceftriaxona, todos los demás antibióticos 
muestran ser efectivos ante las cepas probadas en este tra-
bajo. 

Estos resultados muestran que los antibióticos fosfo-
micina, penicilina, ampicilina, amoxicilina/ácido clavulánico, 
cefalotina, cefalozina muestran una mejor acción contra los 
microorganismos causales de la mastitis bovina en lo hatos 
estudiados, seguidos por tetraciclina, eritromicina, gentami-
cina y sulfametoxazol/trimetroprim. Como anteriormente fue 
mencionado, el de menor eficiencia es la ceftriaxona al que 

Tabla 2. Media de halos de inhibición para cada de uno de los antibióticos 
analizados. 
Table 2. Mean of inhibition halos for each antibiotic analyzed.

Antibiótico 
Media de
Halo de 

Inhibición 
(mm) 

Error 
estándar Sensibilidad/

Resistencia 

Fosfomicina 40a 0.57 S

Penicilina 39a 0.57 S

Ampicilina 38a 0.58 S

Amoxicilina / A. clavulánico 37a 0.57 S

Cefalotina 37a 0.57 S

Cefazolina 35a 0.58 S

Tetraciclina 28b 0.57 S

Eritromicina 28b 0.57 S

Gentamicina 27b 0.57 S

Sulfametoxazol/trimetroprim 26b 0.57 S

Ceftriaxona 21c 0.57 R

abc Medias con diferente letra, indican diferencia (P˂0.05). 
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se observó una mayor resistencia. El éxito de un tratamiento 
antibacteriano contra la mastitis bovina está determinado 
por una elección adecuada del antibiótico. Se recomiendan: 
ß-lactamicos, aminoglucósidos, lincosamidas, macrólidos, 
tetraciclina, trimetropim-sulfonamidas combinadas, y fluoro-
quinolonas (McDougall et al., 2014). 

En este estudio se incluyeron la mayoría de las familias 
de los antibióticos para evaluar la sensibilidad con las cepas 
obtenidas. No se sabe con certeza el nombre de las cepas 
analizadas, pero como se explicó anteriormente la mayoría 
presentaron características del género Staphylococcus sp. 
Hay estudios en Latinoamérica que demuestran alta resisten-
cia antimicrobiana de este género. En Brasil, se reportó que 
una resistencia de este género contra oxacilina que pertene-
ce a los betalactámicos, así como la penicilina, amoxicilina, 
ampicilina que se analizaron en este trabajo; sin embargo, no 
se reflejó esa resistencia encontrada en otras regiones, esto 
puede deberse a que las cepas no presentaron multi-resis-
tencia. Por otro lado, en ese estudio se observó que al utilizar 
otros antibióticos, por ejemplo, la asociación de Neomicina, 
Bacitracina y Tetraciclina, este género era inhibido por estos 
antibióticos, seguido por el Florfenicol (Brito et al., 2001). En 
este trabajo se encontró una gran diversidad genética en las 
cepas aisladas y como consecuencia, la resistencia y suscep-
tibilidad a los diferentes antibióticos.

Concentración sérica de vitamina E
La concentración sérica promedio de vitamina E du-

rante el verano fue de 5.58 µmol/L. Este valor se considera 
como deficientes, ya que los valores normales séricos de 
vitamina E para vacas lecheras son de 6.96 a 20.94 µmol/L. 
De acuerdo con la clasificación de la NRC (2001). El 38% de las 
vacas estaban sanas pero deficientes de vitamina E; un 25.3% 
eran sanas con valores normales de vitamina E; el 19.3% pre-
sentaron mastitis y fueron deficientes de esta vitamina y el 
17.3% presentaron la enfermedad y con valores normales. Al 
comparar estos porcentajes, no se encontró una asociación 
(P>0.05) entre el estado de salud de las vacas con respecto a 
la deficiencia o no de la vitamina E (Figura 1A). 

Los niveles séricos de vitamina E entre vacas sanas y 
con mastitis fueron similares (P>0.05) Figura 1B.

En un reporte previo, en el que se suplementó vita-
mina E en tres niveles concentraciones a vacas lecheras con 
mastitis, se encontró que en el grupo con la dieta más alta en 
vitamina E los casos de mastitis disminuyeron y los animales 
mostraron niveles séricos mayores a 6.98 µmol/L (Smith 
et al., 1997). Por otro lado, en otro estudio no encontraron 
efecto significativo al suplementar 1,610 mg de acetato 
RRR-α-tocoferil en la dieta, ya que no se mejoró la salud de 
la glándula mamaria ni otras enfermedades relacionadas 
(Waller et al., 2007). Por su parte, otro autor sugiere que vacas 
en periodo seco se le debe suplementar de 1000 a 3000 UI 
de vitamina E/día y a vacas lactando con 500 a 1000 UI de 
vitamina E/día; además que en establos con problemas de 
mastitis se debe suplementar hasta 3000 UI de vitamina E/
día para alcanzar niveles en sangre mayores a 6.98 µmol/L 

(Politis et al., 2012). Recientemente, un estudio comparó la 
suplementación de vitaminas de origen sintético el acetato 
de alfa tocoferil, y no se encontraron diferencias respecto al 
grupo testigo en cuanto a concentraciones >6.98 µmol/L en 
sangre. Sin embargo, las no suplementadas con vitaminas 
sintéticas presentaron más casos de mastitis y conteo de 
células somáticas (Johansson et al., 2014).

En otro estudio, se aplicó vía intramuscular una inyec-
ción de 3000 IU de acetato de RRR-α-tocoferil, y se observó 
que la concentración de vitamina E en suero fue 6.87 µmol/L, 
cercano a los valores normales (6.96-20.94 µmol/L). Sin em-
bargo, no encontraron asociación con mastitis (LeBlanc et 
al., 2004). Así mismo, cuando se aplicaron dos inyecciones 
de vitamina E en el período periparto (15 mL de acetato 
dl-α-tocoferil equivalente a 2100 mg en cada una de las 
inyecciones), no encontraron efecto significativo en cuanto 
a concentraciones en sangre, con valores por debajo de las 
normales y tampoco encontraron un efecto con respecto a la 
enfermedad de mastitis (Bourne et al., 2008). Los resultados 
anteriores son similares a los observados en el presente es-
tudio, sin asociación con la mastitis; sin embargo, los autores 
suplementaron la vitamina y en nuestro estudio no hubo 
suplementación. 

Otros autores, dividieron en dos grupos de vacas Hols-
tein de acuerdo con la infección mamaria durante el periodo 
periparto. Uno de ellos con infección mamaria y el otro sano; 
encontraron que vacas con mastitis presentaba valores más 
bajos de vitamina E en sangre respecto al grupo de a vacas 
sanas (Rezamand et al., 2007).

Como se puede observar, de acuerdo con reportes 
previos los requerimientos de vitamina E para ganado con 
mastitis y según la etapa fisiológica de la vaca no están bien 
establecidos tanto en la dieta como vía inyección intramus-
cular. Por lo que se requiere hacer más estudios al respecto. 

Concentración sérica de vitamina A
Las concentraciones séricas para vitamina A durante 

la época de verano fue de 0.59 ± 0.03 µmol/L, mostrando 

Figura 1. (A) Porcentajes de animales sanos y con mastitis que presentaron 
deficiencia o valores normales de vitamina E. (B) Valores medios de vitami-
na E en animales sanos y con mastitis durante el verano. N=60 (35 vacas 
con mastitis y 25 vacas sanas). Se consideran deficientes valores <6.96 
µmol/L y normales valores entre 6.96 a 20.94 µmol/L.
Figure1. (A) Percentages of healthy animals and with mastitis, presenting 
vitamin E deficiency or normal values. (B) Mean values of vitamin E in 
healthy animals and with mastitis during the summer. N = 60 (35 cows with 
mastitis and 25 healthy cows). Deficient values <6.96 µmol/L and normal 
values between 6.96 to 20.94 µmol/L are considered.
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deficiencia ya que el rango considerado normal según la NRC 
(2001) para ganado lechero es de 0.872-2.792 µmol/L . Según 
la clasificación del estado de salud de vacas para las concen-
traciones séricas de vitamina A en sangre, se encontró que: el 
54.7% de las vacas eran sanas, con deficiencias de vitamina 
A; el 8.7% eran vacas sanas con valores normales de vitamina 
E; el 29.3% tenían mastitis con deficiencia de vitamina A y 
el 7.3% presentaban mastitis y valores normales para esta 
vitamina. Tampoco se encontró asociación (P>0.05) entre la 
presencia de mastitis el ganado lechero y la concentración de 
vitamina A (Figura 2A).

Al comparar el grupo de vacas sanas contra las que 
tenían mastitis (Figura 2B), no se encontraron diferencias en 
los valores séricos de esta vitamina (P˃0.05).

Respecto a los valores encontrados en nuestro estu-

significativamente asociadas a la mastitis. En cuanto a las 
deficiencias de las vitaminas encontradas en nuestro estudio 
pueden estar relacionadas al estrés por calor, que promueve 
un aumento producción de especies reactivas de oxígeno y 
estas vitaminas se requieren en mayor medida para neutra-
lizar ese efecto (Abuelo y Hernández, 2019; Strickland et al., 
2021).

Índice de temperatura y humedad (THI)
La prevalencia alta encontrada en verano pudo ser de-

bido a que lo animales estuvieron sujetos a estrés por calor, 
ocasionado por las altas temperaturas que se presentaron 
en esta región de estudio durante el verano (superiores a 
42°C). Collier et al. (2012) reportaron que el estrés por calor 
se da cuando la temperatura ambiental y humedad relativa 
superan un THI (índice de temperatura humedad) ≥71. Esto 
provoca que el ganado reduzca la ingesta de comida, la 
producción de leche, la inmunidad, la tasa de concepción y 
aumenta la mortalidad, la presencia de células somáticas en 
la leche y mastitis en el ganado lechero. Los valores de THI 
estimados para la época de verano se muestran en la Figura 
1, y hacen constar que, durante la mayor parte del tiempo 
de muestreo durante el verano, los animales estuvieron ex-
puestos a un estrés moderado THI ≥80 según los parámetros 
reportados por Collier et al. (2012).

En estudios previos monitorearon los valores de THI 
durante seis años, así como también los casos de mastitis, y 
encontraron que un THI por arriba de 80, aumentó el número 
de casos de mastitis clínica a un 6% (Morse et al., 1987). Otro 
estudio realizado en Estados Unidos comparó los valores de 
THI durante verano e invierno contra la presencia de mastitis. 
Para invierno obtuvieron valores de THI de 53-57 y en verano 
valores de 75-76 considerado este rango como estrés ligero 
por calor y encontrándose que durante estos meses aumen-
tó el número de casos de mastitis al doble del 9% observado 
en invierno (Thompson y Dahl, 2012). Los THI observados en 
nuestro estudio durante verano fueron 75-83 valores consi-

Figura 2. (A) Porcentajes de animales sanos y con mastitis que presenta-
ron deficiencia o valores normales de vitamina A. (B) Valores medios de 
vitamina A en animales sanos y con mastitis durante el verano. N= 60 (35 
vacas con mastitis y 25 vacas sanas). Son deficientes valores <0.872 µmol/L 
y normales valores entre 0.872 a 2.795 µmol/L.
Figure 2. (A) Percentages of healthy animals and animals with mastitis, pre-
senting vitamin A deficiency or normal values. (B) Mean values of vitamin 
A in healthy animals and with mastitis during the summer. N = 60 (35 cows 
with mastitis and 25 healthy cows). Deficient values <0.872 µmol/L and nor-
mal values between 0.872 to 2.795 µmol/L are considered.

dio a otros: LeBlanc et al. (2004) reportaron que valores de 
vitamina A previo y posterior al parto fueron de 149 ng/mL 
(0.52 µmol/L) y 191 ng/mL (0.66 µmol/L) respectivamente. 
Los autores mencionan que valores por arriba de los 100 
ng/mL (0.34 µmol/L) se reducía la presencia de mastitis. Sin 
embargo si se consideran los rangos normales de vitamina 
A (0.87-2.79 µmol/L), reportados por la NRC 2001 estuvieron 
por debajo o fueron deficiente de esta vitamina. Este patrón 
de respuesta concuerda con lo que se encontró en nuestro 
estudio de 0.59 µmol/L. En una investigación realizada en 
Turquia evaluaron las concentraciones en sangre de viamina 
A durante la gestación del ganado lechero y encontaron que 
al parto la concentraciones eran mas bajas respecto a los 
primeros meses de gestación, obtuvieron una valor de 1.39 
µmol/L que está dentro de los valores normales (0.877-2.792 
µmol/L). Sugiriendo que se debe de suplementar durante 
este periodo con vitaminas agregadas a la dieta del ganado 
para así poder prevenir enfermedades tales como la mastitis 
entre otras (Yildiz et al., 2005).

Por otro lado, una falta de asociación entre los valores 
séricos de las vitaminas E y A y mastitis también fue repor-
tada en otro estudio en el cual estas vitaminas no fueron 

Figura 3. Valores de THI registrados durante la temporada de verano. 
Promedios basados durante todo el día. Estrés severo >90, estrés moderado 
80-89, estrés leve 72-79, umbral estrés 68-71, y normal <67.
Figure 3. Summer season recorded THI values. THI values were the mean 
of the day. Severe stress > 90, moderate stress 80-89, mild stress 72-79, 
threshold stress<72 and normal <67.
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derados en un estrés calórico moderado, con una prevalen-
cia de mastitis del 65.80%, que fue similar a lo encontrado en 
otro estudio donde reportaron un fuerte aumento de las in-
cidencias mastitis con el aumento THI para vacas lecheras en 
climas cálidos en India (Jingar et al., 2014). También en otros 
autores explicaron que las mayores incidencias de mastitis 
en condiciones cálidas y húmedas con una multiplicación de 
portadores de patógenos, como las moscas (Das et al., 2016). 
Un estudio más reciente, reportó que valores THI ≥79 fueron 
asociados con alta incidencia de mastitis clínica en vacas 
primíparas y que el mes de Julio fue el que mostró el mayor 
efecto en la incidencia de mastitis (Vitali et al., 2016). Además, 
se ha observado un aumento en las incidencias de mastitis, 
desórdenes puerperales y retención de placenta por efecto 
de estrés por calor, medido a través de THI (75-80) (Gernand 
et al., 2019).

CONCLUSIONES
Se encontró una prevalencia alta de mastitis subclíni-

ca en el ganado de ordeña que estuvo bajo un estrés calórico 
moderado y deficiencias de vitaminas E y A durante la época 
de verano, en la comunidad estudiada. Sin embargo, no se 
encontró una relación entre la prevalencia de mastitis con 
respecto a deficiencias de ambas vitaminas E y A. Por otro 
lado, la ceftriaxona es el antibiótico que resultó menos efec-
tivo, por lo tanto, lo convierte el antibiótico menos recomen-
dado a usarse.

 Es de suma importancia emplear un sistema de 
control para el monitoreo continuo del animal y para ello 
los productores pueden utilizar para la detección de mastitis 
subclínica, una prueba de fácil uso y acceso para el produc-
tor como es la prueba de California, aunque no tan sensible 
como la microbiológica, pero puede ayudar a la detección 
y el seguimiento de esta enfermedad en el ganado bovino. 
Además, es importante considerar la suplementación de las 
vitaminas E y A durante el verano donde las temperaturas 
rebasan los 40°C debido la importancia de estas vitaminas 
como antioxidante y en el sistema inmune. 
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RESUMEN
El chile habanero es una de las especies hortícolas de 

mayor importancia en la península de Yucatán y la produc-
ción de plántula es la parte crucial inicial para una produc-
ción exitosa de frutos. Estas se podrían cultivar en ambiente 
controlado con iluminación LED y permitiría producirse en 
cualquier época del año libres de plagas y enfermedades. 
Los objetivos fueron evaluar el efecto de diferentes pro-
porciones de luz LED azul(A):roja(R) (A0%, A34.5%:R65.5%, 
A57.1%:R42.9%, A76%:R24%, A:100%) y un testigo fluores-
cente sobre crecimiento de planta y concentración de pig-
mentos fotosintéticos en plántulas de chile habanero ‘Mayan 
Ba’alché’ bajo condiciones controladas de crecimiento. Los 
resultados mostraron que el testigo promovió el crecimiento 
de la hoja, a través de una mayor área foliar, índice de área 
foliar, área foliar específica, peso fresco de hoja y con una 
menor frecuencia estomática y diámetro de tallo, mientras 
el tratamiento A100% promovió el crecimiento del tallo, a 
través de una mayor altura de planta, distancia de entrenu-
dos y peso fresco de tallo. Los tratamientos A34.5%:R65.5%, 
A57.1%:R42.9%, A76%:R24% indujeron un efecto negativo 
en altura de plántula, distancia de entrenudos y peso fresco 
de tallo. Los tratamientos no tuvieron efecto en peso seco de 
parte aérea ni en pigmentos fotosintéticos.
Palabras clave: Luz LED, luz fluorescente, concentración de 
pigmentos fotosintéticos, ambiente controlado

ABSTRACT
Habanero pepper is one of the most important hor-

ticultural species in the Yucatan peninsula, and the seedling 
production is the crucial initial part for successful fruit produc-
tion. These could be grown under controlled environment 
with LED lighting and would allow them to be produced all 
year-round, free of pests and diseases. The objectives were to 
evaluate the effects of different blue(A):red(R) LED light ratios 
(A0%, A34.5%:R65.5%, A57.1%:R42.9%, A76%:R24%, A:100%) 
and a fluorescent control on plant growth and photosynthe-
tic pigments concentration of habanero pepper seedlings 
‘Mayan Ba’alché’ grown under controlled conditions. The 
results showed that control promoted leaf growth, through 
a greater leaf area, leaf area index, specific leaf area, leaf 
fresh weight and with a lower stomatal frequency and stem 

diameter, while A100 % treatment promoted stem growth, 
through greater plant height, internode distance and stem 
fresh weight. Treatments A34.5%:R65.5%, A57.1%:R42.9%, 
A76%:R24% induced a negative effect in seedling height, in-
ternode distance and stem fresh weight. The treatments had 
no effect on dry weight of aerial part or in photosynthetic 
pigments.
Key words: LED light, fluorescent light, photosynthetic pig-
ments concentration, controlled environment.

INTRODUCCIÓN
El chile habanero es una planta anual de 30 a 120 cm 

de altura, de tipo arbusto (Lim, 2013), es nativa de las tierras 
bajas de la cuenca amazónica, de donde se dispersó en la 
época prehispánica a Perú, a la cuenca del Orinoco, las Antillas 
y finalmente arribó a la Península de Yucatán (Trujillo, 2018). 
Es una de las especies hortícolas de mayor importancia de la 
península de Yucatán (Ruiz-Lau et al., 2011; Castillo-Aguilar 
et al., 2015) y obtuvo la denominación de origen en esta 
región en 2010 (CICY, 2016). El chile habanero posee diversas 
propiedades nutraceúticas, medicinales, e industriales, lo 
que lo hace tener una alta demanda en el mercado nacional 
e internacional (Adame-García et al., 2021; Lim, 2013). 

La producción de plántula de chile habanero es la 
parte crucial inicial para una posterior producción exitosa 
de frutos, es la etapa donde más vulnerable es a plagas, 
enfermedades y variaciones de condiciones ambientales, y 
tiene un periodo que abarca de los 40 a 50 días después de la 
siembra (Castillo-Aguilar et al., 2015). 

Un sistema de producción con el cual se puede ob-
tener plántulas de manera más uniforme y libre de riesgos 
ambientales, biológicos y/o nutricionales es el uso de la agri-
cultura vertical en ambiente controlado con iluminación LED, 
este un sistema de producción agrícola cerrado y aislado del 
ambiente circundante mediante el uso de estructuras sólidas 
y herméticas, adicionalmente se utiliza una fuente de ilumi-
nación LED en sustitución de la luz solar para el crecimiento 
de las plantas y un sistema de aire acondicionado, donde en 
conjunto se puede controlar, establecer y monitorear todas 
las variables ambientales, nutricionales y de riego necesarias 
en una planta a través de un equipo eléctrico-mecánico 
controlado por software especializado y en el cual las plan-
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tas se colocan para su crecimiento en una estructura tipo 
anaquel con múltiples niveles, con lo cual se logra tener un 
aumento de producción basado en el número de niveles que 
se utilicen en una superficie determinada (Kozai y Niu, 2016; 
Mendoza-Paredes et al., 2021b).

La producción en este sistema permite obtener plán-
tulas fisiológica y morfológicamente uniformes a pesar de las 
condiciones climáticas de la región (Kozai et al., 2016), además 
no se presenta estacionalidad en la producción del cultivo 
y en consecuencia puede ser producida en cualquier época 
del año (Mendoza-Paredes et al., 2021a). Adicionalmente, se 
puede acortar el periodo de producción de plántulas entre 
un 30 % a 40 % en comparación con las que se producen en 
condiciones de invernadero con alta tecnología en control 
de variables ambientales, nutrición mineral, plagas y enfer-
medades (Kozai et al., 2016). 

Las plántulas producidas de esta manera se encuen-
tran libres de plagas y enfermedades (Kozai et al., 2016), por 
lo tanto, no se necesita la aplicación de ningún tipo de pro-
ducto de prevención y/o control de estas (Mendoza-Paredes 
et al., 2021a). 

La producción de plántula de chile habanero es 
idónea para cultivarse con agricultura vertical en ambiente 
controlado con iluminación LED (Kozai y Niu, 2016), ya que 
además la plántula de chile habanero tiene un ciclo corto 
de crecimiento y posee un porte relativamente pequeño 
(Castillo-Aguilar et al., 2015). 

Actualmente no existe investigación de esta especie 
en condiciones controladas de crecimiento con luz LED. Se 
reportan investigaciones en condiciones similares con plán-
tulas de tomate (Hernández et al., 2016; Kim y Hwang, 2019; 
Liu et al., 2018; Wollaeger y Runkle, 2015) y en plántula de 
pepino por Hernández y Kubota (2016), donde cada inves-
tigación se obtuvieron efectos diferentes para cada especie 
y variedad en relación a diferentes proporciones de luz LED 
roja y azul. 

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto 
de diferentes proporciones de luz LED roja y azul sobre 
crecimiento y concentración de pigmentos fotosintéticos en 
hojas de plántula de chile habanero. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Germinación

Se utilizaron semillas de chile habanero ‘Mayan 
Ba’alché’ del CICY, las cuales se sembraron en charolas, con 
un tamaño de cavidad de 3.1 cm x 3.1 cm (base superior), 6.0 
cm (altura), 2.1 cm x 2.1 cm (base inferior) y 23 mL (volumen), 
una semilla por cavidad a una profundidad de 1 cm en una 
mezcla de turba:perlita (3:1) [turba rubia (Pro mix®) y perlita 
(Agrolita®)], las cuales se cortaron para tener 80 cavidades 
(4 filas x 20 columnas). Una vez sembradas las semillas, las 
charolas se colocaron en condiciones de laboratorio donde 
tuvieron luz solar incidente durante el día y fueron regadas 
con agua potable (pH 7.1 y CE 0.42 dS m-1). La temperatura 
ambiental (día 25.8±0.2 oC/noche 22.6±0.1 oC) y la humedad 
relativa (día 51.5±0.6 %/noche 58.6±0.6 %), se registraron 

con un datalogger Extech instruments® modelo RH10. A los 
12 días después de la emergencia bajo estas condiciones, se 
llevaron a una cámara de crecimiento para iniciar los trata-
mientos.

Cámara y gabinetes de crecimiento
Se realizó una adaptación de una cámara de creci-

miento a partir de un cuarto frío usado (TORREY®, MEX), 
con medidas interiores de 2.76 m x 2.76 m x 1.90 m (ancho, 
largo y altura), las modificaciones internas de la cámara de 
crecimiento se basó en el diseño de Katagiri et al. (2015), con 
las cuales se reguló la temperatura ambiental y la humedad 
relativa a través de un aire acondicionado portátil (LG® mo-
delo LP1017WSR 10200 BTU, KOR) y un deshumidificador 
(Whirlpool® modelo WAD200 5Q 20L/24 h, USA) los cuales se 
colocaron dentro de la cámara de crecimiento. 

Se diseñaron seis gabinetes de crecimiento con la 
finalidad de mantener aislados los tratamientos de luz. Éstos 
se construyeron a partir de un anaquel metálico (0.3 m de an-
cho x 0.85 m de largo x 1.45 m de altura), al cual se le añadie-
ron paredes de placas de unicel de 2 cm de grosor, forradas 
con papel aluminio, con la finalidad de tener un máximo de 
reflexión de la luz en su interior.

Tratamientos con diferentes proporciones de luz LED roja 
y azul

Las lámparas que se utilizaron fueron hechas a mano 
y estuvieron compuestas por perfiles de aluminio (5 cm de 
ancho x 85 cm de largo) que sirvieron como base de anclaje 
las lámparas LED y las lámparas fluorescentes; que se colo-
caron en la base superior de cada uno de los gabinetes de 
crecimiento. Se utilizaron dos perfiles por tratamiento (12 
lámparas LED por perfil), excepto para el testigo, donde se 
usaron cuatro perfiles (1 lámpara fluorescente por perfil) 
(Tabla 1). 

Los tratamientos de luz que se utilizaron consistieron 
en diferentes proporciones de luz azul y roja y un testigo con 
luz fluorescente. Se utilizaron para el tratamiento A0 %: A100 
% (A0) 24 lámparas rojos, A34.5 %:R65.5% (A34.5) 6 azules 
y 18 lámparas rojos, A57.1 %:R45.9 % (A57.1) 12 lámparas 
azules y 12 lámparas rojos, A76 %:R24% (A76) 18 lámparas 
azules y 6 rojos, A100 %:R0 % (A100) 24 lámparas azules. La 
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) (µmol m2 
s-1) y las propiedades del espectro electromagnético de los 
tratamientos se midió con un espectroradiómetro (Apogee 
instruments® modelo SS-110, EUA) y se tomaron 330 medi-
ciones en el área de cultivo (66 cm x 20 cm= 1320 cm2) para 
verificar que los tratamientos tuvieran la misma densidad de 
flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) (Tabla 1).

 Se realizó un análisis estadístico de las variables físicas 
de los tratamientos para asegurar que las intensidades de luz 
entre tratamientos LED fueran iguales y las proporciones de 
luz azul y roja fueran diferentes; además de verificar el pico 
de longitud de onda (nm) e intervalo de la luz LED presente 
en los tratamientos. Se estableció un fotoperiodo para todos 
los tratamientos de luz de 15 h por día durante 35 días.
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Condiciones de crecimiento en la cámara de crecimiento
Diecisiete días después de la siembra, las charolas con 

las plántulas se colocaron (una charola por tratamiento) den-
tro de los gabinetes de crecimiento. Las charolas se regaron 
diariamente con 300 mL de la solución Hoagland modificada 
a 1/5 de su concentración (Bojórquez-Quintal et al., 2014) 
con pH de 6.8 y CE de 1.35 dS cm-1, donde se abastecieron 
los macronutrimentos de la forma siguiente: 1.2 mM KNO3, 
0.8 mM Ca(NO3)2, 0.2 mM KH2PO4, 0.2 mM MgSO4 y los mi-
cronutrimentos se abastecieron con la mezcla Tradecorp® AZ 
(0.065g L-1). 

La temperatura ambiental promedio (día 28.2±0.1 
oC/noche 25.3±0.1 oC) y la humedad relativa promedio (día 
56.2±0.5 %/noche 77.1±0.5 %) se registraron cada minuto 
con el promedio de los registros de tres datalogger (Extech 
instruments® modelo RH10, USA), ubicados a nivel de copa 
de la planta, dentro de tres gabinetes seleccionados. La 
temperatura promedio de la solución nutritiva se midió 
con un termómetro infrarrojo (Extech instruments® modelo 
42530, USA) y fue de 26.1±0.2 oC. La concentración promedio 
de CO2 se midió con un medidor portátil de CO2 ambiental 
(Extech instruments® modelo CO250, USA) y fue de 397±53 
ppm.

Variables de crecimiento de la parte aérea
Después de 35 días con los tratamientos de luz LED, 

las plántulas se cosecharon y se determinó de la parte aérea: 

la altura de planta (cm), número de hojas por planta, grosor 
de tallo (mm) con un vernier digital (Truper®, MEX), área foliar 
(cm2 por planta) con un integrador de área foliar LI-3100 
(LICOR®, USA), se calculó el índice de área foliar [área foliar 
(cm2)/área de cultivo (cm2)], el área foliar específica [área 
foliar (cm2)/peso seco hoja (g)], distancia de entrenudos (cm) 
que se obtuvo del cociente de la altura de planta y el número 
de hojas. 

Además, se determinó el peso fresco de tallo (g por 
planta) y peso fresco de hoja (g por planta) con una balanza 
de precisión (Ohaus® Scout Pro, USA), el peso fresco de la 
parte aérea (g por planta) se obtuvo la suma del peso fresco 
de tallo y hoja. 

Posteriormente, la parte aérea se secó en una estufa 
de aire forzado (BINDER® modelo FED 115, DEU) por 48 horas 
a 70 oC y se registró el peso seco de tallo (g por planta) y peso 
seco de hoja (g por planta) con una balanza de precisión 
(Ohaus® Golden series, USA). El peso seco de la parte aérea 
(g planta-1) se obtuvo de la suma del peso seco del tallo y de 
la hoja. 

La frecuencia estomática (número de estomas mm2) 
se obtuvo aplicando barniz transparente de uñas en el envés 
de la hoja, para posteriormente despegar esta calca y con-
tabilizar la cantidad de estomas por campo del microscopio 
(Carl Zeiss® Axiostar, DEU) con un aumento de 40X. En cada 
una de las variables medidas se utilizaron 20 repeticiones 
por tratamiento, con excepción de la frecuencia estomática 
donde se utilizaron 10 repeticiones.

Concentración de pigmentos fotosintéticos en hoja
Las concentraciones de clorofila a, b y total (mg g-1 

de peso fresco), proporción de clorofila a/b y concentración 
de carotenoides (mg g-1 de peso fresco) se determinaron 
mediante la metodología descrita por la AOAC (1980). Estas 
variables se determinaron en hojas fuente (de reciente 
maduración), completamente desarrolladas, recién corta-
das y utilizando tres hojas por plántula, se utilizaron nueve 
repeticiones por tratamiento, donde cada repetición fue una 
plántula.

Diseño experimental y análisis estadístico
El experimento se estableció en un diseño comple-

tamente al azar, una repetición estuvo constituida por una 
plántula. Los datos se sometieron a un análisis de varianza 
(ANOVA) y prueba de comparación de medias de Tukey (P < 
0.05) mediante el programa SAS V9.0 (SAS Institute, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Variables de crecimiento de la parte aérea

Los resultados de las variables de crecimiento se 
muestran en la Tabla 2. Las plántulas del tratamiento que 
recibieron 100 % de luz azul, presentaron la mayor altura 
de plántula y distancia de entrenudos respecto al resto de 
tratamientos luz LED y al testigo; por otra parte, la presencia 
de diferentes porcentajes de luz azul y roja al mismo tiempo 
en los tratamientos evaluados (A34.5, A57.1 y A76.0) junto 

Tabla 1. Propiedades físicas de los tratamientos con diferentes propor-
ciones de luz LED azul y roja en plántula de chile habanero cultivado bajo 
condiciones controladas.
Table 1. Physical properties of treatments with different ratios of blue 
and red LED light on habanero pepper seedling grown under controlled 
conditions.

Tratamientos

  FL A0 A34.5 A57.1 A76.0 A100 

PrA Testigo A0 % A34.5 % A57.1 % A76 % A100 %

PrR Testigo R100 % R65.5 % R42.9 % R24 % R0 %

Dtot 119.1±0.6 
bx

241.5±3.1 
a

241.4±3.3 
a

244.4±2.4 
a

241.4±1.8 
a

243.8±2.5 
a

LID 6.4±0.0 b 13.0±0.2 
a

13.0±0.2 
a

13.2±0.1 
a

13.0±0.1 
a

13.2±0.1 
a

λA - - 457±0 b 457±0 a 457±0 b 457±0 b

%DA - - 34.5±0.6 
d

57.1±0.3 
c

76.0±0.3 
b

100.0±0.0 
a

λR - 636±0 b 635±0 c 637±0 a 636±0 b -

%DR - 100.0±0.0 
a

65.5±0.6 
b

42.9±0.3 
c

24.0±0.3 
d -

xMedias con letras iguales en las filas son estadísticamente iguales (Tukey, P 
≤ 0.05). FL= fluorescente con un intervalo de 416nm – 715nm (testigo); A= 
Luz LED azul; R= Luz LED roja; PrA= Proporción luz azul; PrR= Proporción luz 
roja; Dtot= Densidad de flujo de fotones fotosintéticos total de tratamiento 
(µmol m-2 s-1); LID= Luz integral diaria (mol m-2 d-1); λA= Pico de longitud 
de onda (nm) color azul; %DA= Porcentaje de densidad de flujo de fotones 
fotosintéticos de luz azul (%); λR = Pico de longitud de onda (nm) color rojo; 
%DR= Porcentaje de densidad de flujo de fotones fotosintéticos de luz roja 
(%).
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con el testigo, generó las menores alturas y distancia de en-
trenudos en plántula en comparación con los tratamientos 
monocromáticos rojo (A0) y azul (A100) (Tabla 2). El diámetro 
de tallo fue mayor en plantas que recibieron tratamientos 
con luz LED respecto al testigo, y las plantas que tuvieron 0 % 
de luz azul generó un mayor diámetro de tallo respecto a las 
plantas que recibieron 100 % de luz azul (Tabla 2). Aunque no 
hubo efectos significativos en el número de hojas entre los 
tratamientos de luz LED, las plantas del testigo resultaron con 
un número de hojas mayor que las plantas que recibieron 0 
% de luz azul (Tabla 2). Las plantas del testigo obtuvieron un 
área foliar, índice de área foliar y área foliar específica mayor 
en comparación con los diversos tratamientos con luz LED, 
además las plantas del tratamiento A57.1 tuvieron una me-
nor área foliar e índice de área foliar en relación con las que 
recibieron 0 % de luz azul; de manera similar el área foliar 
específica fue menor en las plantas del tratamiento A57.1 
en comparación con las que recibieron 0 % y 100 % de luz 
azul (Tabla 2). La frecuencia estomática fue mayor en plantas 
que recibieron un 34.5 % de luz azul en comparación con las 
plantas del testigo y con el resto de tratamientos con luz LED 
(Tabla 2). 

Verma et al. (2018) encontraron en plantas de Digitalis 
purpurea resultados parecidos a los del presente estudio 
respecto a la altura de planta en donde nosotros usamos 
tratamientos similares a los de ellos, mientras que lo que re-
gistraron Hernández y Kubota (2016) en plántula de pepino, 

difiere con lo que se obtuvo en chile habanero, ya que sus 
resultados se ajustaron a una regresión lineal en donde a 
mayor porcentaje de luz azul respecto a luz roja la altura de 
plántula disminuyó, mientras que en plántula de tomate, Kim 
y Hwang (2019) no encontraron efectos en altura de plántula 
al usar 0 %, 30 %, 50 %, 70 %, 100 % de luz azul respecto a luz 
roja y un testigo de luz fluorescente.

Las menores alturas de plántula y distancia de entre-
nudos que se registraron en los tratamientos A34.5, A57.1 y 
A76.0, pudo deberse a la existencia de un efecto negativo 
que tuvieron las plántulas que recibieron luz azul y roja al 
mismo tiempo, en comparación con los tratamientos mono-
cromáticos A0 y A100 (Tabla 2). El efecto negativo pudo darse 
entre los fotorreceptores fitocromo (asociado a luz roja) y los 
criptocromos, fototropinas y zeitlupe (asociados a luz azul), 
ya que al formar parte del sistema de fotorregulación de 
señalización intercelular con segundos mensajeros, pudo 
haber alterado el transporte, activación y síntesis hormonal; 
además de la activación y expresión de genes, entre otros 
procesos, ya que los fotorreceptores regulan y contribuyen 
en diversos procesos fisiológicos de manera redundante o si-
nérgica (Berkovich et al., 2017; Demotes-Mainard et al., 2016).

Las plantas que recibieron solo 100 % de luz azul, tu-
vieron un comportamiento opuesto a lo asociado a la luz azul, 
la cual tiende a reducir la altura de planta a través del control 
sobre la expansión celular y la reducción de la extensibilidad 
de la pared celular (Huché-Thélier et al., 2016); dado que, por 
el contrario, la luz roja promueve una estimulación activa del 
fotorreceptor fitocromo el cual está asociado en promover 
una mayor altura de planta mediante la elongación del tallo 
(Pocock, 2015) y por consiguiente la distancia de entrenudos. 
El efecto asociado a la luz roja en las plántulas de habanero 
se observó de manera parcial, ya que las que recibieron solo 
luz roja (A0) tuvieron una mayor altura de plántula y distancia 
de entrenudos que las que recibieron luz azul y roja al mismo 
tiempo junto con el tratamiento fluorescente, pero con me-
nores valores que las que recibieron 100 % de luz azul (Tabla 
2).

La baja altura de plántula y distancia de entrenudos 
que se encontró en el tratamiento fluorescente en compa-
ración con las plantas que recibieron 0 % y 100 % de luz azul 
pudo deberse a que el testigo tuvo la mitad de la LID (luz 
integral diaria) que el resto de los tratamientos LED (Tabla 1).

Kim y Hwang (2019) y Hernández et al. (2016) en-
contraron en plántulas de tomate resultados diferentes en 
el diámetro de tallo en comparación con los de chile haba-
nero; respecto a los resultados de Kim y Hwang (2019), los 
tratamientos con diferentes porcentajes de luz azul y roja 
junto con un testigo de luz fluorescente no tuvieron efectos, 
mientras que lo que registraron Hernández et al. (2016) fue 
que 50 % de luz azul respecto a luz roja presentó el mayor 
diámetro de tallo en comparación con las que recibieron 0 
% y 100 % de luz azul que fueron las que menor diámetro de 
tallo presentaron.

De una manera similar que se describió en altura de 
plántula y distancia de entrenudos, el diámetro de tallo fue 

Tabla 2. Variables de crecimiento evaluadas en plántula de chile habanero 
cultivado bajo condiciones controladas con diferentes proporciones de luz 
LED azul y roja.
Table 2. Growth variables evaluated in habanero pepper seedling grown 
under controlled conditions with different ratios of blue and red LED light.

Tratamientos

Var FL A0 A34.5 A57.1 A76.0 A100

AP   7.05
±0.29 cx

9.94
±0.34 b

6.81
±0.15 cd

6.48
±0.15 cd

5.97
±0.21 d

13.55
±0.30 a

DE   0.70
±0.04 c

1.10
±0.04 b

0.70
±0.02 c

0.65
±0.02 c

0.59
±0.02 c

1.45
±0.04 a

DT 0.24
±0.01 c

0.29
±0.01 a

0.27
±0.01 ab

0.29
±0.01 ab

0.28
±0.01 ab

0.27
±0.00 b

NH 10.4
±0.37 a

9.25
±0.25 b

9.80
±0.21 ab

10.1
±0.23 ab

10.15
±0.23 ab

9.45
±0.23 ab

AF 85.05
±4.59 a

68.78
±3.11 b

58.29
±2.45 bc

50.16
±1.48 c

61.33
±1.54 bc

60.24
±2.74 bc

IAF 5.15
±0.28 a

4.17
±0.19 b

3.54
±0.15 bc

3.04
±0.09 c

3.72
±0.09 bc

3.64
±0.17 bc

AFE 566.50
±15.5 a

452.71
±18.51 b

376.14
±19.0 cd

325.70
±12.4 d

415.48
±16.9 bc

449.51
±10.2 b

FE 86.60
±4.28 d

153.60
±6.09 c

239.60
±5.34 a

189.90
±6.20 b

149.80
±4.07 c

165.40
±8.34 bc

xMedias ± DE con igual letra en las filas son estadísticamente iguales (Tukey, 
P ≤ 0.05). ns= No significativo; Var= Variables; FL= fluorescente (testigo); 
AP= Altura de planta (cm); DE= Distancia entrenudos (cm); DT= Diámetro 
de tallo (cm); NH= Número de hojas; AF= Área foliar (cm2 por planta); IAF= 
Índice de área foliar; AFE= Área foliar específica (cm2 g-1); FE= Frecuencia 
estomática (número de estomas mm2).
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menor cuando recibieron luz fluorescente lo más probable 
que debido a que el testigo tuvo la mitad de la LID (Tabla 
1) que el resto de los tratamientos LED, trajo consigo una 
disminución del diámetro de tallo respecto al resto de trata-
mientos con luz LED.

Las plántulas del testigo fluorescente presentaron 
de manera general un efecto directo y constante en el 
crecimiento bajo este tratamiento, debido a que la LID (luz 
integral diaria) necesaria para la producción de plántula en 
ambiente controlado es de 13 mol m-2 d-1 (Kubota, 2016), 
sin embargo el testigo fluorescente solo aportó (6.4 mol m-2 
d-1) (Tabla 1), lo cual es inferior y por debajo de la mitad de 
lo necesario, mientras que en los tratamientos con luz LED 
tuvieron una LID entre 13.0 y 13.2 m-2 d-1 (Tabla 1), los cuales 
se encuentran dentro del valor necesario para la producción 
de plántula según lo mencionado por Kubota (2016) que es 
de 13 mol m2 d-1. 

A causa de lo anterior, las plantas del tratamiento 
testigo presentaron una adaptación a baja intensidad lu-
minosa y las características que poseen las plantas con esta 
adaptación, típicamente tienen una baja tasa fotosintética, 
pero poseen mayor eficiencia de captura y uso de la energía 
de la luz, usualmente a través del incremento en la concen-
tración de clorofila y una disminución de la relación clorofila 
a/b, mientras que las plantas adaptadas a ambientes con 
mayor intensidad luminosa poseen puntos de saturación de 
luz más altos respecto a la tasa fotosintética neta, debido a 
que poseen en el proceso de la fotosíntesis una cadena de 
transporte de electrones más eficiente y una mayor concen-
tración de enzimas para la carboxilación (Qiansheng et al., 
2014), además de que se lleva a desarrollar hojas más gran-
des de menor grosor y baja frecuencia estomática (Stanton 
et al., 2010), con el objetivo de tener un área foliar suficiente 
para que se pueda llevar a cabo de la mejor manera el pro-
ceso fotosíntesis, fijación de CO2 y acumulación de almidón 
(Tsukaya, 2005). Estas características de adaptación también 
se observaron en el experimento relacionado a los resultados 
de las variables evaluadas asociadas con el órgano de la hoja, 
como es el caso de número de hojas, área foliar, índice de 
área foliar, área foliar específica, frecuencia estomática y peso 
fresco de hoja (Tabla 2 y 3).

Hernández y Kubota (2016) encontraron en plántulas 
de pepino resultados similares en el número de hojas, ya 
que no existieron resultados estadísticamente significativos 
cuando se utilizó tratamientos con diferentes proporciones 
de luz azul y roja. Por otro lado, en plantas de Digitalis purpu-
rea Verma et al. (2018) hallaron que cuando estas recibieron 
20 % de luz azul respecto a luz roja tuvieron mayor número 
de hojas que las que recibieron 0 %, 50 %, 80 % y 100 % de 
luz azul junto con las del testigo de luz fluorescente. De ma-
nera diferente a los resultados del presente estudio en chile 
habanero, en plántulas de tomate Kim y Hwang (2019) en-
contraron que las que tuvieron 30 % de luz azul presentaron 
mayor número de hojas en comparación con las del testigo 
fluorescente y con las que tuvieron 50 %, 70 % y 100 % de luz 
azul respecto a luz roja.

El número de hojas se promovió en mayor proporción 
en plantas que recibieron luz fluorescente, a pesar de que 
tuvieron la mitad de la LID (Tabla 1); estas tuvieron estadís-
ticamente el mismo número de hojas que los tratamientos 
con luz LED e inclusive tuvieron mayor cantidad de hojas 
que el tratamiento A0, lo anterior pudo deberse a causa de 
un mecanismo de adaptación a baja intensidad luminosa 
por parte de la planta (Qiansheng et al., 2014; Stanton et al., 
2010; Tsukaya, 2005). Entre los tratamientos con luz LED, esta 
especie no es tan susceptible a modificar su número de hojas 
con base en una cierta proporción de luz azul o roja.

En plántulas de tomate se encontró, por parte de Kim 
y Hwang (2019), un comportamiento diferente en el área fo-
liar, ya que las que recibieron 0 % y 100 % de luz azul respecto 
a luz roja tuvieron menor área foliar que las que recibieron 30 
% y 70 % de luz azul al igual que las de un tratamiento testigo 
fluorescente. De manera similar a los anteriores autores, Her-
nández et al. (2016) registraron en plántulas de tomate que 
tanto las que recibieron 0 % y 100 % de luz azul respecto a 
roja tuvieron la menor área foliar en comparación con las que 
tuvieron 10 %, 30 %, 50 %, 75 % de luz azul y también con el 
testigo fluorescente. Por otro lado, los resultados encontra-
dos en área foliar de plántulas de pepino por Hernández y 
Kubota (2016) se ajustaron a una regresión lineal en donde a 
mayor porcentaje de luz azul respecto a luz roja el área foliar 
disminuyó.

La mayor área foliar que se presentó en las plantas que 
crecieron bajo luz fluorescente (Tabla 2), esto pudo deberse 
a un mecanismo de adaptación de las plántulas a un entorno 
de baja intensidad luminosa (Qiansheng et al., 2014) que se 
presentó con la luz fluorescente lo que condujo un mayor de-

Tabla 3. Peso fresco y seco evaluado en plántula de chile habanero culti-
vado bajo condiciones controladas con diferentes proporciones de luz LED 
azul y roja.
Table 3. Fresh and dry weight evaluated in habanero pepper seedling, 
grown under controlled conditions with different ratios of blue and red LED 
light.

Tratamientos

Var FL A0 A34.5 A57.1 A76.0 A100

PFT 0.26
±0.02 c

0.52
±0.03 b

0.29
±0.02 c

0.32
±0.02 c

0.32
±0.02 c

0.62
±0.02 a 

PFH 1.62
±0.08 a

1.40
±0.07 ab

1.34
±0.05 b

1.23
±0.04 b

1.45
±0.04 ab

1.30
±0.05 b

PFA 1.92
±0.09 a

1.92
±0.08 a

1.63
±0.05 bc

1.56
±0.05 c

1.78
±0.05 abc

1.88
±0.07 a

PST 0.03
±0.00 d

0.08
±0.01 ab

0.06
±0.01 bc

0.06
±0.00 c

0.05
±0.01 cd

0.09
±0.00 a

PSH 0.15
±0.01 ns

0.16
±0.01 ns

0.16
±0.01 ns

0.16
±0.01 ns

0.15
±0.01 ns

0.13
±0.01 ns

PSA 0.19
±0.01 ns

0.23
±0.01 ns

0.22
±0.01 ns

0.21
±0.01 ns

0.20
±0.01 ns

0.23
±0.01 ns

xMedias ± DE con igual letra en las filas son estadísticamente iguales (Tukey, 
P ≤ 0.05). ns= No significativo; Var= Variables; FL= fluorescente (testigo); 
PFT= Peso fresco de tallo (g por planta); PFH= Peso fresco de hoja (g por 
planta); PFA= Peso fresco de la parte aérea (g por planta); PST= Peso seco 
de tallo (g por planta); PSH= Peso seco de hoja (g por planta); PSA= Peso 
seco de la parte aérea (g por planta).
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sarrollo en el tamaño de las hojas (Stanton et al., 2010), para 
así obtener área foliar suficiente para poder llevar a cabo de 
manera correcta el proceso de la fotosíntesis (Tsukaya, 2005). 

El comportamiento entre los tratamientos de luz LED 
evaluados en plántulas de chile habanero, pudo ser inherente 
al tipo de luz y la especie, ya que la luz azul puede incremen-
tar o disminuir el área foliar y en algunas especies no tiene 
ningún efecto (Huché-Thélier et al., 2016), mientras la luz roja 
puede incrementar o disminuir el área foliar dependiendo de 
la biología de la planta (Berkovich et al., 2017).

El índice de área foliar, en plántulas con tratamientos 
de luz LED, estuvieron dentro del intervalo de 3.0 a 4.0 (Tabla 
2), con lo cual existió una intercepción de luz de un 90 % a 100 
%, mientras que en el testigo al haber sido < 4.0 (Tabla 2), las 
hojas más bajas de la planta se encontraron muy sombreadas 
y no recibieron suficiente luz incidente, lo que pudo haber 
generado una pérdida de fotosintatos a través de una mayor 
respiración (Yamori, 2016). El comportamiento del índice de 
área foliar en plántulas con el tratamiento fluorescente, fue el 
mismo que se presentó en la variable de área foliar, en donde 
debido a una adaptación a una baja intensidad luminosa 
(Qiansheng et al., 2014) que se presentó con las plántulas 
del tratamiento fluorescente, se ocasionó a desarrollar hojas 
más grandes (Stanton et al., 2010), con el objetivo de tener 
un área foliar suficiente para que se pueda llevar a cabo de la 
mejor manera el proceso fotosíntesis (Tsukaya, 2005).

Agarwal et al. (2018) encontraron un comportamiento 
parecido a los del presente estudio en plantas de espinaca, 
en donde las que recibieron 0 % y 100 % de luz azul respecto 
a luz roja tuvieron mayor área foliar específica que las de 25 
%, 50 % y 75 % de luz azul.

El área foliar específica (AFE) es una medida indirecta 
del grosor de la hoja en una planta (Amanullah, 2015), lo cual 
se traduce en que a una mayor AFE menor grosor de hoja 
y viceversa. El menor grosor de hoja (AFE) se obtuvo en las 
plantas del testigo (Tabla 2), se debió a una adaptación a 
una baja intensidad luminosa, que llevó a desarrollar hojas 
más grandes de menor grosor y baja frecuencia estomática 
(Stanton et al., 2010), con el objetivo de tener un área foliar 
suficiente para que se pueda llevar a cabo de la mejor mane-
ra el proceso fotosíntesis, fijación de CO2 y acumulación de 
almidón (Tsukaya, 2005). 

Entre diferentes tipos de luces monocromáticas, se ha 
visto que la luz azul promueve más el grosor de la hoja que la 
luz roja, verde o combinaciones con altos porcentajes de luz 
azul (Huché-Thélier et al., 2016). Este comportamiento difiere 
a lo observado en plántulas de chile habanero con diferentes 
tratamientos de luz azul y roja LED, lo cual pudo deberse a un 
proceso de aclimatación inherente a la especie al espectro de 
luz incidente (Berkovich et al., 2017). 

Shengxin et al. (2016) encontraron en plántulas de 
colza que diferentes tratamientos con luz azul y roja LED 
no tuvieron ningún efecto en la frecuencia estomática. Por 
otra parte, en plantas de Digitalis pupurea que recibieron 
porcentajes de 0 %, 20 %, 50 %, 80 % y 100 % de luz azul 
respecto a luz roja los resultados de la frecuencia estomática 

fueron estadísticamente iguales entre estos, sin embargo, las 
plantas del testigo fluorescente tuvieron mayor frecuencia 
estomática que las que recibieron 50 % de luz azul (Verma 
et al., 2018).

Las plantas adaptadas a una baja intensidad luminosa 
tienden a tener una baja frecuencia estomática (Stanton et 
al., 2010), lo cual sucedió en las plántulas del testigo fluores-
cente al tener la mitad de la LID respecto a los tratamientos 
con luz LED (Tabla 1). Por otro lado, se ha observado que la 
luz monocromática azul tiende a incrementar la frecuencia 
estomática en comparación con luz monocromática roja o 
verde (Huché-Thélier et al., 2016), sin embargo, en chile ha-
banero se puede concluir que un 34.5% de luz azul indujo la 
mayor frecuencia estomática.

Los resultados de las variables de peso fresco evalua-
do en plántula se muestran en el Tabla 3. El peso fresco de 
tallo fue mayor en plantas que tuvieron el 100 % de luz azul 
respecto al resto de plantas con diferentes tratamientos con 
luz LED y las plantas del testigo (Tabla 3). A pesar de que no 
existió diferencias estadísticas en el peso fresco de hoja en 
las plantas que recibieron los diferentes tratamientos LED, las 
plantas del testigo tuvieron el mayor peso fresco de hoja en 
comparación con las que recibieron 34.5 %, 57.1% y 100% de 
luz azul (Tabla 3). El peso fresco de la parte aérea fue mayor 
para las plantas que recibieron 0% y 100 % de luz azul, así 
como para el testigo en relación con las que recibieron 34.5 
% y 57.1% de luz azul (Tabla 3). Las plantas que recibieron 
luz azul al 100 % mostraron el mayor peso seco de tallo en 
comparación con las que recibieron 34.5 %, 57.1 % ,76 % de 
luz azul y con el testigo fluorescente (Tabla 3). 

Kim y Hwang (2019) encontraron en plántula de to-
mate un comportamiento diferente, ya que el mayor peso 
fresco de tallo se encontró en plántulas que recibieron 0 % 
de luz azul respecto a luz roja de las que tuvieron 50 %, 70 %, 
100 % de luz azul y un testigo fluorescente.

El menor peso fresco de tallo se registró en los trata-
mientos A34.5, A57.1 y A76.0, lo cual pudo deberse a la exis-
tencia de un efecto negativo que tuvieron las plántulas que 
recibieron luz azul y roja al mismo tiempo, en comparación 
con los tratamientos monocromáticos A0 y A100 (Tabla 2). 
Este efecto negativo podría explicarse con base a un proceso 
fisiológico a nivel de fotorreceptores asociados con luz azul 
y roja, los cuales al generar mecanismos de señalización 
intercelular (segundos mensajeros) al ser activados por la 
luz roja y/o azul, podrían estar generando una comunicación 
redundante entre estos, lo cual podría ocasionar que proce-
sos de transporte, activación y síntesis hormonal, activación 
y expresión de genes, entre otros (Berkovich et al., 2017; 
Demotes-Mainard et al., 2016) se alteren y en consecuencia 
generen un menor crecimiento en los tejidos de las plántulas 
que recibieron luz azul y roja al mismo tiempo por lo cual 
hubo menos peso fresco de hoja que los que recibieron luz 
monocromática azul y roja (Tabla 3). 

En plantas de Digitalis purpurea se encontró resulta-
dos diferentes respecto al peso fresco de hoja, en donde fue 
mayor en plantas que recibieron 20 % de luz azul respecto 
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a luz roja que las que recibieron 0 %, 50 %, 75 % y 100% de 
luz azul, al igual que las del tratamiento testigo fluorescente 
(Verma et al., 2018). Por otra parte, en plántulas de tomate se 
encontró que plántulas que tuvieron tratamientos con 0 %, 
30 % y 70 % de luz azul respecto a luz roja, tuvieron el mayor 
peso fresco de hoja respecto a las que recibieron 100 % de 
luz azul (Kim y Hwang, 2019).

Las características de las plantas adaptadas a bajas 
intensidades de luz (Qiansheng et al., 2014), están asociadas 
a tener hojas más grandes (mayor área foliar) (Stanton et al., 
2010) para poder llevar a cabo de la mejor manera el proceso 
fotosíntesis (Tsukaya, 2005), esta adaptación se presentó en 
las plántulas del testigo fluorescente, debido a que estas 
recibieron la mitad de la LID en comparación con las que reci-
bieron luz LED (Tabla 1), lo cual generó un mayor peso fresco 
de hoja que los tratamientos que recibieron 34.5%, 57.1 % y 
100 % de luz azul (Tabla 2). Lo anterior se pudo corroborar, 
ya que el efecto de la adaptación a baja intensidad de luz, se 
observó también en las variables de crecimiento asociadas 
con las hojas de plántula (Tabla 2).

Existieron tres comportamientos generales en los 
resultados relacionados con el peso fresco de tallo y hoja en 
plántulas de chile habanero (Tabla 3).

En el primer comportamiento se promovió el desarro-
llo del tallo en plántulas que solo recibieron luz azul (A100) y 
se corroboró con los resultados de altura de planta, distancia 
de entrenudos y peso fresco de tallo (Tabla 2 y 3). En el segun-
do comportamiento se promovió el desarrollo de las hojas en 
plántulas que recibieron luz fluorescente y se corroboró con 
el diámetro de tallo, número de hojas, área foliar, índice de 
área foliar, área foliar específica, frecuencia estomática y peso 
fresco de hoja (Tabla 2 y 3).

En el primer comportamiento el tallo fue un órgano 
de demanda con mayor prioridad de fotosintatos para su 
crecimiento respecto a las hojas, y en el segundo comporta-
miento fue la hoja el órgano de mayor prioridad respecto al 
tallo (Engels et al., 2012).

En el tercer comportamiento existió un efecto nega-
tivo en los resultados de las variables de altura de plántula, 
distancia de entrenudos y peso fresco de tallo en plántulas 
que recibieron al mismo tiempo luz azul y roja, en compara-
ción con los tratamientos monocromáticos azul y rojo (Tabla 
2 y 3). Esto pudo deberse a un efecto negativo a nivel de 
fotorreceptores, ya que estos forman parte del sistema de 
fotorregulación de señalización intercelular con segundos 
mensajeros, el cual regula la mayoría de los procesos fisioló-
gicos de plantas (Berkovich et al., 2017).

En relación al peso fresco de la parte aérea Hernández 
y Kubota (2016) registraron en plántula de pepino un com-
portamiento diferente a los resultados del presente estudio, 
ya que las plantas que recibieron tratamientos con diferentes 
porcentajes de luz azul y roja sus resultados se ajustaron a 
una regresión lineal en donde a mayor porcentaje de luz azul 
respecto a la luz roja el peso fresco de la parte aérea disminu-
yó. Hernández et al. (2016) encontraron un comportamiento 
diferente en plántulas de tomate donde el mayor peso fresco 

de la parte aérea fue en las plantas que recibieron 10 % y 
50 % de luz azul respecto a la roja y de manera contraria los 
menores pesos estuvieron en las plantas que recibieron el 
testigo fluorescente y las que tuvieron 0 % y 100 % de luz 
azul. Por otro lado, Kim y Hwang (2019) en plántulas de to-
mate el mayor peso fresco de la parte aérea se registró con 
un tratamiento 0 % y 30 % de luz azul respecto a luz roja y el 
menor peso fresco en las que recibieron 50 % de luz azul. Los 
diferentes comportamientos de resultados de peso fresco de 
la parte aérea que obtuvieron los anteriores autores mencio-
nados en cada investigación individual junto con los resulta-
dos del presente estudio a pesar de que nosotros utilizamos 
tratamientos de luz LED azul y roja en proporciones similares 
a los autores mencionados, una posible causa de este com-
portamiento se debió a que la composición espectral de la 
luz posee un efecto regulatorio fuerte en la morfogénesis de 
las plantas, el estado hormonal, la ontogénesis, el metabolis-
mo secundario y el crecimiento de la planta, sin embargo, los 
resultados de estos efectos varían entre especies e inclusive 
entre cultivares (Berkovich et al., 2017).

El peso fresco de la parte aérea, al ser la suma del peso 
fresco de tallo más la hoja, se observó un comportamiento 
diferente al de la suma de sus partes individuales (Tabla 3), 
mientras que el tratamiento A100 generó que las plántulas tu-
vieran el mayor peso fresco de tallo y el menor peso fresco de 
hoja respecto a las de la luz fluorescente y por el contrario, las 
plántulas del tratamiento fluorescente tuvieron menor peso 
fresco de tallo y mayor peso de hoja que las del tratamiento 
A100, el peso fresco de la parte aérea fue estadísticamente 
el mismo en ambos tratamientos (Tabla 3). Esto corroboró 
que el testigo fluorescente promovió el desarrollo de la hoja 
en decremento del tallo y el tratamiento A100 promovió el 
desarrollo del tallo en decremento de la hoja, pero sin afectar 
al final la materia fresca total de la plántula (Tabla 3).

De manera contraria, Kim y Hwang (2019) encontra-
ron en plántulas de tomate, que diferentes porcentajes de 
luz azul y roja, además de un tratamiento fluorescente, no 
generaron diferencias estadísticas sobre peso seco de tallo y, 
por el contrario, en peso seco de hoja y peso seco de la parte 
aérea si existieron resultados con diferencias estadísticas. 

Se registraron efectos en el peso seco de hoja en 
plantas de Digitalis purpurea que estuvieron bajo diferentes 
tratamientos de luz azul y roja (Verma et al., 2018), de manera 
similar, en plántulas de tomate (Hernández et al., 2016) y en 
plántulas de pepino (Hernández y Kubota, 2016) tratamien-
tos con diferentes proporciones de luz azul y roja tuvieron 
efecto en el peso seco de la parte aérea.

Se pudo observar que a pesar de que existió tres com-
portamientos en las variables de crecimiento que se midieron 
en plántulas frescas anteriormente descritas (Tabla 2 y 3), al 
momento de secarlas se encontró que aunque los tratamien-
tos tuvieron efecto en todas las variables de crecimiento que 
se midieron, al final el peso seco de la parte área (biomasa 
total de la parte aérea de la plántula) fue estadísticamente 
igual para todos los tratamientos con luz LED como también 
para el testigo fluorescente (Tabla 4). 
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Este resultado se puede atribuir con base en el proce-
so de acumulación de biomasa que se llevó a cabo a través 
del crecimiento, el cual está constituido por las etapas de 
división y expansión celular (Cosgrove, 2005). El crecimiento 
está regulado por ciclos circadianos, condiciones ambienta-
les, nutrimentales, hídricas y mediante la señalización con 
segundos mensajeros y fitohormonas (Poiré et al., 2010; 
Walter et al., 2009), siendo esta última usadas por los fotorre-
ceptores como uno de sus mecanismos de comunicación en 
la planta (Berkovich et al., 2017) y además poseen un papel 
como moléculas reguladoras de crecimiento y desarrollo 
(Engels et al., 2012).

Dadas las bases fisiológicas del crecimiento, la razón 
por la cual no existió efectos en la biomasa total de la parte 
aérea de la plántula en comparación con las variables de cre-
cimiento que se midieron con la plántula en estado fresco, se 
debió a la diferencia del grado de expansión celular que se 
presentó en el tejido del tallo y hoja dependiendo del grado 
de la relación fuente-demanda que ejercieron los diferentes 
tipos de luz evaluados en ambos tejidos, ya que la expansión 
celular puede llevarse a cabo en dos o tres dimensiones o por 
elongación a una dimensión (Carpita et al., 2015).

Al eliminar el agua intercelular de los tejidos frescos, 
la materia seca que permanece en la planta consiste en más 
del 90% como celulosa, almidón, lípidos, proteínas y está 
directamente relacionada con la síntesis de compuestos 
orgánicos a través de la fotosíntesis (Engels et al., 2012), lo 
que demostró que debió de existir una modificación en el 
volumen intercelular (expansión celular) en el tejido fresco 
de tallo y hoja respecto a cada tratamiento de luz que se usó, 
con lo cual provocó una redistribución de biomasa entre am-
bos tejidos, resultando en una ganancia idéntica de biomasa 
en la parte aérea de las plántulas sin importar el tratamiento 
de luz (Tabla 4).

Concentración de pigmentos fotosintéticos en hoja 
Los resultados de la concentración de los pigmentos 

fotosintéticos evaluados en hoja de plántulas de habanero 
se muestran en el Tabla 4. A pesar de que no existió diferen-
cias estadísticas en la concentración de clorofila a en hojas 
de plantas que recibieron los diferentes tratamientos de luz 
LED, las plantas del testigo tuvieron la mayor concentración 
respecto a las que recibieron 57.1% de luz azul (Tabla 4). 

Verma et al. (2018) encontraron en plantas de Digitalis 
pupurea un comportamiento diferente en la concentración 
de clorofila a, ya que en plantas que recibieron 100 % de luz 
azul tuvieron mayor concentración que las que recibieron 20 
%, 50 % y 80 % de luz azul respecto a luz roja, sin embargo, 
al compararse con la que recibieron solo luz roja no tuvieron 
diferencias estadísticas.

El comportamiento de la concentración de clorofila a 
en el testigo, pudo deberse a que al tener la mitad de la luz in-
tegral diaria (LDI) 6.4 (mol m-2 d-1) respecto a los tratamientos 
con luz LED evaluados, quienes estuvieron en un intervalo de 
13.0 y 13.2 (mol m-2 d-1) (Tabla 1), ocasionó una mayor síntesis 
de clorofila a para hacer más eficiente la captura y el uso de 
la luz, lo cual es un mecanismo de plantas adaptadas a baja 
intensidad de luz (Qiansheng et al., 2014).

Por otra parte, en relación al resto de pigmentos 
fotosintéticos evaluados, diversos autores sí encontraron di-
ferencias estadísticas en diversos cultivos cuando se usaron 
tratamientos con diferentes porcentajes de luz azul y roja, 
como es el caso de la concentración de clorofila b en plantas 
de D. purpurea (Verma et al., 2018); en la concentración de 
clorofila total en plántulas de tomate (Hernández et al., 2016), 
plántulas de pepino (Hernández y Kubota, 2016), plántulas de 
colza (Shengxin et al., 2016) y plantas de espinaca (Agarwal et 
al., 2018); en la relación de clorofila a/b en plántulas de colza 
(Shengxin et al., 2016) y plantas de espinaca (Agarwal et al., 
2018) y finalmente, en la concentración de carotenoides en 
plantas de Digitalis purpurea (Verma et al., 2018) y plantas de 
espinaca (Agarwal et al., 2018). 

El comportamiento de los pigmentos fotosintéticos 
que no presentaron diferencias estadísticas, se pudo atribuir 
al alto grado de plasticidad de la aclimatación que las plantas 
tuvieron bajo los diferentes tipos de luz (Berkovich et al., 
2017; Pocock, 2015), lo cual es consistente con los resultados 
de las diversas investigaciones que se mencionaron previa-
mente, en donde se obtuvieron diferentes resultados con 
tratamientos con proporciones de luz LED azul y roja.

CONCLUSIONES
El tratamiento con luz azul al 100% promovió el creci-

miento del tallo, mientras el testigo con luz fluorescente pro-
movió el crecimiento de la hoja. Los diferentes tratamientos 
con luz LED no tuvieron efecto en peso seco de parte aérea 
ni en pigmentos fotosintéticos, por otro lado, los tratamien-
tos que combinaron luz LED azul y roja indujeron un efecto 
negativo en la altura de plántula, distancia de entrenudos y 
peso fresco de tallo. 

Tabla 4. Pigmentos fotosintéticos en hojas en plántula de chile habanero 
cultivado bajo condiciones controladas con diferentes proporciones de luz 
LED azul y roja.
Table 4. Photosynthetic pigments and phenolic compounds in habanero 
pepper seedling leaves, grown under controlled conditions with different 
proportions of blue and red LED light.

Tratamientos

 Variables FL A0 A34.5 A57.1 A76.0 A100

Cla 1.12
±0.05 ax

0.97
±0.04 ab

1.04
±0.06 ab

0.92
±0.04 b

1.07
±0.06 ab

0.95
±0.03 ab

Clb 0.45
±0.10 ns

0.41
±0.01 ns

0.45
±0.09 ns

0.39
±0.02 ns

0.43
±0.10 ns

0.40
±0.02 ns

Cltot 1.57
±0.07 ns

1.38
±0.05 ns

1.49
±0.08 ns

1.31
±0.06 ns

1.50
±0.09 ns

1.35
±0.05 ns

Cla/b 1.95
±0.21 ns

2.36
±0.05 ns

2.09
±0.16 ns

2.34
±0.03 ns

2.24
±0.18 ns

2.42
±0.05 ns

Car 4.20
±0.17 ns

3.80
±0.12 ns

4.10
±0.18 ns

3.70
±0.18 ns

4.20
±0.23 ns

3.70
±0.13 ns

xMedias con igual letra en las filas son estadísticamente iguales (Tukey, P ≤ 
0.05). ns= No significativo; FL= fluorescente (testigo); Cla= Clorofila a (mg 
g-1 de peso fresco); Clb= Clorofila b (mg g-1 de peso fresco); Cltot= Clorofila 
total (mg g-1 de peso fresco); Cla/b= Clorofila a/b; Car= Carotenoides (mg g-1 
de peso fresco).
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RESUMEN
Se utilizó la metodología de superficie de respuesta 

para estudiar los efectos de harina de linaza (HL), pulpa de 
mango (PM) y ciruela deshidratada (CD) sobre la calidad 
fisicoquímica y sensorial de hamburguesas de carne de 
bovino. Además, se optimizó su incorporación en la for-
mulación cárnica para incrementar el contenido de ácidos 
grasos poliinsaturados, sin demérito en su calidad, usando 
para ello un diseño de mezclas. De acuerdo a los modelos de 
regresión obtenidos, la adición de HL y PM aumentó el color 
instrumental (p < 0.05), mientras que la CD lo disminuyó. La 
acidez aumentó por la adición de PM o CD, y el rendimiento 
aumentó por la adición de HL y CD. La incorporación de PM 
o CD incrementó las propiedades sensoriales y los valores 
de textura, mientras que la HL tuvo un efecto contrario. 
La fórmula óptima incluyó 6 % HL, 10.5 % PM y 3.5 % CD, 
y tuvo mayor contenido de ácidos grasos polinsaturados, 
principalmente omega-3. Las hamburguesas de carne de 
bovino adicionadas con HL, PM y CD son una alternativa de 
alimentación más saludable para la población. Son necesa-
rios estudios posteriores que demuestren el impacto de su 
consumo en la salud de las personas.
Palabras clave: Hamburguesa de carne de bovino, produc-
tos cárnicos funcionales, desarrollo de nuevos productos

ABSTRACT
The response surface methodology was used to 

study the effects of flaxseed flour (FS), mango pulp (MP), 
and dried prune (DP), on the physicochemical and sensory 
properties of beef patties. In addition, its incorporation into 
the meat formulation was optimized to increase the content 
of polyunsaturated fatty acids without demerit in their 
quality properties, by using a mixture design. According to 
the obtained models, FS and MP addition increased the ins-
trumental color values (p < 0.05), while DP decreased them. 
The pH values decreased by the addition of MP or DP, and 
cooking yield increased by the addition of FS and DP. The 
incorporation of MP or DP increased sensory properties and 

texture values, while FS had a contrary effect. The optimized 
formulation included 6 % FS, 10.5 % MP and 3.5 % DP, which 
resulted in a higher amount of polyunsaturated fatty acids, 
mainly omega-3. Beef patties formulated with FS, MP, and 
DP could be a healthier food alternative for the population. 
Further studies are necessary to demonstrate the impact of 
its consumption on the health of consumers.
Keywords: beef patties, functional meat products, new pro-
ducts development

INTRODUCCIÓN
La producción de carne tiene un peso importante en 

la economía de México, ya que en 2017 esta actividad se po-
sicionó en el primer lugar dentro del valor de la producción 
agropecuaria. Los mexicanos consumen en promedio 69 kg 
de carne, destacando el pollo, cerdo y res (Comecarne, 2021). 
Respecto a la carne de bovino, su producción durante el 
2020 fue de 2.1 millones de toneladas, con una proyección 
de 1.98 millones para el 2021 (SIAP, 2021). Los cortes que más 
demandan tienen entre los consumidores son el bistec, la 
milanesa y la carne molida (Domínguez-Vara y Mondragón-
Ancelmo, 2018). Esta última se utiliza generalmente para 
la preparación de alimentos como picadillo, albóndigas y 
hamburguesas. Las hamburguesas elaboradas con carne 
de bovino son excelente fuente de proteínas de alto valor 
biológico, ácidos grasos esenciales, vitaminas y minerales. Su 
incremento de producción en establecimientos de comida 
rápida, su conveniencia y bajo precio la han posicionado 
como uno de los productos cárnicos procesados más po-
pulares (Selani et al., 2016). Además, la hamburguesa se ha 
convertido en un atractivo principal en supermercados, 
distribuidores de comida rápida y restaurantes alrededor 
del mundo. Sin embargo, la hamburguesa es un producto 
cárnico procesado y como tal su consumo se ha asociado a 
enfermedades cardiovasculares y cáncer colorectal, debido 
principalmente a su contenido de grasas saturadas, colesterol 
y sal (do Prado et al., 2019). Ante estas situaciones, los consu-
midores se han vuelto más conscientes respecto a una dieta 
saludable, demandando productos con un perfil de lípidos 
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mejorado, reducidos en colesterol y sodio; o formulados con 
ingredientes nóveles que tienen un probado efecto benéfico 
en la salud (do Prado et al., 2019). Además, buscan productos 
con etiqueta limpia; es decir, aquellos que tienen una lista de 
ingredientes corta, simple, sin connotaciones químicas, con 
ingredientes reconocibles y usualmente encontrados en una 
cocina (Asioli et al., 2017). 

La adición de ingredientes no tradicionales como 
aceites vegetales, fibra o compuestos bioactivos ha resultado 
una estrategia exitosa para disminuir el contenido de grasas 
saturadas y mejorar el perfil nutricional en productos como 
las hamburguesas (Botez et al., 2017)2017. Entre los ingre-
dientes con potencial para desarrollar productos cárnicos 
con una connotación más saludable se encuentran la harina 
de linaza, la pulpa de mango y la ciruela deshidratada. La ha-
rina de linaza es una excelente fuente de ácidos grasos ome-
ga-3, destacando el ácido linolénico con un 57 % del total 
de los ácidos grasos, compuesto conocido por reducir niveles 
de colesterol y brindar beneficios a la salud (Bilek y Turhan, 
2009). Sin embargo, no ha sido posible incorporar más del 
3 % en la formulación en productos cárnicos debido a un 
detrimento en las propiedades fisicoquímicas y sensoriales 
(Valenzuela-Melendres et al., 2018). Por otra parte, el mango 
y la ciruela deshidratada son fuente de antioxidantes como 
compuestos fenólicos, carotenoides y vitamina C, además de 
fibra dietética (Jarvis et al., 2015; Torres-León et al., 2016), y 
su incorporación en productos cárnicos reducen la oxidación 
lipídica y la cuenta total de microorganismos durante su vida 
de anaquel (Nuñez de González et al., 2008; Kadakadiyavar 
et al., 2017), además de mejorar las propiedades sensoriales, 
sin un efecto marcado en las características fisicoquímicas 
(Yıldız-Turp y Serdaroglu, 2010). 

Se ha reportado la adición de estos ingredientes en 
carnes procesadas para mejorar sus propiedades nutriciona-
les y tecnológicas. Por ejemplo, se ha incorporado harina de 
linaza como ingrediente en hamburguesas, obteniendo un 
producto con un mejor perfil de lípidos, pero un problema 
persistente es el detrimento en sus propiedades sensoriales 
y una mayor susceptibilidad al deterioro de los ácidos grasos 
(Valenzuela-Melendres et al., 2018). Por otra parte, diversos 
estudios han demostrado que la pulpa de mango es rica en 
compuestos antioxidantes que pueden ser incorporados 
para superar el problema de la oxidación de ácidos grasos 
polinsaturados, además de que pueden contribuir con mejo-
res propiedades sensoriales en los productos cárnicos (Bhat 
et al., 2017). Por otro lado, la adición de la ciruela deshidrata-
da en formulaciones cárnicas ha sido reportada por diversos 
investigadores, destacando su efecto positivo en parámetros 
sensoriales como la textura, jugosidad y sabor (Jarvis et al., 
2015). Por todo lo anterior, es posible hipotetizar que tanto 
la pulpa de mango como la ciruela deshidratada pueden ser 
utilizadas para reducir el impacto negativo que la harina de 
linaza ejerce en las formulaciones cárnicas, buscando la com-
binación óptima entre los tres ingredientes que resulte en un 
producto con un contenido de ácidos grasos poliinsaturados 

mayor al de una hamburguesa tradicional, pero con el menor 
impacto en las propiedades fisicoquímicas y sensoriales. 

Determinar los efectos e interacciones entre múltiples 
ingredientes sobre la calidad de un producto cárnico es 
complicado si no se utiliza la estrategia metodológica ade-
cuada (Botez et al., 2017)2017. La metodología de superficie 
de respuesta (MSR) es una técnica matemática que permite 
optimizar la incorporación de nuevos ingredientes y ha sido 
utilizada con éxito en el desarrollo de nuevos productos cár-
nicos (Keenan et al., 2014; Valenzuela-Melendres et al., 2014). 
El objetivo del presente trabajo fue estudiar los efectos de 
harina de linaza, pulpa de mango y ciruela deshidratada 
sobre la calidad de hamburguesas de carne de bovino, y 
optimizar por MSR la incorporación de estos ingredientes en 
su formulación para generar un producto con mejor perfil 
nutricional, pero sin demérito en sus propiedades fisicoquí-
micas y sensoriales. 

MATERIALES Y MÉTODOS
Diseño experimental 

Se estudiaron los efectos de harina de linaza (HL), 
pulpa de mango (PM) y ciruela deshidratada (CD) sobre la 
calidad de hamburguesas de carne de bovino mediante el 
uso de la MSR, utilizando para ello un diseño de mezclas 
simplex centroide. Los niveles de los factores fueron: HL (0 
a 20 %), PM (0 a 20 %) y CD (0 a 20 %) y con ellos se gene-
raron 14 tratamientos o corridas experimentales (Tabla 1). 
Los tratamientos con los límites máximos de incorporación 
de cada ingrediente y el correspondiente a la mezcla de 
partes iguales (punto central del diseño), fueron repetidos 
durante el experimento para estimar el error experimental 
y la falta de ajuste de los modelos de regresión resultante. 
Las mediciones realizadas fueron: color instrumental, pH, 
rendimiento de cocción (RC), reducción del diámetro (RD), 
análisis de perfil de textura (APT) y análisis sensorial (AS). Se 
realizaron dos repeticiones del experimento completo y en 
cada repetición se analizaron tres muestras por tratamiento 
para la evaluación de la calidad para un total de 6 muestras 
por tratamiento.

Ingredientes utilizados, materiales y elaboración del 
producto

La harina de linaza (Bob´s Red Mill, Oregon, USA), 
pulpa de mango y ciruela deshidratada (Sunsweet Growers 
Inc., Yuba, CA, USA), fueron adquiridos de supermercados 
locales y usados como ingredientes para formular las ham-
burguesas. La carne de bovino magra (Semimembranoso, 
72 % humedad, 6 % lípidos, 20 % proteína y 2 % ceniza), 
pH 5.82 fue adquirida con un distribuidor directo de carne 
local y utilizada el mismo día de su compra. La carne fue 
molida en un equipo Hobart (modelo 4152, Troy, Ohio, USA) 
a través de un plato con orificios de 4.7 mm. La pulpa de 
mango se obtuvo de frutos de la variedad Haden en estado 
de madurez de consumo, sin deformaciones ni daños en la 
cutícula. La harina de linaza fue directamente añadida en 
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las hamburguesas. Se utilizó un procesador de alimentos 
(NutriBullet NUBPT0101, Los Angeles, CA, USA) para moler 
en forma separada la pulpa de mango y ciruela deshidratada 
hasta obtener un puré. Lotes de 1 kg por tratamiento fueron 
usados para la preparación de las hamburguesas. La carne, la 
harina de linaza, la pulpa de mango y la ciruela deshidratada 
fueron mezclados de acuerdo a los porcentajes especificados 
en las corridas experimentales de la Tabla 1. Los ingredientes 
en cada lote fueron homogenizados manualmente por 10 
min y las hamburguesas fueron formadas manualmente en 
muestras de 9 cm x 1 cm de grosor para obtener 60 g por 
unidad. Las hamburguesas fueron cocinadas en un sartén 
eléctrico (Cook Master Oster, Model 3222-3, Mississauga, 
Ontario, Canadá) durante 1 min por cada lado y después 15 s 
por lado hasta alcanzar 72 °C medidos por un termopar en el 
centro geométrico de la hamburguesa.

Color instrumental, pH, rendimiento de cocción y encogi-
miento al cocinar

El color fue evaluado manteniendo todos los trata-
mientos a temperatura ambiente (25 ± 2 °C) por 5 min antes 
de su medición utilizando un colorímetro (Chroma meter 
CR-400, Konica Minolta Sensing, Inc., Osaka, Japan) con 
iluminante D65, observador de 10° y apertura de 11 mm del 
instrumento para iluminación y 8 mm para medición. Las 
coordenadas determinadas fueron: luminosidad (L*, donde 
0 = negro y 100 = blanco), matiz verde-rojo (a*, donde -60 = 
verde y +60 = rojo) y matiz azul-amarillo (b*, donde -60 = azul 
y +60 = amarillo). Se tomaron nueve repeticiones de cada 

muestra, siguiendo las guías para la evaluación colorimétrica 
de carnes.

El pH fue medido directamente en hamburguesas 
cocinadas con un potenciómetro portátil (Hanna, Model HI 
98140, Woonsocket, RI, USA) equipado con una combinación 
electrodos de pH tipo punción.

Las hamburguesas fueron pesadas antes y después 
de ser cocinadas utilizando una balanza de precisión (L-EQ 
Torrey, Monterrey, México), después se enfriaron a 25 °C y 
secaron con una toalla de papel para retirar el agua y la grasa 
liberadas durante el cocinado. El rendimiento de cocción (RC) 
fue calculado por medio de una fórmula (Ec. 1):

𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 =  
𝑚𝑚𝑚𝑚2
𝑚𝑚𝑚𝑚1

∗ 100   (Ec. 1)

Donde m1 es el peso (g) de la hamburguesa antes de 
cocción y m2 es el peso (g) después de cocción (Szerman et 
al., 2019). Por otro lado, la reducción del diámetro (RD) en las 
hamburguesas por el proceso de cocción fue calculado por 
medio de la fórmula (Ec. 2):

𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 =  
𝑅𝑅𝑅𝑅1 − 𝑅𝑅𝑅𝑅2
𝑅𝑅𝑅𝑅1

∗ 100  (Ec. 2)

Donde D1 es el diámetro (cm) de la hamburguesa 
cruda y D2 es el diámetro (cm) de la hamburguesa cocinada.

Tabla 1. Composición de las mezclas en hamburguesas de carne de bovino formuladas con hari-
na de linaza, pulpa de mango y ciruela deshidratada en un diseño de mezclas simplex centroide 
de tres componentes.
Table 1. Composition of mixtures in beef patties formulated with flaxseed flour, mango pulp 
and dried plum in a simplex centroid three-component mixture design.

Valores codificados Valores reales (%)

Tratamiento HL PM CD HL PM CD

1 1 0 0 20 0 0

2 0 1 0 0 20 0

3 0 0 1 0 0 20

4 0 0.5 0.5 0 10 10

5 0.5 0 0.5 10 0 10

6 0.5 0.5 0 10 10 0

7 0.33 0.33 0.33 6.67 6.67 6.67

8 0.67 0.17 0.17 13.32 3.34 3.34

9 0.17 0.67 0.17 3.34 13.32 3.34

10 0.17 0.17 0.67 3.34 3.34 13.32

11 1 0 0 20 0 0

12 0 1 0 0 20 0

13 0 0 1 0 0 20

14 0.33 0.33 0.33 6.67 6.67 6.67

HL = harina de linaza, PM = pulpa de mango, CD = ciruela deshidratada.
Proporción de HL + PM + CD = 1.
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Análisis de perfil de textura
El análisis de perfil de textura se realizó en muestras de 

hamburguesas cocinadas, a 4 ± 1 °C con un analizador de tex-
tura TA-XT2 (Stable Micro Systems, Surrey, UK) siguiendo los 
métodos para la medición de textura de productos cárnicos 
(Claus, 1995). Muestras cubicas (1 × 1 × 1 cm) fueron cortadas 
de las hamburguesas cocinadas y sometidas a pruebas de 
compresión de dos ciclos. Las muestras fueron comprimidas 
hasta 50 % de su altura original con una sonda cilíndrica de 
75 mm de diámetro unida a una celda de compresión de 50 
kg con una velocidad de cabezal de 1 mm/s. Los parámetros 
de perfil de textura fueron determinados de acuerdo a Bour-
ne (1978), e interpretados de la siguiente manera: dureza (N) 
como la fuerza máxima requerida para comprimir la muestra; 
cohesividad como la extensión en la cual la muestra puede 
ser deformada antes de su ruptura (A2/A1), donde A1 es la 
energía total requerida para la primer compresión y A2 es la 
energía total requerida para la segunda compresión; elastici-
dad (cm) como la habilidad de la muestras para recuperar su 
forma original después de que la fuerza de deformación es 
removida; masticabilidad (N/cm) como el trabajo necesario 
para masticar la muestra y posteriormente engullirla (dureza 
× cohesividad × elasticidad).

Análisis sensorial
La evaluación sensorial se realizó por quince panelis-

tas, 8 hombres y 7 mujeres, con experiencia previa en análisis 
sensorial y consumidores regulares de hamburguesas. El 
análisis sensorial se realizó en dos días diferentes, en los 
que todos los panelistas evaluaron 7 muestras por día, se-
leccionadas al azar. El panel estuvo integrado por personal y 
estudiantes de la Coordinación de Tecnología de Alimentos 
de Origen Animal de la institución. La evaluación sensorial 
se realizó en un cuarto dividido en cabinas individuales y 
ambiente controlado (23 ± 1 °C, 55 ± 5 % HR). Previo al aná-
lisis, los panelistas obtuvieron un entrenamiento donde se 
explicó el objetivo del proyecto, se explicaron los descripto-
res a calificar y la escala de evaluación. Durante la evaluación 
sensorial, cuatro hamburguesas de cada formulación fueron 
cocinadas como se describió previamente, cubiertas y man-
tenidas a 60 °C en un horno hasta su evaluación por 4-7 min. 
Las hamburguesas fueron cortadas en cuatro partes iguales 
y servidas inmediatamente. Cada muestra fue codificada con 
números de tres dígitos aleatoriamente seleccionados. Los 
panelistas fueron instruidos para limpiar sus paladares entre 
cada muestra utilizando agua y galletas sin sal. Cada panelista 
evaluó todas las formulaciones en un orden aleatorio y se les 
pidió evaluar en una escala de 0 a 10 los siguientes atributos: 
sabor (0 = nada intenso/10 = muy intenso), textura (0 = 
dura/10 = blanda) y jugosidad (0 = seca/10 = jugosa).

Análisis estadístico de los datos 
Para el análisis estadístico, se utilizó la MSR. Prime-

ramente, cada variable respuesta fue ajustada a un modelo 
cúbico especial (Ec. 3) para modelar los datos obtenidos en 
el experimento. 

y = 𝛽𝛽𝛽𝛽1𝑥𝑥𝑥𝑥1 + 𝛽𝛽𝛽𝛽2𝑥𝑥𝑥𝑥2 + 𝛽𝛽𝛽𝛽3𝑥𝑥𝑥𝑥3 +  𝛽𝛽𝛽𝛽12𝑥𝑥𝑥𝑥1𝑥𝑥𝑥𝑥2 +  𝛽𝛽𝛽𝛽13𝑥𝑥𝑥𝑥1𝑥𝑥𝑥𝑥3 + 𝛽𝛽𝛽𝛽23𝑥𝑥𝑥𝑥2𝑥𝑥𝑥𝑥3 +  𝛽𝛽𝛽𝛽123𝑥𝑥𝑥𝑥1𝑥𝑥𝑥𝑥2𝑥𝑥𝑥𝑥3  (Ec. 3)

donde y es la variable de respuesta (color, pH, RC, RD, 
APT y AS), β es el coeficiente de regresión y x es la proporción 
de los componentes (HL, PM y CD) en la formulación. Para 
el análisis de resultados se utilizó el software Design Expert 
7.0.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, MN, USA). Para cada varia-
ble respuesta, se realizó un análisis de varianza para estimar 
las significancias (p ˂ 0.05) de los factores estudiados. Se 
estimaron los coeficientes de regresión, el coeficiente de de-
terminación (R2) y falta de ajuste de los modelos resultantes.

Con los modelos predictivos seleccionados, se llevó a 
cabo la optimización de las respuestas, mediante la técnica 
de optimización numérica del software Design Expert para 
la optimización simultánea de múltiples respuestas. Para el 
presente estudio, la formulación óptima de hamburguesa de 
carne de bovino se predijo maximizando la incorporación de 
HL, PM y CD. Se eligieron los objetivos deseados para cada 
variable de respuesta. La formulación óptima se usó para 
estimar los valores predichos de las variables de respuesta 
utilizando las ecuaciones de predicción derivadas de la MSR. 
Para la validación de los modelos, se preparó un lote de 
hamburguesas con los niveles óptimos de los ingredientes, 
se evaluaron experimentalmente las propiedades fisicoquí-
micas y sensoriales de acuerdo las metodologías descritas 
anteriormente, y se compararon estadísticamente (p < 0.05) 
con los valores predichos por los modelos. Finalmente, se 
realizó una comparación entre la formulación optimizada y 
una formulación típica de hamburguesas con 20 % de grasa 
de bovino en términos de composición proximal y perfil de 
ácidos grasos. La composición proximal (humedad, grasa, 
proteína y ceniza), se realizó siguiendo las técnicas descritas 
por la AOAC (1990), mientras que el perfil de ácidos grasos se 
realizó de acuerdo a la técnica especificada por Valenzuela-
Melendres et al. (2018). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Propiedades fisicoquímicas

La Tabla 2 muestra los valores experimentales resul-
tantes para todas las propiedades fisicoquímicas. En la Tabla 
3 se muestran los modelos de regresión obtenidos para 
predecir el color instrumental (L*, a*, b*), pH, rendimiento de 
cocción (RC), reducción de diámetro (RD) y análisis de perfil 
de textura de hamburguesas de carne de bovino, en función 
de la adición de harina de linaza (HL), pulpa de mango (PM) 
y ciruela deshidratada (CD). Se muestra también el análisis 
de varianza, la falta de ajuste y el coeficiente de determi-
nación (R2) de los modelos de regresión para cada variable 
de respuesta estudiada. Un signo positivo en el modelo de 
regresión indica que a medida que se adiciona el ingrediente, 
la variable de respuesta también lo hace. Un signo negativo 
en el modelo indica que a medida que se adiciona el ingre-
diente, la variable de respuesta disminuye. Las Figuras 1-2 
muestran los efectos y tendencias de las variables de proceso 
para cada propiedad fisicoquímica del producto.
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Tabla 2. Propiedades fisicoquímicas y sensoriales de hamburguesas de carne de bovino formuladas con harina de linaza, pulpa de mango y ciruela deshidra-
tada.
Table 2. Physicochemical and sensory properties of beef patties formulated with flaxseed flour, mango pulp and dried plum. 

Tratamiento L* a* b* pH RC RD Dureza Elasticidad Cohesividad Masticabilidad Sabor Textura Jugosidad

1 43 16.2 20.1 5.49 89.2 4.79 6.05 0.53 0.27 0.98 3.71 4.87 3.73

2 45 19.5 17.6 5.15 65 12.3 10.13 0.77 0.39 3.5 6.79 8.33 6.69

3 32 11 12.8 5.02 74.4 13.8 10.17 0.74 0.41 3.14 8.37 7.85 7.05

4 37 15.4 16.4 5.06 72.8 13.1 7.37 0.84 0.42 2.75 7.23 7.58 5.9

5 37 11.7 16.7 5.22 88.1 9.58 4.61 0.78 0.31 1.11 4.62 6.47 4.36

6 44 17.7 19 5.3 81.4 9.79 4.37 0.695 0.34 1.03 4.36 6.57 5.13

7 38 14.9 17.2 5.17 79.2 11 5.53 0.61 0.33 1.07 6.01 6.57 6.16

8 42 14.9 18.4 5.32 87.8 9.79 4.89 0.6 0.31 0.84 4.14 7.07 4.32

9 41 18.1 18.2 5.14 74.2 15.2 7.11 0.6 0.37 1.71 6.78 8.7 7.5

10 35 12.5 15.6 5.06 75 13.5 6.87 0.55 0.32 1.2 7.36 8.1 7.08

11 43 16 20.1 5.47 89.2 7.71 6.11 0.56 0.31 1.18 3.42 5.78 3.98

12 45 17.5 18.2 5.11 62.2 12.5 13.13 0.77 0.39 4.17 6.71 8.06 6.95

13 32 10.7 13.2 4.97 72.8 11.3 10.67 0.59 0.37 2.47 8.68 7.13 6.91

14 38 16 17.3 5.19 82.5 10.6 7.01 0.56 0.34 1.38 5.7 6.98 5.34

RC = rendimiento por cocción (%), RD = reducción de diámetro (%), dureza (N), elasticidad (cm), cohesividad (adimensional), masticabilidad (N/cm), sabor (0 
= nada intenso/10 = muy intenso), textura (0 = dura/10 = blanda) y jugosidad (0 = seca/10 = jugosa).
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Figura 1. Gráfico de contorno de diseño de mezclas para color instrumental: L* 25 
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Figura 2. Gráfico de contorno de diseño de mezclas para perfil de textura: dureza, elasticidad, 49 
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Figura 1. Gráfico de contorno de diseño de mezclas para color instrumen-
tal: L* (luminosidad), a* (matiz verde-rojo) y c) y b*(matiz azul-amarillo), pH, 
rendimiento por cocción y reducción de diámetro en hamburguesas de 
carne de bovino adicionadas con HL, PM y CD.
Figure 1. Mixture design contour plot for instrumental color: L* (lightness), 
a* (green-red axe) and b* (blue-yellow axe), pH, cooking yield and diameter 
reduction, in added beef patties added with FS, MP and DP.

Figura 2. Gráfico de contorno de diseño de mezclas para perfil de textura: 
dureza, elasticidad, cohesividad y masticabilidad de hamburguesas de 
carne de bovino adicionadas con HL, PM y CD.
Figure 2. Mixture design contour plot for texture profile analysis: hardness, 
elasticity, cohesiveness and chewiness of beef patties added with FS, MP 
and DP.
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Color instrumental 
Los modelos de regresión para los valores L*, a* y 

b* fueron significativos (p < 0.05), tuvieron un coeficiente 
de determinación mayor a 0.92 y no presentaron falta de 
ajuste (p > 0.05), elementos suficientes que indican que son 
adecuados para predecir la variable de respuesta. La Figura 
1 muestra la gráfica de contorno para los valores L* a* y b* 
en función de la adición de HL, PM y CD. La Tabla 2 muestra 
los valores del color instrumental para todos los tratamien-
tos evaluados, donde los promedios resultantes para L*, a* 
y b* fueron 39.04, 15.37 y 16.82, respectivamente. El color 
de los productos cárnicos depende de varios factores que 
incluyen la cantidad y estado químico de la mioglobina, las 
características fisicoquímicas de la carne, y el tipo y cantidad 
de ingredientes no cárnicos en la formulación del producto 
(Cofrades et al., 2004).

De acuerdo a los modelos de regresión, todos los 
parámetros del color instrumental aumentaron (p ˂ 0.05) 
por la incorporación de PM y HL, y disminuyeron (p ˂ 0.05) al 
incorporar CD en la formulación cárnica. El efecto que tiene 
la adición de PM en el incremento del color del producto 
puede deberse a varias razones; por un lado, la alta humedad 
de la PM provoca un mayor reflejo de la luz sobre la superfi-
cie del alimento. Por otro lado, la PM es rica en compuestos 
antioxidantes, principalmente carotenoides, que retardan la 
oxidación de la mioglobina de la carne, responsable del color 
rojo característico de este producto. Wongkaew et al. (2020) 
adicionaron pectina de cáscara de mango a salchichas de 

cerdo hasta un nivel del 15 % y reportaron un incremento del 
color en el producto atribuido a los compuestos carotenoi-
des presentes en la cáscara de mango. Resultados similares 
fueron también reportados por Qiu y Chin (2021), quienes 
encontraron que los carotenoides presentes en el tomate 
mejoraron el color de hamburguesas de carne de puerco. 

Por el contrario, el efecto de la CD sobre la disminu-
ción del color puede ser atribuido al color oscuro propio del 
fruto; este comportamiento es similar a lo reportado por 
Reyes-Padilla et al. (2018), donde la incorporación de 5 % 
CD en bolonia generó los valores L*, a* y b* más bajos. De 
igual manera, Nuñez de Gonzalez et al. (2008), reportaron 
una disminución en los valores L*, a* y b* en carne de bovino 
cuando la cantidad de CD en la formulación se incrementó 
de 2.5 % a 5 %.

pH, rendimiento por cocción y reducción de diámetro
El pH, RC y RD de las hamburguesas de carne de bo-

vino estuvieron en los rangos de 4.97 - 5.49, 62.2 - 89.17 y 
4.79 - 15.20, respectivamente (Tabla 2). Todos los modelos de 
regresión para pH, RC y RD fueron significativos (p < 0.05), 
con una R2 aceptable y con una falta de ajuste mayor a 0.05 
(Tabla 3), por lo cual son adecuados para predecir la variable 
de respuesta. La Figura 1 muestra los efectos y tendencias de 
las variables de proceso para el pH, RC y RD, respectivamente. 
El pH es un parámetro de calidad muy importante en la carne, 
ya que puede estar relacionado directa o indirectamente con 
otros parámetros de calidad como la capacidad de retención 

Tabla 3. Modelos de regresión de los parámetros de calidad en el diseño de mezclas.
Table 3. Regression models of the quality parameters in the mixture design.

VR
a Promedio 

± DE R2 FA Prob < p Modelo de regresión

Color, pH y propiedades de cocción

L* 39.40 ± 4.41 0.99 0.07 < 0.0001 5.43 HL + 7.13 PM – 12.55 CD – 4.44 HL*CD – 8.18 PM*CD

a* 15.10 ± 2.65 0.92 0.51 < 0.0001 0.88 HL + 5.89 PM – 6.77 CD

b* 17.20 ± 2.10 0.99 0.65 < 0.0001 4.27 HL + 1.51 PM – 5.78 CD + 3.90 PM*CD

Rendimiento (%) 78.10 ± 8.40 0.96 0.27 < 0.0001 21.47 HL – 17.86 PM – 3.61 CD + 19.89 HL*PM + 22.51 HL*CD

Encogimiento (%) 11.10 ± 2.60 0.76 0.47 0.0004 – 6.56 HL + 3.50 PM + 3.06 CD

pH 5.19 ± 0.15 0.98 0.83 < 0.0001 0.42 HL – 0.10 PM – 0.31 CD

Análisis de perfil de textura

Dureza (N) 7.43 ± 2.53 0.89 0.61 0.0012 – 4.95 HL + 3.20 PM + 1.75 CD – 14.01 HL*PM – 10.56 HL*CD 
– 11.09 PM*CD

Elasticidad (cm) 0.66 ± 0.09 0.34 0.12 0.103 – 0.15 HL + 0.14 PM + 0.02 CD

Cohesividad 0.35 ± 0.04 0.83 0.56 0.0003 – 0.10 HL + 0.06 PM + 0.04 CD – 0.18 HL*CD

Masticabilidad (N/
cm) 1.89 ± 1.06 0.89 0.28 0.0002 – 2.25 HL + 1.81 PM + 0.44 CD – 6.37 HL*PM – 4.15 HL*CD

Propiedades sensoriales

Sabor 5.99 ± 1.65 0.96 0.06 < 0.0001 – 4.39 HL + 1.00 PM + 3.39 CD – 4.31 HL*CD 

Textura 7.15 ± 1.02 0.76 0.27 0.0004 – 2.49 HL + 1.77 PM + 0.72 CD

Jugosidad 5.72 ± 1.38 0.84 0.14 < 0.0001 – 3.66 HL + 1.91 PM + 1.75 CD

VR = variable respuesta, FA = falta de ajuste, 0 < R2 < 1 (cercano a l más significativo), a Promedio de 6 determinaciones ± DE 
(desviación estándar), HL (harina de linaza), PM (pulpa de mango), CD (ciruela deshidratada), * p < 0.05
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de agua, propiedades organolépticas y calidad microbiológi-
ca (Toldrá, 2003). De acuerdo a los modelos de regresión, la 
incorporación de PM y CD aumentó (p < 0.05) la acidez en las 
hamburguesas, mientras que la adición de HL la disminuyó. 
Los efectos de estos ingredientes sobre el pH del producto 
pueden atribuirse al pH propio de cada uno de ellos; por un 
lado, la PM y CD poseen un pH de 3.45 y 3.82, respectivamente, 
debido principalmente a la alta cantidad de ácidos orgánicos 
como cítrico y málico (Jarvis et al., 2015; Maldonado-Celis et 
al., 2019), razón por la cual al ser incorporados en el alimento 
le confieren un pH más ácido, mientras que la HL (pH = 6.42) 
le confiere al alimento un pH más alcalino. Yıldız-Turp y Ser-
daroglu (2010), reportaron que se observa una disminución 
de pH aumentando las proporciones de CD en hamburgue-
sas de carne de bovino; de manera similar se ha reportado 
una disminución de pH en milanesas de pollo debido a un 
aumento en la adición de polvo de cáscara de mango (Bhat 
et al., 2017). Los efectos anteriormente explicados se pueden 
apreciar en el gráfico de contorno de diseño de mezclas de la 
Figura 1, donde se observa que una mayor concentración de 
HL en la formulación del producto provoca una disminución 
de la acidez mientras que una mayor concentración de PM o 
CD ocasiona un aumento de la misma.

El RC y RD son parámetros tecnológicos importantes 
en productos cárnicos ya que determinan las características 
finales del alimento; éstos son función de la pérdida de agua y 
grasa del alimento por efecto de la temperatura de cocinado; 
a mayor pérdida de agua y grasa durante el cocimiento, me-
nor será el RC y mayor la RD (Yıldız-Turp y Serdaroglu, 2010). 
El pH de cada ingrediente es uno de los aspectos importantes 
que hay que tomar en cuenta, pues éste influye directamente 
en la capacidad de retención de agua del producto. El bajo pH 
de la PM (pH = 3.45) y CD (pH = 3.82) tiene un efecto directo 
sobre el RC y RD, ya que mantiene a las proteínas miofibrila-
res de la carne cercanas a su punto isoeléctrico (pI = 5.1-5.2), 
que es donde la capacidad de retención de agua es mínima 
(Toldrá, 2003). Un efecto contrario se observa por la adición 
de HL (pH = 6.42). La PM produce un menor RC y una mayor 
RD debido a que al ser un ingrediente fresco (a diferencia 
de la CD) éste aporta una alta cantidad de agua al producto 
cárnico y promueve la pérdida de peso durante el proceso 
de cocinado. En Figura 1 se observa gráficamente como un 
mayor porcentaje de HL ocasiona un aumento del RC y una 
disminución de RD, mientras que un mayor porcentaje de PM 
o CD provoca una disminución del RC y un aumento de RD. 

Análisis de perfil de textura
Los rangos registrados de dureza (N), elasticidad (cm) 

y masticabilidad (N/cm) oscilaron entre 4.4 – 13.1, 0.53 – 
0.84 y 0.8 – 4.1, respectivamente (Tabla 2). En relación a la 
cohesividad, los valores fueron muy uniformes entre todos 
los tratamientos evaluados presentando un rango de 0.3 – 
0.4. Todos los modelos de regresión para el perfil de textura 
fueron significativos (p < 0.05), con una R2 aceptable y con 
una falta de ajuste mayor a 0.05 (Tabla 3), por lo cual los mo-
delos son adecuados para predecir la variable de respuesta. 

La representación gráfica de los modelos de regresión para el 
perfil de textura obtenidos de la matriz de diseño de mezclas 
se presenta en la Figura 2.

La textura de un producto cárnico es una de las ca-
racterísticas de calidad más importantes que determina su 
aceptación por parte del consumidor (Braña-Varela et al., 
2011). De acuerdo a los modelos obtenidos, la incorporación 
de HL disminuyó (p < 0.05) todos los valores de textura, lo 
que evidencia el detrimento provocado por este ingrediente 
sobre la calidad tecnológica del producto. El efecto negativo 
de este ingrediente en las propiedades de textura de ham-
burguesas de carne de bovino ha sido reportado también 
por Valenzuela-Melendres et al. (2014), quienes mencionan 
que la adición de más del 3 % de HL en la formulación causa 
un detrimento marcado en la textura del producto. Por otra 
parte, la PM y CD aumentaron los valores del perfil de textura 
(p < 0.05) en comparación a lo observado por la incorpora-
ción de HL. Ambos ingredientes presentaron un efecto muy 
similar en todos los parámetros de textura. El aumento de la 
dureza por la incorporación de PM y CD puede ser atribuido 
a los carbohidratos estructurales de estos frutos como agar, 
pectinas, almidón o carrageninas que pueden actuar como 
espesantes y gelificantes para mantener un producto más 
firme (Maldonado-Celis et al., 2019; Serna-Cock et al., 2016). 

Análisis sensorial
La evaluación sensorial del sabor, textura y jugosidad 

oscilaron en los rangos de 3.42 – 8.68, 4.87 – 8.77 y 3.73 – 7.50, 
respectivamente (Tabla 2). Todos los modelos de regresión 
para los atributos sensoriales fueron significativos (p < 0.05), 
con una R2 aceptable y con una falta de ajuste mayor a 0.05 
(Tabla 3), por lo cual los modelos son adecuados para predecir 
la variable de respuesta. Un signo negativo en el modelo de 
regresión indica que a medida que se adiciona el ingrediente, 
la variable de respuesta disminuye; por el contrario, un signo 
positivo en el modelo indica que la variable de respuesta 
aumenta a medida que se incorpora el ingrediente. 

Todas las propiedades sensoriales evaluadas aumen-
taron significativamente (p < 0.05) por la incorporación de 
CD y PM en la formulación cárnica, mientras que disminu-
yeron significativamente (p < 0.05) por la incorporación de 
HL. Los efectos de PM, CD y HL, se observan visualmente 
en los gráficos de contorno de la Figura 3, donde una ma-
yor incorporación de PM y CD resulta en un aumento en la 
textura, jugosidad y sabor del producto, mientras que un 
efecto contrario se obtiene con la adición de HL. La harina de 
linaza es un ingrediente con un bajo contenido de humedad 
(7 %), y que cuando se incorpora a los productos cárnicos 
imparte una sensación de resequedad, además contiene 
una alta cantidad de aceites poliinsaturados propensos a la 
oxidación que impactan en la textura, sabor y jugosidad de 
los productos cárnicos (Valenzuela-Melendres et al., 2014). 
Por otro lado, los carbohidratos complejos como almidón y 
fibra en pulpa de mango pueden llegar hasta un 15 % y 1.6 
%, respectivamente (Lebaka et al., 2021); estos componentes 
pueden actuar como espesantes y gelificantes al incorporar-
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se en la formulación cárnica, favoreciendo su textura. Por su 
parte, la ciruela deshidratada es rica en compuestos humec-
tantes como el sorbitol cuyo contenido puede ser de hasta 
21.7 %, según su origen (Gill et al., 2019), y que de manera 
natural disminuye la sensación de resequedad al masticar 
de formulaciones cárnicas que la contiene, favoreciendo la 
textura y jugosidad del producto. Además, la ciruela deshi-
dratada imparte notas aromáticas y dulces a los productos 
cárnicos, lo que incrementa los valores del sabor en la eva-
luación sensorial (Nuñez de Gonzalez et al., 2009). Resultados 
similares a nuestro estudio fueron obtenidos por Yıldız-Turp 
y Serdaroglu (2010), quienes reportaron un incremento en 
la textura, jugosidad y sabor de hamburguesas de carne de 
bovino a las que se les incorporó hasta un 10 % de puré de 
ciruela en la formulación. 

Optimización de hamburguesas de carne de bovino y 
validación de modelos

Durante el proceso de optimización se establecen las 
condiciones que satisfacen simultáneamente los requeri-
mientos de calidad que se deseen en el producto (Baugreet 
et al., 2017), siendo la función de deseabilidad uno de los 
enfoques más populares para lograr dicha optimización. En 
el presente estudio, se utilizó la herramienta de optimización 
numérica del software Desing Expert para estimar la combi-
nación óptima de pulpa de mango, ciruela deshidratada y 
harina de linaza que maximizan las propiedades fisicoquími-
cas y sensoriales de hamburguesas de carne de bovino. La 
combinación óptima de estos ingredientes se logró cuando 
se alcanzó la máxima deseabilidad. En el proceso de optimi-
zación no se tomó en cuenta la propiedad de elasticidad del 
APT debido a que el modelo no fue significativo (p = 0.103) 
y presentó una R2 muy baja (0.34). La formulación óptima 
de hamburguesa de carne de bovino resultante incluyó 6 % 
HL, 10.5 % PM y 3.5 % CD, con una deseabilidad de 0.506. 
Los valores predichos por el modelo y los obtenidos experi-
mentalmente para la formulación óptima de hamburguesas 
de carne de bovino se presentan en la Tabla 4. De acuerdo al 
análisis estadístico realizado, los valores predichos por el mo-
delo y los obtenidos experimentalmente para la formulación 
óptima fueron similares (p > 0.05), por lo tanto, las ecuacio-
nes de regresión obtenidas son adecuadas para estimar las 
propiedades fisicoquímicas y sensoriales de hamburguesas 
de carne de bovino adicionadas con pulpa de mango, ciruela 
deshidratada y harina de linaza.

Composición proximal y perfil de ácidos grasos de la 
formulación óptima

Se preparó un lote de hamburguesas con la formula-
ción optimizada y se comparó con una hamburguesa típica 
con 20 % de grasa en términos de composición proximal y 
perfil de ácidos grasos. Los resultados de esta comparación 
se muestran en la Tabla 5. En cuanto a la composición proxi-
mal, se observa que no hubo diferencias (p > 0.05) entre los 
tratamientos evaluados, respecto al contenido de proteínas 

y ceniza, oscilando éstos entre 15.96 a 17.04 % y 1.48 a 1.55 
%, respectivamente. La humedad de la hamburguesa opti-
mizada fue mayor que aquella que contiene 20 % de grasa 
de res, debido principalmente al contenido de humedad que 
le imparte la pulpa de mango (82 % de humedad). El conte-
nido de grasa de la hamburguesa optimizada fue de 10.23 
%, una reducción del 48 % respecto a la hamburguesa típica. 
La mayor parte de la grasa en la hamburguesa optimizada 
proviene de la adición de harina de linaza (31 % de lípidos), 
lo que significa un mayor contenido de ácidos grasos poliin-
saturados, principalmente ácido α-linolénico.

De acuerdo al perfil de ácidos grasos, mostrados en 
la Tabla 5, el contenido de ácidos grasos saturados y mono 
insaturados fue menor en la formulación óptima debido a 
un menor contenido de ácido palmítico (C16:0) y oleico (18:1 
n9 cis), respectivamente. Además, se observa un mayor con-
tenido de ácidos grasos poliinsaturados en la formulación 
óptima, principalmente por un aumento en el contenido 
de ácido linoleico (C18:2 n9 cis) y ácido linolénico (C18:3 
n3), siendo este último el ácido graso principal de la familia 
omega-3. Se ha comprobado que cuando éste es consumido 
como parte de la dieta trae múltiples beneficios a la salud, 
destacando una disminución de las ECV (Yue et al., 2020). La 
hamburguesa optimizada puede ser más atractiva al con-
sumidor al presentar un mejor perfil de ácidos grasos en su 
composición sin demérito en sus propiedades fisicoquímicas 
y sensoriales. 

Tabla 4. Valores experimentales y valores predichos de hamburguesas de 
carne de bovino optimizadas en sus propiedades fisicoquímicas y senso-
riales.
Table 4. Experimental and predicted values of beef patties optimized in 
their physicochemical and sensory properties.

Respuesta Valor 
predicho

IC 95% Valor
 experimental*

Color, pH y propiedades de cocción

L* 41.1 40.8 – 41.5 41.44

a* 16.6 16.0 – 17.2 16.00

b* 18.1 17.9 – 18.2 18.14

Rendimiento por 
cocción (%)

77.9 75.7 – 80.1 78.33

Reducción de 
diámetro (cm)

11.3 10.4 – 12.3 11.67

pH 5.20 5.19 – 5.21 5.24

Análisis de perfil de textura

Dureza (N) 5.87 4.61 – 7.13 7.03

Cohesividad 0.35 0.34 – 0.37 0.35

Masticabilidad (N/cm) 1.47 0.99 – 1.94 1.43

Propiedades sensoriales

Sabor 5.80 5.54 – 6.06 5.74

Textura 7.36 6.97 – 7.74 7.44

Jugosidad 5.86 5.43 – 6.29 5.55

Promedio de 5 determinaciones.
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CONCLUSIONES
El detrimento en las propiedades fisicoquímicas y 

sensoriales observadas en estudios previos por la adición de 
harina de linaza en hamburguesas de carne de bovino fue 
disminuido por la inclusión de pulpa de mango y ciruela 
deshidratada. La combinación óptima de los ingredientes 
que resultó en un producto con propiedades fisicoquímicas 
y sensoriales aceptables fue de 6 % HL, 10.5 % PM y 3.5 % CD. 
El uso de pulpa de mango y ciruela deshidratada en hambur-
guesas de carne de bovino, permitió duplicar el contenido 
de harina de linaza reportado en investigaciones anteriores, 
además de aumentar el contenido de ácidos grasos poliin-
saturados, principalmente ácido linoleico y ácido linolénico. 
La harina de linaza, pulpa de mango y ciruela deshidratada 
son ingredientes con gran potencial para el desarrollo de 
productos cárnicos con una connotación más saludable. 
Investigaciones para determinar los efectos en la salud del 
consumidor son necesarios. Es importante también precisar 
que este tipo de productos no son la solución a los proble-
mas de salud derivados de una mala alimentación.
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Figura 3. Gráfico de contorno de diseño de mezclas para atributos sensoriales: sabor, textura 66 

y jugosidad de hamburguesas de carne de bovino adicionadas con HL, PM y CD. 67 

Figure 3. Mixture design contour plot for sensory attributes: flavor, texture and juiciness of 68 

beef patty added with FS, MP and DP. 69 
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adicionadas con HL, PM y CD.
Figure 3. Mixture design contour plot for sensory attributes: flavor, texture 
and juiciness of beef patty added with FS, MP and DP.
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RESUMEN
Las estrategias actuales de tratamiento de efluentes 

porcinos en México son en muchos casos poco eficientes, 
que se traduce en la descarga de aguas tratadas parcialmente 
y no tratadas, así como el desaprovechamiento de un recurso 
energético. El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto 
de la separación sólida-líquida del agua residual porcina 
sobre la producción de metano, utilizando lodo granular y 
lodo disperso, bajo tres concentraciones. La concentración 
de DQO en el efluente crudo (EC) fue de 13,640 mg/L, con 69 
% correspondiente a la fracción sólida (FS) y el resto para la 
fracción líquida (FL). Los resultados indican que los cultivos 
con la FS produjeron una mayor cantidad de metano, incre-
mentándose 1.47, 1.31 y 1.22 veces en comparación al EC, 
para las concentraciones de 3, 6 y 9 g SSV/L de lodo disperso. 
La estrategia de separación sólida-líquida resultó en incre-
mentos en la producción de metano, evidenciado porque la 
suma del metano acumulado por la FS y FL fue entre 2.14 
y 2.28 veces mayor que la cantidad obtenida por el EC. La 
aplicación de procesos anaerobios para tratar residuos sóli-
dos y líquidos permitirá recuperar de manera más eficiente la 
energía a partir de la transformación de la materia orgánica 
a metano.
Palabras clave: agua residual porcina, metano, separación 
de sólidos, lodo granular, lodo disperso

ABSTRACT
In most cases, the current strategies to treat swine 

effluents in Mexico are not efficient, resulting in the dis-
charge of partially treated wastewater, wasting an energy 
resource. This study aimed to evaluate the impact of the 
solid-liquid separation of swine wastewater on methane 
production using granular (GS) and disperse sludge (DS), 
under three concentrations. The COD concentration in the 
raw effluent (RE) was 13,640 mg/L, which corresponds up to 

69 % to the solid fraction (SF), and the remaining to the liquid 
fraction (LF). The results indicate that the cultures with the SF 
produced the higher cumulative methane, increasing 1.47-, 
1.31-, and 1.22-times in retaliation to the RE, at 3, 6, and 9 g 
VSS/L of DS. The solid-liquid separation strategy resulted in 
a higher methane production, evidenced by the amount of 
methane obtained by the SF and LF, which was, respectively, 
2.14- and 2.28-times higher than the obtained by the RE. The 
application of anaerobic processes to treat solid and liquid 
wastes will allow to recovery efficiently the energy from the 
transformation of organic matter into methane.
Key words: swine wastewater, methane, solid separation, 
granular sludge, disperse sludge

INTRODUCCIÓN
México se ubica en la novena posición a nivel mundial 

en producción de carne de cerdo con una participación de 
1.4 % en el año 2019, alcanzando 1.6 millones de toneladas 
de carne en canal y crecimiento anual de 4.9%. La produc-
ción en el año 2019 se concentra en seis entidades del país 
que en conjunto producen 77.1 %: Jalisco (21.4 %), Sonora 
(19.3 %), Puebla (10.7 %), Yucatán (9.2 %), Veracruz (8.9 %) y 
Guanajuato (7.7 %). Los principales municipios a nivel nacio-
nal son Navojoa, Hermosillo y Cajeme, los tres ubicados en 
Sonora, con una producción cercana a 10,000 millones de 
pesos (FIRA, 2020).

De manera paralela al beneficio económico, la pro-
ducción intensiva de carne de cerdo se ha asociado a difer-
entes problemas ambientales que comprometen la calidad 
del agua, suelo y aire, tales como eutrofización, acidificación, 
cambio de uso de suelo y cambio climático (Dourmad et 
al., 2014). El principal desecho generado por esta actividad 
son las aguas residuales, que se caracterizan por contener 
altas concentraciones de materia orgánica, sólidos totales, 
nitrógeno y fósforo (Boursier et al., 2005)y hormonas (Hansel-
man et al., 2003). La concentración de materia orgánica en 
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las aguas residuales varía según el tamaño de la granja, alca-
nzando entre 3,500 y 9,300 mg DQO/L en granjas pequeñas 
(hasta 2,500 cerdos) y entre 34,000 y 40,500 mg DQO/L en 
granjas grandes (≥8,000 cerdos) (Garzón-Zúñiga y Buelna, 
2014). La cantidad de materia orgánica en este tipo de eflu-
entes representa un potencial grande de ser utilizado como 
fuente de energía alterna mediante la obtención de biogás 
utilizando digestión anaerobia. En una estimación hecha 
considerando la capacidad instalada de crianza de cerdos en 
el estado de Sonora, arrojó que la cantidad de residuos que 
potencialmente se pueden generar permitiría la generación 
de 127,638 m3 CH4/día, que equivale a 525,216 kWh (Alvarez 
et al., 2019).

A pesar del potencial, los esfuerzos para recuperar la 
energía a partir de los residuos porcinos son escasos o nulos, 
lo cual es evidenciado por la carencia o ineficiencia de los 
sistemas de tratamientos en México. En la mayoría de los 
casos, los sistemas que se han instalado en las granjas son: 1) 
fosa de homogenización, 2) digestor anaerobio de una mez-
cla de líquidos y sólidos, 3) lagunas facultativas o de otro tipo, 
o bien una combinación de estos procesos (Garzón-Zúñiga y 
Buelna, 2014). Además, en la mayoría de los sistemas donde 
hay producción de biogás, en los casos que se utiliza un pro-
ceso anaerobio, no se aprovecha para la generación de calor 
o electricidad. Para mejorar el proceso de digestión anaero-
bia y en consecuencia la recuperación de energía a partir de 
los residuos porcinos en México, es necesario implementar 
sistemas de tratamiento como los reactores anaerobios de 
flujo ascendente (tipo UASB) o reactores completamente 
mezclados (tipo CSTR). Sin embargo, el proceso de digestión 
anaerobia también presenta algunas limitaciones debido a la 
naturaleza del sustrato y en general de los componentes del 
agua residual porcina. Por ejemplo, la hidrólisis, paso inicial 
de la digestión anaerobia, es comúnmente afectada por la 
presencia de sólidos orgánicos complejos, en tanto la meta-
nogénesis puede limitarse por la disponibilidad de sustratos 
orgánicos solubles (Tomei et al., 2009). En estudios previos 
se ha observado que la estrategia de separar los sólidos de 
los efluentes y su posterior tratamiento mediante procesos 
anaerobios, ha mejorado la digestión de la fracción sólida 
(FS) (Cestonaro do Amaral et al., 2016) y la fracción líquida 
(FL) (Yang et al., 2015). Este comportamiento puede estar 
influenciado por la presencia de compuestos inhibitorios en 
los residuos. Sin embargo, en esos estudios no establecen 
una comparación con el tipo y concentración de inóculo 
utilizado. El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto 
de la separación sólida-líquida del agua residual de una 
granja porcina sobre la producción de metano, utilizando 
cultivos en lote inoculados con distintas concentraciones de 
lodo granular y lodo disperso, para su aplicación en reactores 
UASB y CSTR, respectivamente.

MATERIALES Y MÉTODOS
Agua residual porcina e inóculo anaerobio

La muestra de agua residual se colectó en una granja 
porcina ubicada en el municipio de Bácum, Sonora. Una por-

ción del efluente crudo (EC) fue centrifugada a 4,000 rpm du-
rante 15 min. El sobrenadante representa la FL y el sedimento 
colectado fue resuspendido en la porción de agua destilada 
que representa a la FL para mantener la concentración 
inicial, y esta fracción representa a la FS. Las tres muestras 
fueron analizadas para determinar la DQO y pH, utilizando 
métodos reportados en standard methods (APHA, 2005). 
Sé utilizó lodo granular metanogénico como inóculo que 
fue colectado de un reactor anaerobio de flujo ascendente 
(UASB), instalado en una industria cervecera localizada en Cd. 
Obregón Sonora. Una porción del lodo granular, con tamaño 
de gránulo de 2-4 mm, fue disgregado con un tamiz de 0.3 
mm para obtener el lodo disperso. Ambos lodos contenían 
9.5 % de sólidos suspendidos volátiles (SSV) y no fueron 
previamente aclimatados en aguas residuales porcinas u otra 
condición en el laboratorio.

Cultivos en lote para producción de metano
Las cinéticas de producción de metano se realizaron 

por triplicado en botellas serológicas de 120 mL con un 
volumen de trabajo de 50 mL de cada una de las fracciones 
de agua residual. Las concentraciones de lodo granular 
disperso utilizadas como inóculo fueron 3, 6 y 9 g SSV/L. Se 
utilizó un tapón de hule y arillo de aluminio para sellar los 
cultivos; después, se utilizó gas helio para desplazar el aire 
(oxígeno) del espacio de cabeza de cada botella, a fin de 
crear condiciones anaerobias y promover la metanogénesis. 
Posteriormente, las botellas se colocaron en una incubadora 
con agitación a 40 °C y 150 rpm. Periódicamente, durante 
los 30 días que duró la incubación se midió el volumen de 
metano producido utilizando el método de desplazamiento 
de líquido, con una solución de NaOH al 2 % que permite la 
solubilidad del CO2.

Los valores experimentales de producción metano 
fueron utilizados para determinar los parámetros cinéticos 
del proceso mediante el modelo modificado de Gompertz:

𝑀𝑀𝑀𝑀(𝑡𝑡𝑡𝑡) = 𝑀𝑀𝑀𝑀𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 ∗ exp �− exp �
2.71828 ∗ 𝑅𝑅𝑅𝑅𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚

𝑀𝑀𝑀𝑀𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚
(𝜆𝜆𝜆𝜆 − 𝑡𝑡𝑡𝑡) + 1�� 

 donde M (t) es el volumen (mL) de metano en un 
tiempo determinado, t es el tiempo (días), Mmax es la cantidad 
máxima de metano producido (mL), Rmax es la tasa máxima de 
producción de metano (mL/día) y λ es la fase lag (días). Tanto 
los parámetros del modelo Gompertz, así como un análisis 
de varianza y prueba Tukey se realizaron con Minitab 19 para 
determinar diferencias entre las medias (p < 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Influencia de la separación sólida-líquida sobre la DQO y 
pH

El agua residual y sus fracciones fueron analizadas 
para determinar el contenido de materia orgánica expresado 
como DQO (Tabla 1). La concentración de materia orgánica 
en el EC fue de 13,640.0 mg DQO/L. De esta concentración, 
el 69 % corresponde a la FS (9,413 mg DQO/L) y el porcentaje 
restante corresponde a la FL (3,685 mg DQO/L). La suma de la 
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DQO determinada en las FC y FL corresponde en general a la 
DQO total en el EC. La concentración de DQO en este tipo de 
efluentes es muy variable, presentando valores desde 6,000 
a 50,000 mg/L (Boursier et al., 2005), por lo que la muestra 
utilizada en este estudio contiene una DQO que se ubica en 
un rango bajo. Resulta interesante el hecho de que la elimi-
nación física de los sólidos contenidos en el agua bajo estudio 
puede disminuir hasta el 69 % de la DQO, lo que se traduce 
en un agua que puede ser más fácilmente tratada. Actual-
mente en México son inexistentes o casi nulas las estrategias 
de tratamiento primario en granjas de cerdo encaminadas 
a eliminar sólidos mediante procesos de separación física. 
Normalmente los efluentes se conducen hacia los tratamien-
tos secundarios en donde se utilizan lagunas anaerobias o 
facultativas medianamente tecnificadas (Garzón-Zúñiga y 
Buelna, 2014). Por otro lado, la separación sólido-líquida no 
tuvo un efecto considerablemente importante sobre el pH, 
ya que el valor en el EC fue 6.8 y bajó a 6.5 en la FS y a 6.6 en 
la FL. Esta ligera disminución en el pH pudiera no representar 

un efecto adverso sobre los microrganismos involucrados en 
la metanogénesis, puesto que el rango óptimo de pH para 
que este proceso ocurra es 6.8 a 7.2, pero puede tolerar de 
6.5 hasta 8.0 (Cioabla et al., 2012).

Influencia de la separación sólida-líquida sobre la pro-
ducción de metano

La producción de metano a partir de la digestión an-
aerobia de la materia orgánica contenida en el agua residual 
porcina ocurrió bajo todas las condiciones probadas (Figura 
1). La mayor cantidad de metano acumulado fue con la FS, se-
guida por el EC y la FL, ocurrida bajo las tres concentraciones 
de inóculo probadas. Por ejemplo, con el lodo disperso y 
utilizando la FS se obtuvo 1.47, 1.31 y 1.22 veces más metano 
acumulado que lo obtenido con el EC, para 9, 6 y 3 g SSV/L, 
respectivamente. Además, en los tres tipos de agua residual, 
los valores acumulados de metano resultaron más altos con 
el lodo disperso en comparación con el lodo granular. La 
concentración de inóculo impactó la producción de metano. 
Por ejemplo, el metano producido con la FS utilizando lodo 
disperso a 9 g SSV/L fue 318.8 mL, que es 1.12- y 1.27-veces 
más alto a lo obtenido con 6 y 3 g SSV/L, respectivamente, 
después de 26 h de incubación. Para el EC y la FL también 
hubo una mejor producción de metano con el lodo disperso 
a 9 g SSV/L en comparación con las otras dos concentra-
ciones, pero por debajo a los valores obtenidos con la FS. Los 
resultados con el lodo granular fueron similares entre las tres 
concentraciones de inóculo probadas (Figura 1); es decir la 

Tabla 1. Contenido de materia orgánica expresada como DQO y valores de 
pH para los diferentes tipos a agua residual.
Table 1. Organic matter content determined as COD and pH values for the 
three types of wastewaters.

Tipo de agua DQO (mg/L) pH

Efluente crudo 13640.0 ± 1501.7 6.8

Fracción sólida 9413.3 ± 1759.7 6.5

Fracción líquida 3685.0 ± 157.4 6.6
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Figura 1. Producción de metano acumulado durante la digestión anaerobia de los tres tipos de agua residual porcina en presencia 
de diferentes concentraciones de lodo granular y lodo disperso.
Figure 1. Cumulative methane production during the anaerobic digestion of the three types of swine wastewater in the presence 
of different concentrations of granular and disperse sludge.
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cantidad de metano acumulado tuvo una diferencia entre 
los tratamientos no mayor a ~7 mL para las concentraciones 
de lodo granular según cada fracción. La producción de 
metano con la FS a 9 g SSV/L fue 1.26 veces mayor con el 
lodo granular (318.8 mL) en comparación a lo obtenido con 
el lodo granular (253.6 mL). En general, este comportamiento 
se mantuvo a 3 y 6 g SSV/L de lodo metanogénico, pero en 
proporción menor a lo observado con la concentración de 9 
g SSV/L.

El consumo de la materia orgánica contenida en las 
diferentes fracciones se muestra en la Figura 2. En general, 
la eficiencia de consumo, expresada como DQO, fue mayor 
utilizando el lodo disperso en relación con el lodo granular. 
Sin embargo, el análisis estadístico indica que no existen dif-
erencias significativas entre algunas condiciones probadas. 
Por ejemplo, para los cultivos con el EC, la eficiencia alcanzó 
~75 % con ambos lodos, y no se presentaron diferencias sig-
nificativas, con excepción de la concentración a 3 g SSV/L con 
el lodo disperso, que alcanzó 85 % y que es estadísticamente 
diferente al resto. Los cultivos con la FS fueron en los que se 
presentaron las eficiencias de consumo de DQO más bajas, 
con valores que van desde 47.5 % a 63.8 %. En este tipo de 
agua residual el consumo de DQO con el lodo granular no 
mostró diferencia estadística entre las tres concentraciones 
de inóculo, pero si fueron estadísticamente diferentes con los 
resultados obtenidos con el lodo disperso inoculados con 3 y 
6 g SSV/L, alcanzando valores de consumo más altos (Figura 
2). En los cultivos con la FL las eficiencias de consumo de 
DQO tuvieron un rango entre 71 % a 89 %, alcanzándose los 

valores más altos para la concentración de 3 g SSV/L, tanto 
para el cultivo con el lodo granular y disperso, en donde no 
hay diferencia estadística significativa entre sus medias. 

La separación sólida-líquida en el efluente porcino y 
su posterior tratamiento por digestión anaerobia incrementó 
la producción de metano (Figura 1). En estudios previos se 
ha observado que el rendimiento de metano se incrementó 
hasta 1.18 veces con la FS en relación a otras fracciones, 
utilizando aguas residuales de granjas de gestación y en-
gorda (Cestonaro do Amaral et al., 2016), este incremento 
está por debajo del alcanzado en este estudio, que fue de 
hasta 1.47 veces mayor. Este resultado es esperado, ya que 
la muestra de agua residual con la FS contiene una mayor 
cantidad de materia orgánica en comparación a la FL (Tabla 
1), lo cual es típico en los efluentes provenientes de granjas 
porcinas (Kebede-Westhead et al., 2006; Vanotti et al., 2018). 
Sin embargo, en otras muestras de agua residual porcina se 
ha encontrado que la FL, en la cual previamente se eliminó el 
material floculante, fue la más apropiada para producir meta-
no en términos de rendimiento (Rico et al., 2012; Yang et al., 
2015). Esta diferencia en los resultados puede ser atribuida a 
la forma en la cual se utilizó la FS en el presente estudio, en 
donde la re-suspensión de los sólidos en el agua ocasionó 
que una fracción de la materia orgánica, que no necesaria-
mente formaba parte de material particulado, contribuyó a 
tener una cantidad de DQO en forma soluble. Por otra parte, 
la presencia de antibióticos de uso veterinario en el agua 
residual porcina también puede ser responsable de inhibir la 
producción de metano, tanto en muestras con o sin sólidos. 
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Figura 2. Eficiencia de consume de DQO en los cultivos con las diferentes muestras de agua residual porcina y concentraciones de 
inóculo. Letras diferentes arriba de cada barra indican diferencia significativa en las medias (P < 0.05), según el tipo de agua residual 
utilizada.
Figure 2. COD consumption efficiency in the cultures with the different samples of swine wastewater and inoculum concentrations. 
Different letters on each bar indicates a significant difference in means (P < 0.05), according to the type of wastewater used.
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Esto se debe a que la naturaleza química de ciertos antibióti-
cos les permite tener mayor capacidad de solubilizarse en el 
agua, pero a otros una mayor afinidad de ser adsorbidos en el 
material particulado (Van Epps y Blaney, 2016); lo que puede 
influir en la cantidad de metano que se produce a partir de 
las fracciones sólidas y líquidas.

Parámetros cinéticos a partir de modelo de Gompertz
La estrategia de separación del efluente porcino en 

fracciones sólida y liquida, así como las distintas condiciones 
del inóculo tuvieron un impacto sobre la fase lag, Mmax y Rmax, 
obtenidas con el modelo de Gompertz (Tabla 2). En general, 

para los tres tipos de agua residual, los valores de Mmax con el 
lodo disperso fueron más altos que con el lodo granular, sin 
embargo, en algunos casos no hay diferencia estadística sig-
nificativa entre los tipos de lodo usado. También, el resultado 
de Mmax fue mayor utilizando la FS, aun cuando esta fracción 
tiene una concentración de DQO menor a la del EC. El valor 
de Mmax con el EC y utilizando lodo disperso con 9 g SSV/L fue 
el más alto, alcanzando 231.6 mL, pero es estadísticamente 
similar al obtenido con 6 g SSV/L que alcanzó 212.3 mL. En 
tanto, con el lodo disperso a 3 g SSV/L no hubo diferencia 
significativa al compararlo con las tres concentraciones de 
lodo granular. Con la FS, el valor de Mmax más alto también 

Tabla 2. Parámetros cinéticos obtenidos con el modelo de Gompertz tras la digestión anaerobia de los distintos tipos 
de agua residual, utilizando tres concentraciones de lodo disperso (LD) y lodo granular (LG).
Table 2. Kinetic parameters obtained from the Gompertz model after the anaerobic digestion of the different types 
of wastewaters, using three concentrations of disperse (LD) and granular sludge (LG).

Tipo de lodo y 
concentración (g SSV/L) Fase lag, (días) Mmax

(mL)
Rmax

(mL/día) R2 Decremento en Mmax
a

Efluente crudo

LD (3) 1.55 + 0.16 a 191.7 + 11.2 ab 15.1 + 3.9 ab 0.9953 -2.14

LD (6) 0.92 + 0.19 b 212.7 + 6.7   ac 19.5 + 1.1 ac 0.9958 -2.17

LD (9) 0.81 + 0.03 b 231.6 + 17.4 c 23.6 + 1.7 c 0.9962 -2.14

LG (3) 0.76 + 0.14 b 189.9 + 12.8 ab 10.7 + 2.8 b 0.9956 -2.18

LG (6) 0.69 + 0.14 b 180.0 + 2.0   b 13.0 + 0.4 b 0.9961 -2.28

LG (9) 1.05 + 0.02 b 182.9 + 4.0   b 13.0 + 0.4 b 0.9935 -2.17

Fracción sólida

LD (3) 2.43 + 0.75 a 250.3 + 10.4 a 18.8 + 1.6 a 0.9957 --

LD (6) 1.49 + 0.33 ab 285.7 + 13.4 b 21.4 + 2.9 ab 0.9961 --

LD (9) 1.06 + 0.16 bc 318.8 + 15.5 c 24.5 + 1.2 b 0.9977 --

LG (3) 0.38 + 0.13 c 258.1 + 10.4 ab 11.8 + 1.8 c 0.9962 --

LG (6) 0.53 + 0.15 bc 251.2 + 7.3   a 12.1 + 0.4 c 0.9953 --

LG (9) 0.50 + 0.09 c 253.6 + 7.7   a 13.6 + 0.1 c 0.9957 --

Fracción líquida

LD (3) 0.81 + 0.43 a 160.8 + 13.1 a 15.1 + 0.9 a 0.9949 --

LD (6) 0.30 + 0.11 ab 171.7 + 7.3   a 19.0 + 1.4 b 0.9889 --

LD (9) 0.03 + 0.02 b 173.5 + 2.4   a 20.5 + 0.7 b 0.9848 --

LG (3) 0.35 + 0.04 ab 133.8 + 3.8   b 12.2 + 1.2 c 0.9966 --

LG (6) 0.29 + 0.12 ab 127.2 + 2.4   b 15.1 + 0.2 a 0.9942 --

LG (9) 0.61 + 0.11 a 130.3 + 0.5   b 14.8 + 0.9 ac 0.9899 --
a Número de veces en que la producción de metano en el efluente crudo disminuye respecto a la suma del metano 
producido por separado en la fracción sólida y fracción líquida, según tipo y concentración de lodo.
Los valores representan el promedio ± desviación estándar.
Letras diferentes después de cada valor indican diferencia significativa en las medias (P < 0.05), según el tipo de agua 
residual utilizada.
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se obtuvo con el lodo disperso a una concentración de 9 g 
SSV/L, que estadísticamente es diferente a los valores ob-
tenidos con los otros tratamientos de la FS. Para la FL, Mmax 
es estadísticamente similar para las tres concentraciones de 
lodo disperso, pero mostraron diferencia respecto a las tres 
concentraciones del lodo granular (Tabla 2). La estrategia 
de separación y posterior digestión de la FS y FL permitió 
incrementar la cantidad total de metano acumulado en com-
paración a la digestión del EC. Es decir, en todos los casos la 
suma de Mmax de las FS y FL es mayor a la cantidad de metano 
producido por el EC, si se comparan los resultados entra las 
mismas concentraciones, evidenciado por una producción 
entre 2.14 y 2.28 veces menor con el EC (Tabla 2).

De manera similar a la Mmax, la Rmax presenta valores 
más altos tanto con el uso de lodo disperso y la FS (Tabla 2). 
Para ejemplo, los valores de Rmax alcanzados con la FS inocu-
lados con el lodo disperso se incrementaron 1.59, 1.76 y 1.80 
veces en comparación con los cultivos con el lodo granular 
para las concentraciones de 3, 6 y 9 g SSV/L, respectivamente, 
encontrando diferencia significativa entre ambos tipos de 
lodo. Los cultivos con el lodo disperso con 6 y 9 g SSV/L, bajo 
los tres tipos de agua residual, alcanzaron los valores de Rmax 
más altos y mostraron diferencia significativa con el resto de 
los tratamientos. La tasa especifica de producción de metano 
resultó mayor al utilizar el lodo disperso en comparación 
con el lodo granular para los tres tipos de muestras de agua 
residual. Además, se encontró que entre menor fue la con-
centración de inoculo utilizada, las tasas especificas fueron 
más altas (Figura 3). Por ejemplo, para la FS y lodo disperso 
a 3 g SSV/L, la tasa específica alcanzó 6.25 mL CH4/g SSV·día, 
en contraste, con 9 g SSV/L fue tan sólo de 2.72 mL CH4/g 
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SSV·día, valores que presentan diferencia estadística signifi-
cativa. Para el lodo granular sucedió algo proporcionalmente 
similar, en donde a la concentración de inóculo más baja se 
alcanzaron 3.94 CH4/g SSV·día, en tanto para 9 g SSV/L fue 
1.51 CH4/g SSV·día, que son estadísticamente diferentes. Al 
comparar las tasas especificas entre ambos lodos para los 
cultivos con la FS, hay una diferencia importante (hasta 80 
%), y en todos los casos para este tipo de agua residual, la 
diferencia estadística es significativa. Sin embargo, para la FL 
la diferencia fue menor (hasta 38 %), encontrándose que no 
hay diferencia significativa, excepto para la FL inoculado con 
3 g SSV/L.

Tratamiento de los efluentes porcinos
El tratamiento de los efluentes generados en granjas 

porcinas no debe considerarse de manera trivial. En parte, la 
complejidad de este tipo de efluentes radica en su alto con-
tenido de materia orgánica, en donde una fracción elevada 
se encuentra como material particulado, con presencia de 
componentes que pueden resultar tóxicos como el amonio 
y antibióticos. A pesar de esta condiciones limitantes, hay 
disponibles una cantidad importante de biotecnologías que 
pueden ser utilizadas para obtener energía y diferentes pro-
ductos químicos de alto valor a partir de los residuos de gran-
jas porcinas (Alvarez et al., 2019). Resulta relevante el hecho 
de que un número importante de granjas porcinas en México 
carece de sistemas de tratamiento de sus residuos líquidos y 
sólidos o bien operan de forma ineficiente, teniendo princi-
palmente sistemas a base de lagunas de oxidación, pero que 
no cumplen los estándares mínimos de calidad y eficiencia 
(Cervantes et al., 2007; Garzón-Zúñiga y Buelna, 2014). De 

Figura 3. Tasa especifica de producción de metano a partir de los cultivos con las diferentes muestras de agua residual porcina y 
concentraciones de inóculo. Letras diferentes arriba de cada barra indican diferencia significativa en las medias (P < 0.05), según el 
tipo de agua residual utilizada.
Figure 3. Specific methane production rate from the cultures with the different samples of swine wastewater and inoculum concen-
trations. Different letters on each bar indicates significant difference in means (P < 0.05), according to the type of wastewater used.
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acuerdo a los resultados plasmados en este y otros estudios 
similares, la estrategia de separación de las fracciones sólidas 
y líquidas de los efluentes porcinos puede permitir mejorar 
la productividad de metano, la eficiencia de degradación de 
la materia orgánica, o bien la obtención de productos de alto 
valor como los mencionados por Alvarez et al. (2019).

En este estudio se utilizó lodo granular y lodo disper-
so, sin embargo, el principal propósito no fue identificar cual 
éstos dos tipos de inóculos presenta una mayor capacidad 
de degradación. En tanto, el objetivo fue evaluar el impacto 
de separar las diferentes fracciones del agua residual porcina 
durante la digestión anaerobia utilizando diferentes inócu-
los. El lodo granular y lodo disperso representan el tipo de 
inoculo utilizado en los reactores UASB y CSTR, respectiva-
mente, que son dos de los sistemas de digestión anaerobia 
más representativos. La Figura 4 presenta dos propuestas de 
tratamiento de los residuos generados en granjas porcinas. 
En uno de los casos se plantea el uso de un sedimentador 
primario para la separación inicial de las fracciones del 
agua residual y su posterior tratamiento mediante procesos 
anaerobios en un reactor tipo UASB para la fracción líquida 
y un reactor CSTR para la fracción sólida (Figura 4A). En la 
Figura 4B se plantea un tratamiento sin la separación de las 
fracciones, iniciando con la digestión anaerobia del efluente 

crudo en un reactor CSTR y posteriormente en un reactor 
UASB. En ambos casos de la Figura 4, el efluente del reactor 
UASB, conocido como digestato, puede utilizarse para riego 
agrícola debido a su contenido de nitrógeno y fósforo (Baş-
tabak y Koçar, 2020). Además, el biogás generado en los re-
actores CSTR y UASB a partir de la digestión de las fracciones, 
puede ser utilizado para la generación de calor o electricidad 
(Kaparaju y Rintala, 2013), para el consumo en la granja o 
bien para proveer a pequeñas comunidades en función de la 
cantidad generada. Por último, los sólidos que se generen al 
final del proceso de tratamiento pueden ser utilizados para la 
producción de composta (Wang et al., 2018). Las propuestas 
de la Figura 4 son dos ejemplos de configuración de sistemas 
de tratamiento de los efluentes porcinos, pueden tenerse 
diferentes posibilidades dadas la necesidades, objetivos y 
recursos disponibles.

Los procesos centrales indicados en la Figura 4 son 
el uso de los reactores CSTR y UASB, en donde se pueden 
llevar a cabo todas las etapas de la digestión anaerobia, pero 
cuando se utilizan en un sistema de dos etapas consecutivas 
(CSTR-UASB), normalmente su función se especializa para 
los procesos de hidrólisis/acidogénesis y de metanogénesis, 
respectivamente (Van et al., 2020). El uso de los reactores 
para estos procesos de digestión anaerobia está en función 
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Figura 4. Estrategias biotecnológicas para tratar residuos sólidos y líquidos generados en granjas porcinas. Caso A: Pre-tratamiento 
inicial con un sedimentador primario para separar las fracciones sólidas y líquidas presentes en el efluente crudo. La fracción líquida 
es tratada en un reactor UASB y la fracción sólida en un reactor CSTR. El efluente del reactor CSTR se conduce al reactor UASB. Caso B: 
Tratamiento inicial del efluente crudo proveniente de la granja en un reactor CSTR, seguido de un reactor UASB que recibe la fracción 
liquida generada en el reactor CSTR. En ambos casos el efluente final puede ser aplicado en riego agrícola.
Figure 4. Biotechnological strategies to treat solid and liquid wastes produced in swine farms. Case A: Initial pre-treatment with 
a primary sedimentation tank to separate the solid and liquid fraction of the raw effluent. The liquid fraction is treated in a UASB 
reactor and the solid fraction in a CSTR reactor. The CSTR reactor effluent is conducted to the UASB reactor. Case B: Initial treatment of 
the raw effluent from the farm in a CSTR reactor, followed of an UASB reactor that receive the effluent from the CSTR reactor. In both 
cases, the final effluent can be used for agriculture irrigation.
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a las fracciones sólida/líquida a tratar, en tanto que en los 
reactores CSTR el sustrato puede contener más de 10% de 
sólidos, donde es requerida la etapa hidrolítica (Van et al., 
2020), tal como los efluentes porcinos; los reactores UASB 
operan con sustratos con sólidos a una concentración ≤3%, 
para favorecer la metanogénesis (Abbasi et al., 2011). Las 
propuestas de la Figura 4 consideran la digestión anaerobia 
inicial en dos etapas: un reactor CSTR (hidrólisis) seguido de 
un reactor UASB (metanogénesis), que permite optimizar las 
etapas de la digestión anaerobia a través del crecimiento de 
microorganismos especializados en sus ambientes óptimos y 
es más robusto que un sistema de una etapa al permitir fluc-
tuaciones en la concentración de residuos (Van et al., 2020).

Aun cuando el reactor CSTR permite la digestión de 
la FS, una de sus desventajas es la necesidad de volúmenes 
grandes de reactor para alcanzar una cantidad de biomasa 
suficiente o bien largos tiempos de residencia hidráulica para 
degradar la materia orgánica (Van Lier et al., 2015). Además, 
el lodo disperso utilizado en los reactores CSTR puede la-
varse con facilidad según las condiciones de mezclado, en 
tanto el lodo granular permanece intacto en el reactor UASB 
(Hulshoff Pol, 1989), que los ubica como reactores de alta 
densidad celular. Las ventajas de tener bacterias agregadas 
en forma de gránulos son: 1) permite que las poblaciones 
heterogéneas de microrganismos sintróficos se manten-
gan en condiciones fisiológicas favorables; 2) promueve 
fenómenos simbióticos; 3) incrementa la capacidad del 
consumo de nutrientes; 4) protege a las bacterias de organ-
ismos predadores; 5) disminución de la distancia de difusión 
para los intermediarios de la fermentación; y 6) protección 
de las células cuando existen condiciones poco favorables 
para el crecimiento (i.e. pH extremo) (Fitzpatrick et al., 1989). 
También, la construcción de reactores UASB requieren de un 
espacio menor de terreno, toleran altas cargas orgánicas y re-
quieren menos tiempo de tratamiento (van Lier et al., 2015). 
Las ventajas que ofrecen los reactores CSTR y UASB permiten 
complementarse apropiadamente y los hacen sistemas de 
tratamiento apropiados para tratar efluentes porcinos.

CONCLUSIONES
La separación de sólida-líquida del agua residual 

porcina representa una estrategia para incrementar la eli-
minación de materia orgánica del agua. En este estudio, la 
separación de sólidos contribuyó en la eliminación de 69 % 
de la DQO inicial. En el proceso de digestión anaerobia, la 
eficiencia de eliminación de DQO estuvo entre 47.5 % y 89 %, 
en función de las condiciones experimentales probadas. La 
mayor cantidad de metano acumulado se produjo utilizando 
la FS, evidenciado por el incremento en Mmax entre 1.31 y 1.39 
veces utilizando el lodo disperso y lodo granular, respecti-
vamente, con relación a lo producido por el EC. Además, la 
cantidad total de metano que se produjo en conjunto por 
las FS y FL es mayor a la cantidad metano acumulado en el 
EC, lo cual evidencia que la separación sólida-líquida no sólo 
permite eliminar DQO del agua, sino que también mejora 
el proceso de digestión anaerobia. Los resultados de este 

estudio demuestran que es posible mejorar los sistemas de 
tratamiento de aguas residuales generadas en granjas por-
cinas aplicando tecnologías de fácil operación como los se-
dimentadores primarios. También, la aplicación de procesos 
anaerobios para sólidos, como los reactores CSTR, así como 
para los residuos líquidos en reactores tipo UASB, permitirá 
recuperar de manera más eficiente la energía a partir de la 
transformación de la materia orgánica en metano.
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RESUMEN
La producción de chile habanero en Yucatán, deman-

da plántulas de calidad al momento del trasplante, lo que ha 
llevado al uso de reguladores de crecimiento, que si bien es 
cierto potencializan la germinación y desarrollo de las plan-
tas, también incrementan los costos de producción. Por tal 
motivo se están buscando alternativas de producción que 
reduzcan los costos, razón por la cual, se ha puesto la mirada 
en el gel de la sábila, cuya composición química reporta la 
presencia de fitorreguladores como las giberelinas y el ácido 
salicílico. Para estudiar la respuesta del gel de sábila en la 
emergencia y desarrollo de la raíz y vástago en plántulas de 
chile habanero, se sembraron 500 semillas de chile habanero 
variedad “Mayapan”, en grupos de 100, previamente embebi-
das en 100 mL de gel de sábila al 0, 2.5, 5, 10 y 20 %, durante 
24 h. Los resultados obtenidos demuestran que el gel de 
sábila reduce cuatro días la emergencia y favorece hasta en 
un 18 % el desarrollo radicular, la altura de la planta y bioma-
sa fresca total; 11 % el diámetro del tallo y 13 % número de 
hojas, observándose un mayor efecto con la solución al 5 % 
de gel de sábila.
Palabras clave: Fitorregulador, sábila, chile habanero, imbi-
bición. 

ABSTRACT
The production of habanero pepper in Yucatán de-

mands quality seedlings at the time of transplantation, which 
has led to the use of growth regulators, which, although it 
is true, potentiate the germination and development of the 
plants, they also increase production costs. For this reason, 
production alternatives are being sought that reduce costs, 
which is why an eye has been focused on Aloe vera gel, whose 
chemical composition reports the presence of phytoregu-
lators such as gibberellins and salicylic acid. To study the 
response induced by the aloe gel in the emergence and deve-
lopment of the root and shoot in habanero pepper seedlings, 
500 seeds of the habanero pepper variety “Mayapan” were 
sown, in groups of 100, previously soaked in 100 mL of aloe 
gel at 0, 2.5, 5, 10 and 20 %, for 24 h. The results obtained show 
that Aloe vera gel reduces emergence by four days and favors 
root development, plant height and total fresh biomass by up 
to 18 %, also 11 % the diameter of the stem and 13% number 

of leaves, observing a greater effect with the 5 % solution of 
Aloe vera gel.
Keywords: Phytoregulator, Aloe vera, habanero pepper, 
imbibition.

INTRODUCCIÓN
A nivel mundial México ocupa el segundo lugar en la 

producción de frutos de género Capsicum, con un volumen 
promedio de los últimos diez años de 2,785,000 toneladas 
anuales (SIAP, 2020). En particular para la especie C. chinense 
(chile habanero) cuya principal región de producción es el 
sur del país, en la que destaca el estado de Yucatán como 
el primer lugar de producción, se reporta un promedio de 
producción de 9, 529.8 toneladas (SIACOM, 2020) que va en 
aumento.

C. chinense posee gran diversidad de usos en la 
industria química, alimentaria y farmacéutica gracias a sus 
bondades nutricionales y terapéuticas dado su nivel de pun-
gencia (Flores-López y Sánchez-Osorio, 2020), aunado a su 
denominación de origen otorgado en el 2010 por el Instituto 
Mexicano de la Propiedad Industrial IMPI (DOF, 2010), han 
sido los detonantes claves en los incrementos en la demanda 
de esta hortaliza, lo que ha llevado a expertos en el área a la 
búsqueda de alternativas, que garanticen el buen desarrollo 
de las plantas e incrementen el rendimiento del fruto.

Una práctica común en la actualidad, dentro del siste-
ma producción de chile habanero, es el empleo de almácigos 
en charolas de poliestireno (Gonzáles et al., 2018) con la cual 
se busca un alto porcentaje de germinación de las semillas 
y buen vigor de las plántulas al momento del trasplante 
(Castillo-Aguilar et al., 2015), mediante el control de condi-
ciones de luz, humedad, aporte de nutrientes y problemas 
fitosanitarios (Preciado et al., 2002; Mendoza-Paredes et al., 
2021). Entre otras prácticas, además del uso de bacterias pro-
motoras de crecimiento vegetal (Adame-García et al., 2021), 
que se emplea de manera adicional, como herramienta para 
garantizar la germinación, mayor vigor y capacidad de resistir 
el estrés del trasplante, se encuentra el uso de fitorregulado-
res o reguladores de crecimiento vegetal. Al respecto Castro 
et al. (2019) mencionan que la adecuada selección y apli-
cación de los fitorreguladores durante el cultivo de plantas 
de interés agrícola, representa una importante herramienta 
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para mejorar algunos de los aspectos de mayor interés en su 
producción.

Si bien existen diversos productos a base de fitorre-
guladores sintéticos en el mercado, disponibles para su uso 
(Ramírez-Luna et al., 2005), estos son pocos disponibles en 
las comunidades más apartadas de las ciudades, además 
eleva los costos de producción e impacta directamente al 
bolsillo del productor. Sin embargo, algunos órganos de 
especies vegetales, dado su alta concentración de fitorregu-
ladores presentan un potencial uso como estimulante en el 
desarrollo de otras especies vegetales (Carranza et al., 2021), 
tal es el caso de Aloe vera. De acuerdo con Domínguez-Fer-
nández (2012) el gel de Aloe vera dentro de su composición 
química posee fitorreguladores, tales como las giberelinas y 
ácido salicílico, esta primera responsable de la ruptura de la 
dormancia o latencia de las semillas principalmente (Li et al., 
2015) y este último de la protección contra patógenos (Lu et 
al., 2016), entre otras funciones como el favorecimiento en el 
desarrollo de plántulas (Tucuch et al., 2016). 

Evidencias de la acción del gel de Aloe vera como regu-
lador de crecimiento vegetal han sido reportado por Boschi 
et al. (2017) al evaluar su aplicación a estaquillas de Origanum 
vulgare para propagación, donde observaron mayor número 
de raicillas y longitud de estas. Por otro lado, su uso en me-
dios de cultivos para la propagación in vitro ha demostrado 
mejor respuesta en la formación de raíces, incluso superó a 
los reguladores de crecimiento tradicionales tales como AIA 
y AIB (Pulido y Becerra, 2016). 

Dado las necesidades de producción de plántulas de 
calidad y las evidencias planteadas del gel de Aloe vera, res-
pecto a su función como regulador de crecimiento vegetal y 
puesto que no existe reportes de su aplicación en el cultivo 
de chile habanero, el presente trabajo tuvo como objetivo 
evaluar la respuesta de este compuesto en la germinación y 
desarrollo de plántulas de chile habanero en semilleros. 

MATERIALES Y MÉTODOS
El experimento se llevó a cabo en las instalaciones del 

Instituto Tecnológico Superior del Sur del Estado de Yucatán 
(ITSSY), en un invernadero tipo túnel de 500 m2. Como mate-
rial vegetal se utilizaron semillas de chile habanero variedad 
Mayapan.

Las pencas de sábila, para la extracción del gel se 
colectaron en el “Instituto Tecnológico Superior del Sur del 
Estado de Yucatán”, específicamente en áreas prácticas de 
dicho instituto, para la cual se tomaron en cuenta aspectos 
como la altura, el diámetro (grosor de la penca) y sobre todo 
el estado de madurez. Se cortaron las hojas inferiores, cerca-
nas a la base de la planta. Una vez obtenidas las pencas de sá-
bila se procedió a su desinfección, al igual que los materiales 
(probeta de 1 L y 100 mL, vaso de precipitado 1 L, agitador, 
cuchillo), con una solución de cloro al 2 %.

Para la preparación de los tratamientos (2.5, 5.0, 10.0 
y 20.0 % de gel se sábila), se procedió a extraer el gel de las 
pencas (Figura 1), mediante el método del fileteado con la 
finalidad de extraer en su totalidad el gel. Para la obtención 

de los tratamientos se pesaron 25, 50, 100 y 200 g de gel de 
sábila, con la ayuda de una balanza analítica, mismas que se 
licuaron en 500 mL de agua y retiraron las impurezas con un 
tamiz de 1mm de diámetro, finalmente se aforaron a 1 L con 
agua y colocaron en envases de plásticos con capacidad de 
1 L.

Previo al suministro de los tratamientos a las semillas 
se les realizó una desinfección, para tal efecto se sumergieron 
las semillas en 100 mL de una solución de cloro al 1%, durante 
cinco minutos, para posteriormente hacerle dos enjuagues 
con 50 mL de agua destilada.

Terminada la desinfección y separadas en grupos de 
100 semillas, se embebieron en 100 mL de sus respectivos 
tratamientos [2.5, 5.0, 10, 20 % de GS y un control (0.0%)] 
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se llevó acabo la 
siembra, en charolas de unicel de 200 cavidades, previa-
mente desinfectadas con una solución de hipoclorito al 2 %. 
Como sustrato se utilizó 10 Kg de Peat Moss y 4 L de agua 
para humedecer. 

Posterior a la germinación, se aplicaron riegos de a 5 
mL por cavidad cada tercer día, con la ayuda de una jeringa, 
para obtener un riego uniforme y se rotaron las charolas 
todos los días para asegurar que todas las plántulas recibie-
ran la misma cantidad de luz solar, cabe mencionar que las 
rotaciones se realizaron dos veces al día. Una vez acomoda-
das las charolas dentro del invernadero y que las plántulas 
presentaron las primeras hojas verdaderas bien definidas, se 
inició con la fertilización (10 días después de la emergencia) 
para posteriormente continuar cada tercer día, con la ayuda 
de una jeringa (5 mL planta-1), con un suministro de 0.22 g 
L-1 de urea, 0.33 g L-1 de MAP y 0.40 g L-1 de NKS y 1 mL de 
poliquel multi® en 10 L de agua.

Independiente a la imbibición de las semillas a los 14 
y 21 días después de la siembra se aplicaron los mismos tra-
tamientos, de manera foliar, con la ayuda de un atomizador, 
hasta punto de goteo (300 mL por tratamiento).

La emergencia de las plántulas se evaluó a partir de 
los 4 días y hasta los 15 días después de la siembra, para 
ello, se cuantificó diariamente el número de cavidades con 
cotiledones expuestas en la superficie del sustrato. La altura 

Figura 1. Pencas de Aloe vera seleccionada (A) y gel extraído (B) para la 
elaboración de los tratamientos.
Figure 1. Aloe vera stalks selected for the extraction of the gel (A) and the 
extracted gel (B) for the elaboration of the treatments.
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de la planta, el diámetro del tallo y la longitud de la raíz se 
evaluaron a los 31 días después de la siembra, para la altura 
se utilizó una regla milimétrica; los puntos de referencia para 
hacer la medición fueron la base del tallo y la yema apical 
de la planta; el diámetro del tallo se realizó a 5 cm de la base 
proximal al sustrato mediante un vernier digital; mientras 
que la longitud de la raíz se determinó de la base del tallo 
hasta el ápice de la raíz principal. 

Entre otras variables se evaluó el peso fresco y seco de 
la parte aérea y de la raíz: Para obtener el peso fresco, se saca-
ron las plántulas tomadas al azar de cada tratamiento de las 
charolas (15 plantas por tratamiento) y mismas a las que se le 
lavaron la raíz, hasta dejarlo libre de sustrato; posteriormente 
se dividió la planta en hojas, tallo y raíz, y por último con una 
balanza analítica se cuantificó los pesos de cada órganos y 
biomasa fresca total. Una vez tomado los datos del peso fres-
co, las muestras se metieron en bolsas de papel para poder 
secarlas en una estufa a una temperatura de 60 °C, cuando 
alcanzaron un peso constante (72 h), con la balanza analítica 
se cuantificó el peso seco de la hoja, tallo y raíz de todas las 
muestras.

Se empleó un diseño completamente al azar con 
cuatro tratamientos más un control, con 15 repeticiones y 
una planta como unidad experimental. Los resultados fue-
ron analizados mediante el análisis de varianza y cuando se 
detectaron diferencias estadísticas se realizó la comparación 
de medias por el método Tukey (P<0.05) con el paquete esta-
dístico SAS (2004).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Emergencia 

La respuesta presentada por acción del GS en la emer-
gencia de plántulas de chile habanero se reporta en la Figura 
2, el cual permite señalar que las semillas de chile habanero 
respondieron de manera significativa a los tratamientos de 
GS. El inicio de la emergencia de todos los tratamientos, con 
excepción de la concentración 10 % de GS, que ocurrió un 
día después, se manifestaron a los 6 dds, mientras que la del 
control ocurrió a los 11 dds. El vigor de las semillas considera-
do como el tiempo necesario para que emerjan el 50 % de las 
plántulas, se vio favorecida con todos los tratamientos, dado 
que este valor se alcanzó cuatro días previos al del control; 
de igual forma la viabilidad, determinada como el porcentaje 
de semillas que son capaces de germinar, aumentó con 
los tratamientos, observándose un mayor efecto con la 
concentración 5 % de GS, que obtuvo el 97 % de germinación 
frente al control que fue de 80 %.

La respuesta favorable del GS a la emergencia, puede 
ser atribuido a la presencia de giberelinas en su composición 
química (Domínguez-Fernández et al., 2012), los cuales son 
responsables de dar inició a la germinación (Alcantara et 
al., 2019), al respecto Pérez y Pita (1998) mencionan que 
las giberelinas son capaces de promover la germinación de 
semillas tanto durmientes como no durmientes. Entre otros 
compuestos se encuentran algunas enzimas importantes 
como las lipasas y amilasas, responsables de la degradación 

de lípidos y almidón respectivamente, almacenadas como 
reserva, para la obtención de la energía necesaria para la ac-
tivación del metabolismo de la semilla; además de la glucosa 
y aminoácidos, que también participan en el suministro de 
energía necesaria para el metabolismo de las semillas (Pérez 
y Pita, 1998; Domínguez-Fernández et al., 2012).

Altura de planta, diámetro del tallo y longitud de la raíz 
Tanto la altura del vástago, como el diámetro del tallo 

y la longitud de la raíz incrementaron significativamente en 
un 18.3, 12.5 y 14.2 % respectivamente comparado con el 
control, por el efecto del GS al 5 % (Figura 3), mientras que, 
para el resto de los tratamientos, aunque superaron al control 
no fueron estadísticamente significativos. Este comporta-
miento sugiere que 50 g del gel diluidas en un litro de agua, 
son suficientes para inducir un efecto significativo en el desa-
rrollo de las plantas y da la pauta para sugerir, que el efecto 
presentado, es por acción de los fitorreguladores presentes, 
como se sabe, por lo general estos ejercen su función a muy 
bajas concentraciones y cuyo principal efecto se produce a 
nivel celular, donde cambian los patrones de crecimiento de 
los vegetales y permiten su control (Alcantara et al., 2019).

Respecto al diámetro del tallo (Figura 3) se puede 
apreciar que al igual que para la altura, el tratamiento 5 % 
de GS fue el que mejor resultado presentó, el cual superó al 
control y al tratamiento 20 % de GS, no así para 2.5 % y 10 
% de GS, los cuales fueron estadísticamente iguales, aunque 
sus valores se encontraron ligeramente por debajo de esta.

Por otro lado (Figura 3), se pudo determinar que dife-
rente al comportamiento de los valores de altura de planta 
y diámetro del tallo, en la cual el suministro de 5 % de GS 
presentaron los mejores resultados, en la longitud de la raíz, 
la mayor sensibilidad se presentó cuando se utilizó GS con 
una dosis de 2.5 %, sin embargo, no fueron estadísticamente 
diferentes a la concentración del 5 %, pero si con el resto de 
los tratamientos y el control. Este comportamiento sugiere 
que la raíz presenta una sensibilidad más marcada a bajas 
contracciones, por lo que los niveles y sensibilidad de los 

Figura 2. Patrón de respuesta en la dinámica de emergencia por efecto de 
diferentes porcentajes del gel de sábila (GS).
Figure 2. Response pattern in the emergence dynamics of habanero 
pepper seedlings due to the effect of different concentrations of Aloe vera 
gel (GS).
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tejidos juegan un papel importante en la expresión de la 
respuesta. 

Biomasa fresca y seca 
En la Tabla 1 se reporta el efecto de GS en el número 

de hojas, biomasa seca y fresca total. El número de hojas 
presentó diferencias significativas para todos los tratamien-
tos respecto al control, no así entre tratamientos; la máxima 
diferencia encontrada fue 12 % con el tratamiento de 5 % 
de GS. Respecto a la biomasa fresca total solo el tratamiento 
con 2.5 % de GS presentó diferencia significativa, incremen-
tándose en un 18 % por encima del control; mientras que 
para la biomasa seca total los tratamientos 5 y 10 % de GS, 

superaron significativamente al control en un 26 y 15 % res-
pectivamente.

Las repuesta a la sensibilidad de Aloe vera, principal-
mente en la raíz y la altura, es coincidente con lo reportado 
por Boschi et al. (2017) quienes documentaron un mayor 
número de raicillas y longitud del tallo en estaquillas de 
Origanum vulgare para propagación, con un aporte de 150 
g de gel por litro de agua; y los resultados en otras entras 
especies vegetales con la adición de una proporción de este 
compuesto en el medio de cultivo para propagación in vitro, 
donde se observó una repuesta significativa en el formación 
de raíces (Pulido y Becerra, 2016). 

Se puede considerar que en el presente estudio la 
respuesta en el desarrollo que se aprecia por el efecto del GS 
(Figura 4), es el resultado de la interacción de los compuestos 
(aminoácidos, lípidos, enzimas y carbohidratos) y elementos 
químicos (Calcio, magnesio, potasio, zinc, sodio, cobre, hie-
rro, manganeso, fósforo, cromo), esenciales presentes, que 
favorecen tal expresión a nivel de organismo (Domínguez-
Fernández et al., 2012). Sin embargo, es preciso destacar 
que parte del efecto en el desarrollo de la planta puede ser 
atribuido al ácido salicílico presente, ya que este compuesto 
en particular es capaz de incrementar el nivel de división 
celular del meristemo apical, el tamaño de la cofia y las 
raíces laterales (Echeverría-Machado et al., 2007; Shakirova 
et al., 2003), ejerciendo cambios positivos en la morfología, 
longitud, área, volumen, perímetro y peso fresco y seco de 
la raíz, tal como se ha reportado en plantas de Glycine max 
L. (Gutiérrez-Coronado et al., 1998), Pinus patula (San-Miguel 
et al., 2003), Crysanthemum morifolium (Villanueva-Cohuo et 
al., 2009), Catharanthus roseus (Echeverría-Machado et al., 
2007), Lycopersicon esculentum (Larqué-Saavedra et al., 2010) 
y Triticum aestivum L.

Trabajos como las de Rodríguez-Larramendi et al. 
(2017) y Dzib-Ek et al. (2021) también complementan la hi-
pótesis de que el ácido salicílico presente en el gel de sábila, 
podría potencializar la germinación y el desarrollo de las 
plántulas, puesto que en su estudio de inhibición de semillas 
de frijol y tomate en diferentes dosis de ácido salicílico, en-
contraron beneficios significativos en estas variables. 

Figura 3. Patrones de respuesta en la altura de la planta, diámetro del tallo 
y longitud de la raíz al efecto de diferentes concentraciones de gel de sábila 
en plántulas de chile habanero (Capsicum chinense), cada punto es la media 
de 15 repeticiones ± error estándar. Valores con la misma letra dentro de 
columnas son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P≤0.05.
Figure 3. Response patterns in plant height, stem diameter and root 
length, to the effect of different concentrations of Aloe vera gel in habanero 
pepper (Capsicum chinense) seedlings, each point is the mean of 15 repeti-
tions ± error standard. Values with the same letter within columns are equal 
according to Tukey’s test at P≤0.05.

Tabla 1. Efecto de diferentes porcentajes de gel de sábila en la biomasa de 
plántulas de chile habanero.
Table 1. Effect of different percentages of Aloe vera gel on the biomass of 
habanero pepper seedlings.

Trat (% GS) NH (#) BFT (g) BST (g)

0 6.6±0.16  b 1.22±0.025 b 0.126±0.002 b

2.5 7.4±0.17 a 1.45±0.073 a 0.101±0.008 ab

5 7.5±0.16 a 1.40±0.042 ab 0.159±0.004 a

10 7.4±0.16 a 1.37±0.047 ab 0.138±0.007 a

20 7.4±0.16 a 1.37±0.031 ab 0.126±0.005 ab

GS= gel de sábila; NH=número de hoja; BFT=biomasa fresca total; 
BST=biomasa seca total. Cada valor es la media de 15 repeticiones. Valores 
con la misma letra dentro de columnas son iguales de acuerdo con la prue-
ba de Tukey a una P≤0.05
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CONCLUSIÓN
La imbibición de las semillas de chile habanero en 

una solución con 5 % de gel de sábila redujo cuatro días el 
inicio de la emergencia de las plántulas y la aplicación foliar 
favoreció hasta en un 18 % el desarrollo radicular, la altura de 
la planta y biomasa fresca total; y 11 y 13 % el diámetro del 
tallo y número de hojas, respectivamente. 
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ABSTRACT
Sports supplements are a category of dietary supple-

ments that in recent years has not only increased in quantity 
and availability, but also in the number of new products. 
Athletes of all levels are interested in the consumption of 
supplements that are useful to increase muscle mass gain, 
thus making the consumption of these products a frequent 
practice. Unfortunately, there are some products that are 
doping substances which are offered as sports supplements; 
on the other hand, certain sports supplements may contain 
active pharmaceutical ingredients, or their analogues, not 
declared in their ingredients to effectively enhance the 
benefits that these products ensure, exposing consumers to 
a significant potential health risk, especially those unfamiliar 
with sports supplements. It is important that health profes-
sionals are aware of the possible implications of consuming 
certain products offered in the sports nutrition market when 
evaluating their patients for a variety of pathologies.
Keywords: dietary supplements, sports supplements, ergo-
genic aids, doping substances, adulteration, contamination

RESUMEN
Los suplementos deportivos son una categoría de los 

suplementos alimenticios que en los últimos años no solo 
ha incrementado en cantidad y disponibilidad, sino también 
en el número de nuevos productos. Deportistas de todos los 
niveles se interesan en el consumo de suplementos que son 
útiles para incrementar la ganancia de masa muscular con-
virtiendo así el consumo de estos productos en una práctica 
común. Desafortunadamente existen algunos productos que 
en realidad son sustancias dopantes que son ofertadas como 
suplementos deportivos, por otra parte ciertos suplementos 
deportivos pueden contener sustancias con actividad farma-
cológica o sus análogos no declarados en sus ingredientes 
probablemente para potenciar de manera efectiva los 
beneficios que estos productos aseguran, exponiendo a los 
consumidores a un riesgo potencial significativo a la salud, 
sobre todo a aquellos que no están familiarizados con los 
suplementos deportivos. Es importante que los profesionales 
de la salud tengan el conocimiento de las posibles implica-
ciones por el consumo de ciertos productos ofertados en el 
mercado de la nutrición deportiva al momento de evaluar a 
sus pacientes para una variedad de patologías.

Palabras clave: suplementos alimenticios, suplementos 
deportivos, ayudas ergogénicas, sustancias dopantes, adul-
teración, contaminación

INTRODUCTION
An adequate nutrition is a key component to optimize 

sports performance, since individual nutritional needs differ 
widely depending on the type of sports discipline, sports 
training period, training days and rest, among other factors. 
The nutritional strategies implemented include adjustments 
in energy balance, proportion and nutrient timing, as well 
as supplementation (Bytomski, 2018). Dietary supplements, 
also known as nutritional or food supplements, are a category 
of food products that include over-the-counter formulations 
consumed in addition to the usual diet, with the aim of pro-
viding additional nutrients (Augustin and Sanguansri, 2012).

The companies that market these products, associa-
tes their properties to the wide variety of ingredients in the 
different formulations, such as improvement in the general 
state of health, enhancement of the physical and mental 
performance, increased energy, weight loss, decreased pain 
and other favorable effects (Knapik et al., 2016b), although 
the need and efficacy of certain ingredients remains under 
considerable debate (Kerksick et al., 2018)2082 articles were 
published under the key words ‘sport nutrition’. Conse-
quently, staying current with the relevant literature is often 
difficult. Methods: This paper is an ongoing update of the 
sports nutrition review article originally published as the lead 
paper to launch the Journal of the International Society of 
Sports Nutrition in 2004 and updated in 2010. It presents a 
well-referenced overview of the current state of the science 
related to optimization of training and performance enhan-
cement through exercise training and nutrition. Notably, due 
to the accelerated pace and size at which the literature base 
in this research area grows, the topics discussed will focus 
on muscle hypertrophy and performance enhancement. As 
such, this paper provides an overview of: 1.. Dietary supple-
ments should not contain active pharmaceutical ingredients 
in their formulation, since these are used to diagnose, pre-
vent, or cure a disease. These products are not drugs and 
should not make any of the above claims (Edenfield, 2020).

For most countries and regions worldwide, dietary 
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supplements are regulated as a food category. When at-
tempting to bring a product to the market, a notification 
or registration-based system is required for its approval, 
the acceptance and safety of the product depends in great 
part on the ingredients used in the formulation, which are 
ruled by the requirements in food additives considered by 
local regulations such as the Federal Commission for the 
Protection against Sanitary Risks (COFEPRIS) in the case of 
Mexico and the Food and Drug Administration (FDA) in the 
United States of America. This approach contrasts with the 
premarket approval approach required for drugs in most 
countries, and appropriately fits the category of foods, as 
these inherently pose low safety risks relative to drugs (Shao, 
2017)nutraceuticals, and functional foods vary from country 
to country, but most include a form of premarket registration 
or notification, and several have no specific requirements for 
entry. However, in recent years countries that embraced the 
concept of appropriately balancing consumer access with 
consumer protection have begun to develop market entry 
requirements. From a global perspective, there has been 
some convergence from key markets toward the use of a 
notification-based market entry system for finished products. 
Although it is too early to know how these shifts have bene-
fited stakeholders, the expectation is that this has reduced 
the cost and barriers to market entry (for both industry and 
government.

In sports sciences, dietary supplements are considered 
nutritional ergogenic aids (Lopez-Samanes et al., 2015) since 
some of these products have an impact in the improvement 
of physical-athletic performance, which is the reason of why 
they are also known as sports supplements (Jovanov et al., 
2019).

A wide variety of these products are available in the 
market ensuring that they improve the physical performan-
ce, but only a few have scientific evidence of their benefits, 
in addition to the fact that the performance improvements 
are a function of the type of sports practice, competition 
level and timing at which they are consumed, which can vary 
widely between individuals due to several factors, including 
age, sex, genetics, intestinal microbiota, regular diet, among 
others (Maughan et al., 2018).

The sports supplement industry is constantly growing 
and over the last decades its consumption has increased con-
siderably, estimating that the global sports nutrition market 
will reach approximately 34.5 billion dollars by 2028, mainly 
due to the increase in product demand by bodybuilders and 
other athletes (Grand View Research, 2020). However, the 
constant innovation in these products by manufacturers to 
catch and keep consumers’ attention, as well as trends of 
interest, may carry a risk in pleasing consumers in terms of 
what they firmly believe they need to improve their physical 
performance (Garthe, 2019).

SPORTS SUPPLEMENTS
Sports supplements are products formulated with 

food-source ingredients, as well as nutrients that are ingested 

in addition to the regular diet in an adequate effective dose, 
that can be used in certain specific training phases with the 
purpose of increasing physical performance by improving 
adaptations to exercise, skills, recovery capacity and correc-
tion or prevention of nutritional deficiencies, as well as aiding 
in the body composition improvement, helping individuals 
to train and compete more effectively (Muñoz Maldonado et 
al., 2021). These products can be classified according to their 
level of scientific evidence (Garthe and Maughan, 2018), 
although probably the most widely known classification by 
its consumers is the bodybuilding supplement classification 
(Navarro et al., 2014). Previous research has documented that 
the most popular supplements consumed by bodybuilders 
include protein and peptide-based supplements, branched 
chain amino acids (BCAAs), individual amino acids, polyun-
saturated fatty acids (PUFAs), complex, oligomeric, or simple 
carbohydrates-based supplements, individual or complex 
vitamins and minerals, creatine, “pre-workout” supplements, 
“fat burners”, supplements for “joint health”, “testosterone 
boosters”, among other supplements rarely used to be classi-
fied (Chappell et al., 2019; 2018).The consumption and type 
of these products vary widely between practitioners and 
sports disciplines, especially in those where strength and 
power predominate, where the use of supplements can be 
considered a rule (Maughan et al., 2004),

Prevalence of sports supplements consumption 
Sports nutrition market primarily targets three diverse 

types of consumers: 
a)  Bodybuilders and other professional athletes who 

seek to increase muscle mass through the combina-
tion of high calorie intake and resistance training (also 
known as weight training).

b)  Recreational athletes, since most of them do physical 
exercise as a hobby or are “fitness” enthusiasts, even 
though they do not achieve the same levels of physi-
cal effort as professional athletes.

c)  Consumers with healthy lifestyles, who do not neces-
sarily use these products for improving their physical 
performance since they incorporate these supple-
ments into their lifestyle to improve their health, 
replace food with beverages, nutritional bars, among 
others.
To attract consumers, sports nutrition companies 

continue to innovate their marketing and product strategies 
to offer products with high expectations (Agriculture and 
Agri-Food Canada, 2019). Unfortunately, it is difficult to ob-
tain a complete description of the consumption prevalence 
of these products since different data collection methods 
have been used in the many studies related to this topic. 
When supplement use is pooled by sport discipline, sport 
populations, as well as the various supplement classifica-
tions, there is high variability between studies. In general, 
the use of supplements among men and women who are 
professional athletes is 69% and 71% respectively, whereas 
for recreational athletes is 48% and 42%, thus being similar 
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the consumption of these products among people from 
both groups. Furthermore, some athletes tend to consume 
supplements in up to 100% of individuals depending on 
the type of sport and the level of competition (Knapik et al., 
2016a). On the other hand, among recreational teen athletes, 
around 60% have mentioned the use of sports supplements, 
42% of which, state using more than one type of supplement 
with high frequency of consumption, and up to 86% do not 
verify the nutritional label of the chosen supplement (Tsa-
rouhas et al., 2018).

In the case of bodybuilders, up to 87% of these athle-
tes at the amateur level are consumers of sports supplements 
(Montuori et al., 2021), while of professional bodybuilders, 
100% use these products (Sánchez-Oliver et al., 2019). Re-
cently, other sports disciplines at a professional level have 
exhibited a high prevalence of consumption such as cycling 
(86%), watersports (77%), and weightlifting (75%). In turn, 
in team sports such as American football and soccer, similar 
frequencies of up to 57% and 75% have been observed, 
respectively (Baltazar-Martins et al., 2019). Interestingly, in 
athletics, long and medium distance athletes are the largest 
consumers of sports supplements with frequencies of 76% 
and 72%, respectively, followed by sprinting and obstacle 
course with up to 58% in both disciplines (Tabata et al., 2020).

A large part of the studies related to the consumption 
prevalence of these products concludes a marked trend 
towards greater use of sports and herbal supplements. 
In general, athletes have conventionally been the largest 
consumers of sports supplements, representing more than 
a third of the overall market. However, the growing popula-
tion of recreational athletes and individuals with a “fitness” 
lifestyle creates a new dimension of potential consumers 
for the manufacturers and sellers of these products, with an 
increasing trend of multi-ingredient supplements and varied 
content of biologically active compounds (Garthe, 2019). 
Another aspect to be considered is the commonness of the 
situation in which consumers exceed the recommended do-
ses and timing of supplement consumption, which may be 
due to the belief that “more is better” (Maughan et al., 2004). 
Moreover, it is a fact that supplementation is a frequently 
self-prescribed practice and without adequate medical or 
nutritional assessment, since the relevant information and 
recommendations usually come from other athletes, perso-
nal trainers, friends, or even relatives (Tsarouhas et al., 2018). 

Likewise, other media such as bodybuilding magazines (Iraki 
et al., 2019), as well as online resources such as forums and 
social networks, are important sources of information and 
influence, although unfortunately the information presented 
in these media does not always have scientific support (Wa-
ller et al., 2019).

Although estimates of the general use of dietary 
supplements are available in national surveys, these studies 
have used different categorizations, and most lacking speci-
fic data for these products (Geller et al., 2015). It is important 
to note that during 2008, Mexico was the second largest 
international market for sports supplements with 192 million 

dollars in sales to retailers alone. If we consider that sports 
supplements sales have increased significantly, it would not 
be surprising that currently our country continues to main-
tain or has even surpassed this position (Muñoz Maldonado 
et al., 2021).

PERFORMANCE-ENHANCING DRUGS OFFERED 
AS SPORTS SUPPLEMENTS

Currently, a wide range of possible performance-
enhancing substances is available, mostly offered through 
the internet as sports supplements (Joseph and Parr, 2014), 
as "safe" and "legal" alternatives to performance-enhancing 
drugs (Abbate et al., 2015). This, present a high prevalence of 
consumption by, but not limited to, bodybuilders (Sánchez-
Oliver et al., 2019), and between sports where strength and 
power predominate (Jokipalo and Khudayarov, 2021).

As such, these products from the black market often 
contain active pharmaceutical ingredients without prior 
authorization by the corresponding national regulatory en-
tities, no clinical approval and/or even without authorization 
for human use, and therefore without a known complete 
toxicological profile. Additionally, the lack of quality control 
and the incorrect labeling of these products implies potential 
health risks, although unfortunately, this situation does not 
limit the use and abuse by the consumers. Although until the 
early 2000s these products were almost exclusively steroidal 
prohormones and designer steroids, nowadays the selective 
androgen receptor modulators (SARMs) are also available, 
which are synthesized from several pharmacophores (Geldof 
et al., 2017).

Designer steroids 
Taking advantage of the ease and convenience for 

obtaining food supplements, certain manufacturers carry 
out chemical modifications to existing anabolic androgenic 
steroids (AAS), in order to avoid legal controls regarding the 
manufacture and supply of current medicines; the synthe-
sized compounds are called "designer steroids" and are 
marketed as sports supplements (Voelker et al., 2019). The 
term "designer drug" was originally introduced to describe 
new substances that are synthesized from known substances 
of abuse, preserving, or enhancing pharmacological effects 
while remaining outside of legal control; currently this term 
is broadened to include substances that are derived from in-
dustrial or academic research, but never receive medical ap-
proval. Some designer drugs may be approved in some cou-
ntries, and in a strict sense, they should not be considered as 
such as they do not conform to the classical definition (Luethi 
and Liechti, 2020). Designer steroids are offered as supple-
ments or ingredients in some of these products for muscle 
mass gain, commonly referred to misleading and incorrect 
terms such as "testosterone boosters", "natural steroids" and 
"prohormones" (Rahnema et al., 2015). The term prohormone 
refers to the precursors, in this case, of the steroid hormone 
testosterone such as dehydroepiandrosterone (DHEA), an-
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drostenedione, androstenediol or other similar compounds. 
They have also been sold as "andro-supplements", stating 
that these active ingredients are converted into testosterone 
or its analogues, to improve adaptations to resistance trai-
ning. Even though it has been shown that the use of steroidal 
prohormones does not provide any ergogenic benefit, their 
use is widely extended, despite their consumption is prohibi-
ted by the World Anti-Doping Agency (WADA) and different 
sports governing organizations (Brown et al., 2006). 

Designer steroids are typically manufactured and sold 
by smaller scale companies that often dissolve or change 
their name when they meet resistance from regulatory agen-
cies (Rahnema et al., 2015). In the United States, the Designer 
Anabolic Steroid Control Act of 2014 expanded the list of 
anabolic steroids regulated by the Drug Enforcement Admi-
nistration (DEA), thus decreasing their sale and acquisition. 
However, the continued synthesis of new designer steroids 
by manufacturers means that these compounds are not on 
the current banned substance lists (Brown, 2017).

Just like testosterone, designer steroids share com-
mon mechanisms of action by interacting at the androgen 
receptor, as well as aromatization and 5-a reduction for some 
of these compounds. Like all androgens, the parameters by 
which they are characterized differ among the different com-
pounds as they exhibit varying proportions of anabolic and 
androgenic activity. Most designer steroids are formulated to 
be consumed orally with varying degrees of bioavailability 
through 17-a alkylation, however this modification increases 
the compound toxicity. On the other hand, it seems that the 
benefits from the use of these products are minimal and 
even non-existent, compared to the considerable number of 
adverse health effects. Like exogenous androgens, designer 
steroids have the potential to cause reversible adverse effects 
such as hypertension, secondary hypogonadism, infertility, 
as well as polycythemia and adverse changes in lipoprotein 
subfractions. There is evidence that some designer steroids 
can cause more permanent adverse effects, such as hepato-
toxicity, cardiotoxicity, and ischemic stroke (Rahnema et al., 
2015). It is noteworthy to mention that evaluations of their 
side effects or metabolism in humans is scarce, making the 
continuous synthesis of new compounds even more difficult 
to determine. In addition to the above mentioned effects, 
designer steroids may also show side effects related to the 
activation of other steroid receptors, such as the glucocorti-
coid receptor (Joseph and Parr, 2014). Since designer steroids 
are derived from anabolic androgenic steroids, their use has 
been banned by sports’ governing organizations since athle-
tes who consume these products may result in a positive 
doping test for anabolic steroids (Kazlauskas, 2010).

A study published in the UK (Abbate et al., 2015)
accurate mass liquid chromatography-mass spectrometry 
(LC-MS investigated the presence and estimate of specific 
active substances amounts present in a total of 24 “pro-
hormone supplements” selected according to information 
available on the internet from sellers, bodybuilding forums 
discussing these products, as well as consumers familiar with 

these products. The samples were purchased from different 
distributors such as gym equipment stores and online stores 
that claimed on the product label the different designer 
steroids content. Of the samples analyzed, one of them did 
not contain any steroids and about 70% were substituted 
products containing classic steroids (such as DHEA, methyl-
1-testosterone, 4-androstenedione, desoxymethyltestoste-
rone, methasterone, androst-4-en-3, 11,17-trione and fura-
zabol) other than those indicated on the label. In addition, 
the spelling of some of the chemical names for the active 
compounds was incorrect, probably in order to hide the true 
ingredients from both consumers and regulatory agencies. 
All identified compounds were controlled or potentially con-
trolled substances in the UK under the Misuse of Drugs Act 
1971. Furthermore, the estimated amounts for 17-alkylated 
steroids equaled or exceeded the established therapeutic 
doses for this type of drugs. 

Selective androgen receptor modulators
In an attempt to mitigate the risks associated with the 

administration of testosterone and other AAS in pathologies 
that result in the loss of muscle mass and function, as well as 
in hormone replacement therapies, SARMs were developed, 
which have a targeted therapeutic effect through binding to 
the androgen receptor in muscle and bone tissues (Thevis 
and Schänzer, 2018). The pharmacophores present in SARMs 
have an unprecedented potential for chemical modifications, 
these include steroidal substances such as testosterone itself 
and non-steroids such as aniline, aryl-propionamides, benzi-
midazole, bicylclic hydantoins, bridged tricyclics, diarylanili-
ne, indole, quinolones, tetrahydroquinolones, tricyclics and 
pyrazoline derivatives (Machek et al., 2020).

In various clinical trials, certain SARMs have shown im-
provements in fat-free mass in healthy men, sarcopenic and 
postmenopausal women, as well as the cancer population, 
although the effects on the muscular strength and physical 
performance increase remain inconsistent, and with unk-
nown effects of its long-term use. Just like androgens, SARMs 
have adverse effects, although to a lesser degree compared 
to the use of testosterone. In clinical trials, a decrease in high-
density lipoproteins (HDL), hepatotoxicity with an increase in 
liver transaminases and alterations in plasma levels of anabo-
lic hormones involved in the hypothalamic-pituitary-gonadal 
axis have been reported. To date, and despite their clinical 
potential, none of the existing SARMs are approved for hu-
man use in any country, even though some have progressed 
to phase II and III trials (Fonseca et al., 2020)undesirable side 
effects have raised concerns about prostatic hypertrophy 
in men as well as virilization in women. Selective androgen 
receptor modulators (SARMs. Unfortunately, SARMs have 
attracted the attention of athletes as novel compounds due 
to their anabolic effects and few side effects, and because 
of this, the WADA has placed SARMs on the list of banned 
substances since 2008 due to the potential high risk of abuse 
(Temerdashev and Dmitrieva, 2020).
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There are two recent studies (references) conducted 
to contrast the precision of the labeling with respect to com-
position and concentration, considering the claims of various 
products offered as SARMs. It is worth mentioning that in 
the samples from both investigations up to 20 – 55% of the 
products mentioned the liability exemptions of “not suitable 
for human consumption” and/or “for research purposes only”, 
nevertheless, some of them detailed the information of the 
suggested portion. Also, between 45 – 85% of the products 
were sold as sports supplements and some of the products 
were stacks containing different multiple SARMs.

A study carried out in the United States of America 
(Van Wagoner et al., 2017) reported that 44 products pur-
chased from 21 online distributors in the same country were 
analyzed. Some manufacturers and distributors used the 
term SARM on the product label and advertising, although 
they were not selective modulators of androgen receptor. 
These included the agonist compounds of the peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma (PPARδ) GW501516, 
growth hormone secretagogue ibutamoren, nuclear recep-
tor agonist Rev-ErbA-a SR9009, and the anabolic compound 
5a- hydroxy-laxogenin, all of them included in the WADA list 
of prohibited substances and without scientific evidence of 
the efficacy or safety of these substances. Chemical analysis 
determined that, of the 44 products, 73% matched the active 
substance indicated on the label, however, only 18 products 
contained the declared amount, three products contained 
additional prohibited substances, and 11 products differed 
with a lower amount. Furthermore, in eight products, the 
active substances were not found, but were replaced by 
other prohibited substances in lower amounts, and in four 
products, no active substances were found.

Similar findings were found in the UK (Leaney et al., 
2021), derived from an analysis of 20 products available in 
the UK market purchased from 12 manufacturers online. Of 
the total of the products evaluated, only 30% were consis-
tent with the label content, while 35% had at least one active 
substance absent in the content. In addition, two products 
substituted with different prohibited active substances, one 
product did not contain the presence of any active substance, 
and nine products with amounts less than those indicated.

HEALTH CONCERNS RELATED TO THE 
CONSUMPTION OF SOME SPORTS 
SUPPLEMENTS

It is important to know that certain sports supple-
ments may contain substances prohibited by WADA, which 
are performance-enhancing drugs not labeled in the in-
gredients of the product (Martínez-Sanz et al., 2017; Rocha 
et al., 2016)year after year. Related to the high rates of use, 
unintentional doping occurs. Unintentional doping refers to 
positive anti-doping tests due to the use of any supplement 
containing unlisted substances banned by anti-doping re-
gulations and organizations, such as the World Anti-Doping 
Agency (WADA, and they can even contain plant compounds 

that have no history of human useage and are often used 
as ingredients to mask banned substances (Jędrejko et al., 
2021).

When the content of active ingredients in a supple-
ment is variable, it is due to inadequate quality control during 
the manufacturing process. However, there is also evidence 
that some products do not contain the indicated amount of 
the highest value ingredients declared on the label and, in 
some cases, the active ingredient is completely absent and 
the product contains only low-cost materials, even relatively 
inexpensive ingredients may be absent or present in trivial 
amounts (Maughan et al., 2011). Poor manufacturing prac-
tices can likely lead to cross-contamination of supplements 
on the same production line (Geyer et al., 2008), but in most 
cases it is deliberately by the manufacturers themselves 
in order to obtain more noticeable effects claimed by their 
product (Odoardi et al., 2015). Supplements that are inten-
tionally added with illegal substances or with pharmacolo-
gical activity not declared on the nutritional label are called 
adulterated supplements (Ronis et al., 2018). These products 
could be problematic as they expose professional athletes 
to inadvertent doping, as well as potential health risks for 
consumers in general, due to the inadvertent intake of subs-
tances with pharmacological activity. These risks go beyond 
the inherent effects of consuming these substances in high 
amounts, polypharmacy, and the fact that some of these are 
often not tested in humans and the effects when combined 
with exercise are unknown (Mathews, 2018).

The health consequences caused by adulterated and/
or contaminated sports supplements are unclear, due to the 
lack of precise reports on adverse events. Also, some side 
effects are not acute events, but could appear as delayed and 
chronic health problems (Eichner and Tygart, 2016). The pre-
sented data in the case reports of adverse events associated 
with the use of adulterated sports supplements are difficult 
to collect, due to incomplete information such as the lack of 
the product name or manufacturer, and confounding varia-
bles such as drug addiction of the individual, concomitant 
medication, and other pre-existing risks. The main factors 
that influence the reliability of these reports are the product 
identity and quality, unfortunately most of the supplements 
are not properly identified, analyzed or characterized in the 
reports, which makes it difficult to assign or determine the 
product (Gardiner et al., 2008). Also, most patients do not 
report on supplement use, causing physician to be unable 
to identify associated adverse events as frequently as they 
do with pharmaceuticals, in addition to possible limited 
knowledge of drug-supplement interactions (Geller et al., 
2015).

It is well known that the acquisition of sports 
supplementsIt is well known that the acquisition of sports 
supplements is due to their easy accessibility and availabi-
lity through websites, supplement stores and gyms without 
the need for any type of prescription or clinical approval. 
Additionally, the number of supplements from the informal 
market has increased dramatically in recent decades due 
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to high demand from consumers (Odoardi et al., 2015). An 
example of sports supplements that may present a greater 
risk of adulteration and/or contamination are supplements 
for muscle mass gain (Kulkarni et al., 2017; Pomeranz et al., 
2015).

Sports supplements for muscle mass gain
These products have the objective of increasing the 

anabolic response in the muscle induced by resistance trai-
ning, these include a wide variety of supplements with nutri-
tional ingredients (Yager and McLean, 2020). Some products 
included in the supplement category for muscle mass gain 
are:

a) Protein and multi-ingredient protein-based supple-
ments
Most of these products are milk, egg, and plant-based 

protein and peptide powders that are reconstituted with 
the addition of water, juice, or milk (De Ceglie et al., 2015)
as ingredients, amino acids and proteins with important 
nutritional values as milk, soy and egg proteins. An EU Food 
Supplements Directive (2002. They are also found in combi-
nation with other safe and authorized nutritional ingredients, 
such as mixtures with different proteins and/or peptides, 
carbohydrates, amino acids (individual or combined), crea-
tine, β-hydroxy-β-methylbutyrate (HMB), PUFAs, vitamins, 
minerals (O’Bryan et al., 2020), and some plant compounds 
(Directo et al., 2019), to mention just a few examples.

b) Mass gainers, weight gainers or muscle gainers 
These hypercaloric supplements are designed for tho-

se individuals who find it difficult to gain muscle mass. Most 
of these products contain a high amount of carbohydrates 
and proteins making them a good replacement for some 
meals (Wójcicki, 2020).

c)  Testosterone boosters (T-boosters)
They are supplements with different herbal ingre-

dients in combination with minerals and vitamins, in comple-
xes or individually, being the plant material Tribulus terrestris 
the most widely known (Balasubramanian et al., 2019; Santos 
et al., 2019). T-boosters claim to improve muscle strength 
and endurance while increasing blood testosterone levels, 
as well as inhibiting its conversion to estrogen, thus stimu-
lating muscle hypertrophy, statements from the internet or 
other means that try to encourage the use of T-boosters. The 
supposed beneficial effects is attractive for bodybuilders and 
professional athletes, however, the effectiveness and safety 
of these supplements is questionable (Herriman et al., 2017; 
Pokrywka et al., 2014). Various other ingredients and their 
combinations, to date, have not been shown to be conclusi-
vely effective in supporting the claims these products make 
(Clemesha et al., 2020).

Different international research groups have analyzed 
the undeclared presence of AAS, steroidal prohormonal 
compounds and designer steroids in sports supplements 
for muscle mass gain, since 1999 through chromatographic 
methods, due to the relationship between positive doping 
cases and sports supplements. Studies carried out in the early 

2000s provided the first evidence that some non-hormonal 
supplements based on proteins, creatine and even vitamins 
and minerals had the presence of prohibited substances in 
around 15% of a sample of 634 supplements purchased from 
13 countries, including 215 different distributors (Geyer et al., 
2008). The presence of AAS as adulterants was reported with 
five steroid hormones in up to 18% of products, from a sam-
ple of 28 protein and amino acid supplements combining 
other permitted ingredients (Martello et al., 2007).

This situation seems to be highly prevalent in sports 
supplements for muscle mass gain, since currently, in the 
Netherlands, Duiven et al. (2021) evaluated a total of 66 
products that claimed to modulate hormonal regulation, 
stimulate muscle mass gain, increase fat loss and/or increase 
energy, selected from 21 different brands and purchased 
from 17 online stores. A total of 21 products (32%) contained 
the presence of at least five different AAS, 1,4-androstene-
diene-3,17-dione (boldione) being mostly detected in 11 
products, followed by 5-androstene-3β,17a-diol, in addition 
to DHEA, testosterone, and 5-androstenedione. On the other 
hand, in Iran (Alaedini et al., 2021) was determined that up 
to 37% of a sample of 30 non-hormonal sports supplements 
selected from 12 different brands, purchased in pharmacies 
and the formal market, contained at least one of the AAS. 
The greatest relevance in the list of substances banned from 
WADA found, included 4-androstenedione and methyl-
1-testosterone. Also, stanozolol and 5a-hydroxy-laxogenin 
have been found in protein and amino acid supplements 
in South Korea (Lee et al., 2020) and in Italy, in up to 10% of 
products identified as amino acids. These, are also consumed 
by professional athletes, and are adulterated with DHEA, 
while the same percentage for herbal products have come 
to contain dehydroepiandrosterone acetate (DHEA-acetate), 
methylandrostenediol, clausterone, testosterone propionate, 
5a-androstane-3a,17β-diol y progesterone (Micalizzi et al., 
2021).

Designer steroids have also been found with incre-
asing regularity, in products offered as all natural herbal 
supplements marketed for muscle mass and strength gain, 
as is the recently reported androsta-3,5-diene-7,17-dione, an 
aromatase inhibitor, which is included in the WADA banned 
list. Although little is currently known about the pharmaco-
logical effects and/or toxicity of this compound, its structure 
is similar to that of AAS which are known to cause significant 
health risks (Lorenz et al., 2019).  

Supplements adulterated with these substances, 
should be considered for having significant pharmacological 
activity when consumed chronically. Health consequences 
of inadvertent use of steroidal prohormones and designer 
steroids (in addition to the adverse effects mentioned abo-
ve), could include cholestasis, kidney failure, gynecomastia, 
acne, psychological dependence, among others. Ingestion 
by women could cause absence of menstruation, virilization, 
alopecia and clitoromegaly (Mathews, 2018). In adolescents, 
the risk is greater since consumption, even in insignificant 
amounts, can suppress testosterone production for months, 
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as well as cardiovascular risks and mood alterations. Similarly, 
it can cause premature epiphyseal closure, brain remodeling 
and an increased risk of maladaptive behaviors and neurolo-
gical disorders (Eichner and Tygart, 2016).

On the other hand, the SARM ostarine has been de-
tected as an undeclared ingredient in several supplements, 
which opens the possibility that other SARMs are present as 
adulterants in sports supplements for muscle mass gain, lea-
ding to cases of inadvertent doping (Walpurgis et al., 2020),

Inadvertent doping prevention programs as tools for 
advice and recommendations when selecting sports 
supplements

According to current scientific evidence, the risk that 
any sports and dietary supplement, in general containing 
a variety of substances with undeclared pharmacological 
activity, is close to 15% of the total of these products (Ou-
tram and Stewart, 2015). Not only AAS have been found 
as adulterants, but also has a variety of substances such as 
phosphodiesterase-5 inhibitors and antihistamines, found 
in supplements to improve sexual performance and blood 
pressure respectively (Kim et al., 2017). Also found, are glu-
cocorticoids and non-steroidal anti-inflammatory analgesics 
in herbal supplements for pain management (Garza-Ocañas 
et al., 2013), as well as sympathomimetic agents, anorectics, 
and pancreatic lipase inhibitors in weight loss supplements 
(Ronis et al., 2018). All of these substances are also prohibited 
by WADA since their consumption through these products 
has incurred in cases of positive doping, such is the case of 
Mexican professional athletes (Proceso, 2011).

Some programs try to protect athletes who consume 
sports supplements from inadvertent doping, the best known 
being the Sports Supplements Regulatory Framework of the 
Australian Institute of Sport (2021). This is designed for the 
specific needs of Australian sports organizations, to promote 
their use based on scientific evidence and other practical 
considerations that determine whether the product is safe, 
permissible and effective in enhancing athletic performance.

In recent years, laboratory tests for the detection of 
prohibited substances in sports supplements have been 
available to anyone interested, such as athletes, sports orga-
nizations, national anti-doping agencies and manufacturers 
of these products (Garthe and Ramsbottom, 2020)without 
the need for any further or additional supplementation. Ne-
vertheless, the perception, from times of antiquity to the pre-
sent day, is that taking additional food nutrients will enhance 
performance. A common rationale for use of supplements by 
athletes is to gain a ‘competitive edge’. Current data suggests 
that the prevalence of supplement use among athletes is in 
the 40–70 % range, depending on the sport and definition or 
categorization of supplement. Athletes (youth/adult. Various 
third-party companies offer supplement analysis services for 
quality, purity, and composition. These must be free of con-
flicts of interest, have external accreditation, perform audits 
for good manufacturing practices, and have validated and 
accredited methods to analyze prohibited substances. When 

approved, the supplement brand will receive the corres-
ponding approval seal to be displayed on the product label; 
some of these companies are Consumer Labs (consumerlab.
com), National Sanitation Foundation (NSF.org), Banned 
Substances Control Group (bscg.org) and Informed-Choice/
Informed-Sport (informed-sport.com). These companies 
offer a variety of services that include certification of facilities 
and raw materials, compliance with good manufacturing 
practices, label verification and testing of the final product. 
The cost of these services can be an issue for small companies 
and larger companies may not see any market advantage in 
certification and will not consider this additional scrutiny. 
However, it is impossible to affirm that a product is free of all 
prohibited substances because it is not possible to analyze all 
of them due to the continuous synthesis of new adulterants. 
In summary, supplement certification cannot completely eli-
minate the risk of a product being contaminated, but it does 
have strong evidence of reduced risk (Mathews, 2018).

In Mexico, the National Association of Food Supple-
ments Industry (ANAISA) integrated of accredited dietary 
supplement companies (including sports supplements), 
determine those products that meet the regulatory requi-
rements indicated by authorities in our country such as the 
Secretariat of Health, COFEPRIS and the Office of the Federal 
Prosecutor for the Consumer (PROFECO). These, have the pur-
pose of protecting the consumer from the increasing bom-
bardment of advertising and sale of products that potentially 
endanger the population’s health, like the programs above. 
The accredited products have a certification seal, in addition 
to outreach program of technical and scientific information, 
to promote regulatory improvement through the generation 
of proposals aligned with global trends (Asociación Nacional 
de la Industria de los Suplementos Alimenticios, 2021).

CONCLUSIONS
The consumption of active pharmaceutical ingre-

dients, steroidal prohormones and designer steroids, offered 
as sports supplements for muscle mass gain, in addition 
to other ergogenic effects, as well as the inadvertent con-
sumption of the same substances in sports supplements, 
is a potentially risk situation difficult to estimate, not only 
for professional sports but also for the consumers’ health. 
This, due to the acute or chronic exposure of a wide range 
of substances with pharmacological activity in unknown 
quantities that have a variety of adverse effects that are 
not even fully determined yet. It is important to note that, 
although the percentage of supplement adulteration and/
or contamination in general may seem minimal (around 15% 
of the total), there are minimal studies that have analyzed 
significant amounts of the great diversity of these products 
from the national market. Thus, there is no precise data on 
the approximation to this figure in Mexico, which is one of 
the main consumers of these products internationally.

When elaborating a routine medical history, it usually 
includes a patient questioning about drug use and drug 
addiction. However, due the disclosure of sports supple-
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ments or products, they probably will not be considered due 
to the belief that these do not cause damage to health. The 
latter, under the argument that they are not drugs or because 
are offered with statements such as being of natural origin 
and without adverse effects, or being safe and legal alter-
natives for other types of substances. Therefore, the authors 
encourage doctors and other health professionals who con-
sider asking about the use of these products when relevant 
to perform a differential diagnosis. Similarly, it is necessary to 
standardize studies related to the consumption prevalence 
of these products with appropriate definitions and contex-
tualization, since these play a key role in the assessment and 
quantification of risks to public and individual health.

It is not the intention of the authors to suggest 
that all sports supplements are likely to cause harm to the 
consumer’s health, or lead to cases of positive doping in pro-
fessional sports. There are ingredients and products whose 
scientific evidence has shown their effectiveness and safety 
when properly consumed and for their purpose. Instead, we 
highlight the importance of health professionals’ involve-
ment to mitigate the potential risks that the consumption of 
certain sports supplements entails, that could be adulterated 
and/or contaminated. In addition, this will produced additio-
nal elements to consider when assessing the causes of some 
pathologies, as well as issue the pertinent recommendations 
for the differentiation and consumption of these products.
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RESUMEN
El contenido de etanol en mosto fermentado es el 

parámetro más importante para la producción de whisky 
en términos de volumen de destilado por unidad de malta. 
La biosíntesis de etanol durante la fermentación de mosto 
depende de muchos factores; no obstante, la cantidad inicial 
de carbohidratos fermentables afecta significativamente 
el contenido final de etanol en el mosto fermentado. El 
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de diferentes 
condiciones de maceración y fermentación sobre el conteni-
do de etanol en mosto fermentado; asimismo, determinar las 
condiciones que contribuyen en el incremento de este com-
puesto. Se observó que la maceración isotérmica a 65 °C por 
3 h, con una relación malta:agua 1:3, resulta en mostos con 
mayor contenido de carbohidratos fermentables. Además, 
se determinó que el mejor rendimiento de etanol se obtiene 
con fermentadores cerrados a 20 °C en mostos de 12.5 °P. Lo 
anterior resulta en una eficiencia de 0.34 g de etanol/g de 
sólidos solubles; además de la reducción significativa de 
metanol y glicerol.
Palabras clave: whisky, malta, maceración, fermentación, 
rendimiento de etanol.

ABSTRACT
Ethanol content in fermented wort is the most import-

ant parameter for whisky production, in terms of volume of 
distillate per unit of malt. Ethanol biosynthesis during wort 
fermentation depends on many factors, however, the initial 
concentration of fermentable carbohydrates significantly 
affects the final ethanol content in fermented wort. The 
objective of this study was to evaluate the effect of different 
mashing and fermentation conditions on ethanol content 
in fermented wort, and to determine the conditions that 
better contribute to the increase of this compound. It was 
observed that an isothermal mashing of 65 ºC for 3 h, with 
a 1:3 grist:water ratio, results in worts with high fermentable 
carbohydrates content. In addition, it was determined that 
the higher ethanol yield is attained with closed fermenters 
at 20 ºC and 12.5 ºP worts. These conditions result in a con-
version efficiency of 0.34 g of ethanol/g of soluble solids, in 
fermented worts with reduced amounts of methanol and 
glycerol.

Key words: whisky, malt, mashing, fermentation, ethanol 
yield.

INTRODUCCIÓN
Uno de los principales objetivos en la industria de 

bebidas fermentadas y destiladas es la generación eficiente 
de etanol debido a que este parámetro define el volumen 
final de producto obtenido por unidad de materia prima 
(Stewart, 2009; Nicol, 2014). Esto ha sido una constante en 
bebidas alcohólicas de mucha tradición como la cerveza 
y el whisky, mismas que comparten ciertas similitudes en 
cuanto a su procesamiento (Bathgate, 2016). A pesar de que 
ambas bebidas se pueden elaborar con otros granos como 
maíz, centeno, trigo y cebada no malteada; es necesaria la 
inclusión de una porción de malta de cebada en las recetas, o 
de otras fuentes de enzimas en caso de ser permitido, para la 
adecuada conversión del almidón en azúcares fermentables 
durante la maceración (Agu et al., 2006; Bathgate, 2016). Se 
ha reportado que la variación en las condiciones de mac-
eración determina el rendimiento y composición del mosto; 
no obstante, la mayoría de estos reportes se han dado con 
fines cerveceros (Evans et al., 2005; Schwarz et al., 2007; Evans 
et al., 2010; Evans et al., 2011). Tanto en cervecería como en 
destilería se busca la obtención de mostos con alto conteni-
do de azúcares fermentables; sin embargo, mientras que en 
cervecería se busca un balance adecuado entre azúcares 
fermentables y limite dextrinas debido a que éstas últimas 
contribuyen en el cuerpo de la cerveza, en destilería se busca 
maximizar el desdoblamiento del almidón para la mayor 
generación posible de etanol, parámetro comúnmente 
denominado ‘spirit yield’ (Lyons, 2003; Bathgate, 2016). Du-
rante la fermentación, tanto la concentración de azúcares fer-
mentables como de compuestos nitrogenados determinan 
en gran medida la eficiencia de la levadura en la síntesis de 
etanol (Stewart et al., 2013). Además, existen otros factores 
como la alta concentración de sólidos en mosto que incre-
mentan la presión osmótica del medio y que afectan en con-
secuencia la estabilidad celular de las levaduras durante la 
fermentación (Nevoigt y Stahl, 1997; Cronwright et al., 2002). 
A pesar de las similitudes que comparten en algunas etapas 
de proceso la cervecería y la destilería, los mayores avances 
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tecnológicos post fermentación se han dado en el ámbito 
cervecero debido a requerimientos de calidad de cerveza 
que se asocian a su estabilidad coloidal, aceptación y vida 
de anaquel (Sadosky et al., 2002; Jin et al., 2004; Miedl et al., 
2005; Vanderhaegen et al., 2006). A diferencia de la cerveza, 
en bebidas destiladas como el whisky, muchos de los com-
puestos generados durante la fermentación permanecen en 
el residuo de destilación considerando que el principal ob-
jetivo de esta etapa del proceso es la eficiente recuperación 
y concentración de etanol (Nicol, 2014). Debido al hecho de 
que las etapas post fermentación no implican síntesis de eta-
nol durante el procesamiento de whisky, las condiciones de 
maceración y fermentación se vuelven determinantes en la 
generación de este compuesto. Dada la amplia variabilidad 
de condiciones de maceración y fermentación en el proce-
samiento de whisky, tanto a nivel comercial como artesanal 
(Bringhurst y Brosnan, 2014; Fukuyo y Myojo, 2014; Lyons, 
2014; Quinn, 2014), el objetivo de este trabajo fue estudiar 
las condiciones de proceso que afectan y contribuyen en 
el contenido final de etanol en mosto fermentado. De esta 
forma, se busca contribuir en la uniformidad de condiciones 
en etapas pre destilación para la eficiente generación de eta-
nol en la producción de whisky de malta; especialmente en 
el nivel artesanal, donde el número de destilerías ha crecido 
sustancialmente en la última década.

MATERIALES Y MÉTODOS
Éste estudio constó de experimentos secuenciales 

donde el mejor tratamiento de cada experimento evaluado 
se utilizó como base para el experimento subsecuente. 
En esta sección sólo se describen los experimentos y sus 
tratamientos; mientras que, en la sección de resultados 
y discusión, se describen y discuten los resultados que 
sustentaron la toma de decisiones.

En todos los experimentos se utilizó una malta comer-
cial elaborada a partir de cebada de dos hileras con las sigui-
entes características de calidad determinadas en laboratorio 
conforme los métodos oficiales de la American Society of 
Brewing Chemists (ASBC, 2009): humedad, 5 %; extracto mo-
lienda fina, 85 % base seca (b.s.); extracto molienda gruesa, 
84 % b.s.; proteína total (PT), 11 % b.s.; proteína soluble, 5.3 % 
b.s.; alfa-amilasa, 65 unidades de dextrinificación a 20 ºC (U.D. 
20 ºC) b.s.; poder diastásico (DP), 135 grados ASBC (°ASBC) 
b.s.; friabilidad, 92 %; viscosidad de mosto, 1.52 centipoise 
(cP); amino nitrógeno libre (FAN), 200 ppm; y color de mosto, 
2.0 grados del Standard Reference Method de la ASBC (ºSRM). 

Este estudio se dividió en dos fases. En la fase 1 se 
evaluaron diferentes tratamientos para determinar las me-
jores condiciones de maceración; mientras que en la fase 2, 
se buscaron las mejores condiciones de fermentación. Para la 
molienda de malta en la fase 1 se utilizó un molino de discos 
para laboratorio Bühler DLFU (Bühler Group, Uzwil, Suiza), el 
cual se ajustó para que el 90 % de la malta molida pasara la 
criba US No. 30 (0.595 mm); lo cual equivale a la molienda 

fina de malta conforme el método oficial Malt-4 de la ASBC 
(ASBC, 2009). Para las pruebas de fermentación, donde 
se evaluó mayor cantidad de mosto y por tanto de malta 
molida, la molienda se llevó a cabo utilizando un molino de 
tres rodillos con tolva y motor marca nacional. La apertura 
entre los rodillos principales de este molino se ajustó para 
garantizar una retención sobre la criba US No. 30 de 75±1 
%; equivalente a la molienda gruesa de malta. Debido a la 
diferencia en tamaños de partícula, el filtrado en la fase 1 se 
llevó a cabo con papel Ahlstrom No. 509 (Ahlstrom-Munksjö, 
Helsinki, Finlandia); mientras que el filtrado en la fase 2 en un 
recipiente cilíndrico de 5 L (con 25 cm de diámetro) provisto 
de salida circular en el fondo de 1 cm de diámetro que per-
mitió la formación adecuada de la torta de filtrado facilitando 
el clarificado de mosto. La maceración de los tratamientos en 
ambas fases se llevó a cabo en un macerador de laboratorio 
MicromatTM (Micromat Co., Mahwah, NJ, USA). 

Fase 1
Experimento 1: Temperaturas de maceración
Tratamiento 1. Se pesaron 50 g de malta molida y se mezclar-
on con 200 mL de agua destilada a 67 °C en vasos de níquel 
de 500 mL. Inmediatamente se colocaron en el macerador, el 
cual se mantuvo a 65 °C con agitación constante (100 rpm) 
durante 5 h. Sin embargo, dos vasos fueron retirados después 
de 1 h, dos a las 2 h, dos a las 4 h y tres a las 5 h. Los vasos se 
enfriaron a 20 °C y el contenido de cada uno se ajustó a 450 
g con agua destilada a 20 °C previo al filtrado. Este ajuste de 
peso se llevó a cabo en todos los tratamientos de la fase 1. 
Tratamiento 2. Las condiciones de maceración y muestreo en 
este tratamiento fueron similares a las del tratamiento 1; con 
la diferencia de que la maceración se llevó a cabo a 60 °C.
Tratamiento 3. Las cantidades de malta molida y agua en este 
tratamiento fueron similares al tratamiento 1, pero con difer-
entes temperaturas de maceración en un tiempo total de 5 h 
(50 ºC,1 h; 55 ºC, 1 h; 60 ºC, 1 h; 65 ºC, 2 h). En este tratamiento 
no se hicieron muestreos intermedios. 

Experimento 2: Tiempo de maceración
El mejor tratamiento en el experimento 1 fue la 

maceración isotérmica a 65 °C. En consecuencia, se buscó 
determinar el mejor tiempo a dicha temperatura. Se utilizó 
la misma relación malta:agua de 1:4 (50 g malta + 200 mL 
agua); sin embargo, en este caso los tratamientos fueron 1 h, 
2 h, 3 h y 4 h de maceración a 65°C. 

Experimento 3: Relación malta-agua 
El mejor tratamiento en el experimento 2 fue la mac-

eración isotérmica a 65 °C por 3 h. Debido a que la relación 
malta:agua utilizada en los experimentos 1 y 2 fue 1:4, que 
es la comúnmente utilizada en la elaboración de whisky, en 
este experimento se evaluaron las relaciones malta:agua 1:3 
(50 g malta + 150 mL agua) y 1:5 (50 g malta + 250 mL agua); 
incluyendo la 1:4 nuevamente como testigo. 
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Fase 2
Experimento 4: Concentración de sólidos en mosto du-
rante la fermentación

En este experimento se evaluaron las condiciones de 
fermentación a diferentes niveles de sólidos solubles (grados 
Plato, °P) iniciales en mosto. Los mostos se obtuvieron de una 
maceración a 65 °C por 3 h en una relación malta:agua de 1:3. 
En este caso, tal como se observaría en un proceso comercial, 
el filtrado se llevó a cabo a través de la misma masa espesa 
que actúa como barrera donde las cascarillas de la malta fa-
cilitaron esta operación; misma que duró aproximadamente 
40 min para 1.6 kg de malta en maceración. Este tiempo 
incluyó el retorno (recirculación) del mosto turbio (ca. 1.5 
L) al recipiente de filtración una vez que la cama de filtrado 
generó mosto clarificado. Los tratamientos evaluados fueron 
10 °P, 11.25 °P, 12.5 °P, 13.75 °P, 15 °P, 16.25 °P, y 17.5 °P. Para 
lograr estos niveles de sólidos solubles, en todos los casos 
se generaron mostos altamente concentrados (20±0.5 °P) y 
se diluyeron con un volumen calculado de agua destilada 
para el ajuste de sólidos en solución en función de los va-
lores de gravedad específica, densidad del mosto a 20 °C y el 
peso total de los sólidos en el mosto concentrado. De cada 
tratamiento se fermentaron 3 L de mosto con la levadura 
Fermentis SafAleTM S-04 (Grupo Lesaffre, Marcq-en-Baroeul, 
Francia). El inóculo se preparó con la adición de 1.725 g de 
levadura liofilizada a 300 mL de mosto tibio (35 °C); el cual 
se dejó reposar por 10 minutos para adecuada rehidratación. 
Posteriormente, el mosto inoculado se agitó vigorosamente 
y se mezcló con el resto del mosto a fermentar (2.7 L) en con-
tenedores de vidrio ámbar de 4 L provistos de una trampa 
de oxígeno o ‘air lock’. El tiempo de fermentación fue de 7 
días (168 h) a 20 °C. Para el análisis de variables respuesta, 
el mosto fermentado se filtró al vacío con papel Whatman® 
GF/B (tamaño de poro de 1 µm) y de esta forma eliminar la 
levadura suspendida.

Experimento 5: Temperatura y condiciones de fermenta-
ción

Se evaluaron tres diferentes temperaturas de fer-
mentación (20, 25 y 30 °C) en mostos con la mejor concen-
tración inicial de sólidos observada en el experimento 4 (i.e. 
12.5 °P). Las maceraciones se llevaron a cabo a 65 °C por 3 h 
en una relación malta:agua de 1:3. La preparación del inóculo, 
tiempo de fermentación, y filtrado se llevó a cabo de forma 
similar a lo descrito en el experimento 4. Además, en este 
experimento se evaluaron condiciones de fermentación abi-
erta (i.e. fermentación sin air lock) y cerrada (i.e. fermentación 
con air lock) a las temperaturas mencionadas. 

Variables respuesta y análisis estadístico
En los experimentos 1-4 se utilizaron diseños ex-

perimentales completamente al azar; mientras que en el 
experimento 5 se usó un arreglo factorial para evaluar el 
efecto combinado de temperatura (factor A) y condiciones 
de fermentación (factor B) sobre las variables respuesta. Se 
hicieron tres repeticiones por tratamiento y la prueba de 

medias utilizada fue Tukey (α=0.05). En el análisis de datos 
se utilizó el programa SAS versión 9.3 (SAS, 2011). Las vari-
ables respuesta en la fase 1 fueron contenido (g 100 mL-1) de 
maltosa, glucosa, fructosa y maltotriosa en mosto; además 
de la suma de éstos como carbohidratos fermentables to-
tales (CF) y la fracción más fermentable (CF+) que excluye 
a la maltotriosa, carbohidrato parcialmente consumido 
durante la fermentación (Stewart, 2009). Debido a que todos 
los macerados en la fase 1 se ajustaron al mismo peso (450 
g) previo al filtrado, no se observó variación significativa en 
el contenido de sólidos (~8.9 °P) de los mostos resultantes; 
por lo que este parámetro no se consideró como una vari-
able respuesta. Asimismo, el FAN en mosto no fue un factor 
limitante para el desarrollo de la levadura debido a que las 
200 ppm observadas garantizan una fermentación eficiente 
(Hill y Stewart, 2019). En la fase 2, las variables respuesta 
fueron contenido de etanol (% v/v), rendimiento de etanol 
(g etanol/g sólidos solubles), metanol (% v/v) y glicerol (g 
L-1); además del contenido de CF residuales, con los que se 
calculó la fermentabilidad de CF en función de la reducción 
porcentual de CF inicial – CF residual. Para el cálculo de la 
variable rendimiento de etanol se tomó como volumen base 
100 mL, donde se dividió el etanol (g) presente en dicho 
volumen de mosto fermentado entre la cantidad de sólidos 
(g) presentes en el mismo volumen de mosto sin fermentar. 

El análisis de CF en mosto, así como los derivados de 
fermentación (etanol, metanol y glicerol), se llevó a cabo 
por HPLC en un cromatógrafo marca Agilent Technologies 
1100, provisto de un detector de índice de refacción y una 
columna Aminex® HPX-87H de 300 x 7.8 mm marca Bio-Rad. 
Se inyectaron 20 µL de muestra filtrada (0.45µm) en una fase 
móvil de ácido sulfúrico 0.008M a un flujo de 0.6 mL min-1, 
con temperatura de la columna de 65ºC. Los valores de CF se 
determinaron utilizando una mezcla estándar en g 100 mL-1 

como lo indica el método Wort-14 de los métodos oficiales 
de la ASBC (ASBC, 2009). El análisis de etanol (% v/v), metanol 
(% v/v) y glicerol (g L-1) se llevó a cabo utilizando los cromato-
gramas con las áreas respuesta de estos compuestos diluidos 
a diferentes concentraciones en agua destilada (muestras 
estándar). Las áreas respuesta de cada muestra estándar se 
graficaron para obtener curvas de regresión lineal; mismas 
que se utilizaron para calcular su concentración en mosto fer-
mentado a partir del área respuesta observada en el mismo 
tiempo de retención que la muestra estándar. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Fase 1

Los resultados del experimento 1 (Tabla 1) mostraron 
que después de 5 h de maceración isotérmica a 60 °C o 65 
°C se genera mayor concentración de CF en mosto en com-
paración con la maceración de temperaturas escalonadas 
(50-55-60-65 °C). Asimismo, los muestreos intermedios en las 
maceraciones isotérmicas mostraron que después de 2 h de 
maceración se cuenta con el 90 % de CF determinados en 
5 h; mientras que con 4 h de maceración el valor de CF fue 
mayor a 99 % en ambos tratamientos isotérmicos. Similar a 
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estos resultados, Evans et al. (2005) reportaron que las tem-
peraturas iniciales de maceración, mantenidas por al menos 
50 min, afectan la composición del mosto en términos de CF. 
Ellos evaluaron temperaturas iniciales en el rango 45-76 ºC y 
observaron que la temperatura de 65 ºC produce mostos con 
mayor contenido de CF; mientras que a temperaturas superi-
ores se observa una rápida reducción de maltosa a expensas 
del incremento de carbohidratos no fermentables como 
maltotetraosa. El incremento de este carbohidrato se debe 
principalmente a que, mientras la beta amilasa pierde activi-
dad a temperaturas altas (>65 °C) dejando de generar malto-
sa, la alfa amilasa se mantiene estable; generando múltiples 
oligosacáridos, incluyendo la maltotetraosa (Muralikrishna y 
Nirmala, 2005; Henson et al., 2014). En este estudio, se observó 
un incremento significativo en el contenido de maltosa cuan-
do se maceró a 60 y 65 °C en comparación con la maceración 
de temperaturas escalonadas; cuyos valores promedio fueron 
5.26, 5.24 y 4.60 g 100 mL-1, respectivamente. El contenido de 
maltosa observado en los mostos de las maceraciones isotér-
micas por 5 h es significativamente mayor a otros reportados 
a similar temperatura de maceración con fines cerveceros. 
Por ejemplo, Evans et al. (2005) reportaron un contenido de 
maltosa en mosto de 4.72 g 100 mL-1 en una maceración de 
50 min a 65 °C con posterior incremento a 70 °C mantenidos 
por 30 min; mientras que Schwarz et al. (2007) reportaron un 
valor de maltosa de 4.76 g 100 mL-1 en un tiempo de 2 h a 65 
°C con incremento posterior a 75 °C mantenidos por 10 min. 
Respecto al contenido total de CF en mosto, ambos autores 
reportaron valores en el rango 6.2-6.8 g 100 mL-1; mientras 
que los valores de este parámetro en el experimento 1 es-
tuvieron en el rango 7.4-7.8 g 100 mL-1. Estas diferencias se 
deben a que en cervecería la degradación enzimática de la 
amilopectina es parcial, por lo que en un mosto cervecero 
es común observar que la maltosa constituye el 50-60 % del 
total de carbohidratos; mientras que las dextrinas el 20-30 
% (Stewart, 2009). Por el contrario, en mostos para whisky 
se busca la mayor degradación posible del almidón; por lo 
que la presencia de dextrinas debe reducirse al mínimo con 
el objetivo de lograr el mayor rendimiento de etanol por 
unidad de malta (Lyons, 2003). En este estudio, se estima que 
la presencia de carbohidratos no fermentables (dextrinas + 
oligosacáridos) en los mostos evaluados con 8.9 °P fue menor 
a 15 % en la maceración escalonada, y menor a 12 % y 10 
% en las maceraciones isotérmicas a 60 y 65 °C, respectiva-

mente. Esta estimación se llevó a cabo asumiendo que 90-92 
% de los sólidos en mosto son carbohidratos (Willaert, 2007) 
y que el valor de proteína soluble de la malta utilizada (5.3 
% b.s.) equivale, considerando 85 % de extracto de malta, a 
0.56 °P (6.3 % de 8.9 °P); además de que la concentración re-
portada del tercer componente menor en mosto (i.e. lípidos) 
generalmente equivale a <0.002 °P (<20 mg L-1) de los sólidos 
cuando se macera a 65 °C (Evans et al., 2012). Considerando 
lo anterior, además de la relación porcentual CF+/CF que fue 
de 86 %, 85 % y 84 % para los tratamientos 1, 2 y 3, respectiv-
amente, se determinó que la mejor condición de maceración 
en el experimento 1 es isotérmica a 65 °C. El incremento de 
la relación porcentual CF+/CF implica mayor fermentabilidad 
del total de carbohidratos fermentables en mosto en función 
de la reducción del carbohidrato parcialmente fermentable, 
maltotriosa. El hecho de que los muestreos intermedios 
bajo las condiciones isotérmicas del experimento 1 hayan 
mostrado que después de 4 h de maceración ya no existen 
incrementos significativos de CF, justificó este tiempo como 
el máximo a evaluar en el experimento 2. Se observó que no 
existe diferencia en la generación de CF cuando se macera 
por tres o cuatro horas a 65 °C (Tabla 2). A pesar de que las 
temperaturas de maceración utilizadas en la producción de 
whisky de malta oscilan en el rango 55-65 °C; los tiempos 
de maceración (sin contabilizar el tiempo de filtrado de 
mosto) generalmente varían entre 1 y 2.5 h. El parámetro 
que influye en la variabilidad de estos tiempos es DP, cuyas 
enzimas constituyentes (alfa amilasa, beta amilasa, limite 
dextrinasa, y alfa glucosidasa; i.e. enzimas diastásicas) son 
las responsables de desdoblar el almidón a CF (Evans et al., 
2010). En esta investigación, se utilizó una malta con poder 
diastático intermedio; sin embargo, es posible que con un 
DP mayor (>150 °ASBC), el tiempo de maceración para lograr 
el máximo contenido de CF podría haber presentado una 
ligera reducción. No obstante, el uso maltas con alto DP en 
la producción de whisky de malta tiene el inconveniente de 
que existe una correlación positiva entre DP y PT; así como 
negativa entre PT y extracto de malta (Huerta et al., 2014). 
Esto se debe a que la enzima que mayor contribuye al DP, 
beta amilasa (Gibson et al., 1995), está ligada al contenido 
total de proteína en cebada debido a que la síntesis y acumu-
lación de esta enzima se da en la etapa de llenado de grano 
durante el desarrollo del cultivo de cebada; lo cual explica su 
alta correlación con las hordeínas (Qi et al., 2006; Wei et al., 

Tabla 1. Contenido de carbohidratos fermentables (g 100 mL-1) en mostos de 
tres tratamientos de maceración a diferentes temperaturas (experimento 1). 
Table 1. Fermentable carbohydrates content (g 100 mL-1) in worts, from three 
mashing treatments at different temperatures (experiment 1).

Tratamiento* Glucosa Fructosa Maltosa Maltotriosa CF** CF+***
1 1.25a 0.26a 5.24a 1.08b 7.84a 6.76a
2 1.05a 0.21a 5.26a 1.17ab 7.69ab 6.52a
3 1.40a 0.23a 4.60b 1.18a 7.41b 6.23b

*1: 65 °C, 5 h; 2: 60 °C, 5 h; 3: 50 ºC, 1 h; 55 ºC, 1 h; 60 ºC, 1 h; 65 ºC, 2h **C.F.=-
Carbohidratos fermentables totales. ***Carbohidratos más fermentables. 
Medias con diferente letra entre tratamientos implican diferencia significativa 
(Tukey, α=0.05).
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2009). En consecuencia, a mayor PT, mayor DP; pero menor 
extracto de malta. En la elaboración de whiskies de grano, 
donde se utilizan granos sin maltear más una proporción de 
malta de cebada, es deseable que las maltas utilizadas pose-
an alto DP; sin embargo, en whisky de malta se observaría 
una reducción no deseable de rendimiento de etanol debido 
a la reducción en extracto de malta. Es por esta razón que 
las especificaciones de DP para maltas destinadas a whisky 
de malta indican valores menores a 150 °ASBC; mientras que 
para las maltas destinadas a whisky de grano el DP puede ir 
más allá de 200 °ASBC (Bringhurst y Brosnan, 2014; AMBA, 
2021). Por lo tanto, es poco probable que el tiempo óptimo 
de maceración de 3 h determinado en esta investigación 
para la producción de whisky de malta se reduzca de forma 
considerable debido al efecto negativo de usar maltas con 
alto DP y reducido extracto de malta en el rendimiento de 
etanol. 

Por otro lado, con los resultados del experimento 3 se 
observó que la condición isotérmica a 65 °C por 3 h y relación 
malta:agua 1:3 genera mayor contenido de maltosa y CF+ 
(Tabla 3). A pesar del mayor valor promedio de CF en los mos-
tos de la relación 1:3, no se observó diferencia estadística de 
este parámetro entre los tres tratamientos del experimento 
3, lo cual pudo deberse a la mayor dispersión de valores de 
CF que mostraron los mostos 1:4 y 1:5. Sin embargo, esto no 
ocurrió con CF+, donde sí se observa diferencia significativa 
y favorable a la relación 1:3; misma que presentó la mayor 
relación porcentual CF+/CF (85.4 %). En estudios previos, los 
altos valores de CF en mostos con menor relación malta:agua 
han sido vinculados a la estabilidad térmica de las enzimas 
diastásicas; cuya tolerancia a altas temperaturas es mayor en 
soluciones con cierto nivel de sólidos que cuando éstas se 
encuentran aisladas (Muller, 1991; Stenholm y Home, 1999; 
Evans et al., 2011). Si bien el contenido de CF se reduce 
significativamente a temperaturas altas (>70 °C), el efecto es 

menor a medida que incrementa la concentración de sólidos 
durante la maceración. Evans y Fox (2017) reportaron que 
bajo las condiciones de maceración del Mosto Congreso, con 
temperaturas de maceración en el rango 45-70 °C y relación 
malta:agua 1:4 (ASBC, 2009), la actividad de beta amilasa en 
la malta de diferentes variedades de cebada se reduce drásti-
camente (de 85 % a <10 %) cuando el macerado transcurre 
en el rango de temperatura 65-70 °C; mientras que en la 
maceración isotérmica a 65°C, con relación malta:agua 1:3, 
la beta amilasa retiene 40-70 % de su actividad después de 
60 min. A pesar de que Evans y Fox (2017) no reportaron el 
perfil de carbohidratos en los mostos obtenidos, sus obser-
vaciones respecto al comportamiento de beta amilasa per-
miten entender la razón del alto contenido de maltosa y CF+ 
en mostos de maceraciones isotérmicas a 65°C; asumiendo 
que esta enzima mantiene cierta actividad residual después 
de 3 h de incubación. 

Fase 2
Con la maceración isotérmica a 65 °C por 3 h y relación 

malta:agua 1:3 se obtuvieron los mostos para los experimen-
tos de fermentación. Debido a que el ajuste de sólidos previo 
a la fermentación de los diferentes tratamientos se hizo a 
partir de mostos altamente concentrados (20±0.5 °P), se ob-
servó un incremento proporcional en cuanto a carbohidratos 
fermentables en los tratamientos del experimento 4 (Tabla 
4). Sin embargo, como se esperaba, la relación porcentual 
CF+/CF a diferentes niveles de sólidos en mosto se mantuvo 
sin mayor variación (83.3±0.3 %); así como el contenido por-
centual de maltosa respecto a CF, que osciló en el rango 66-
68 %. El valor de CF+/CF en este experimento es ligeramente 
menor al observado (85.4 %) bajo las mismas condiciones 
de maceración de la fase 1; no obstante, esta diferencia se 
atribuye al molido grueso llevado a cabo en esta etapa con 
el fin de emular condiciones comerciales. Al incrementar el 

Tabla 2. Contenido de carbohidratos fermentables (g 100 mL-1) en mostos de diferentes tiempos de maceración 
isotérmica a 65 °C (experimento 2). 
Table 2. Fermentable carbohydrates content (g 100 mL-1) in worts, at different times of 65 °C isothermal mashing 
(experiment 2). 

Tratamiento* Glucosa Fructosa Maltosa Maltotriosa CF** CF+***
1 0.98a 0.17b 5.26a 1.23a 7.64a 6.40a
2 1.01a 0.17ab 5.33a 1.27a 7.77a 6.51a
3 1.04a 0.18ab 5.50b 1.23a 7.95b 6.72b
4 1.04a 0.19a 5.48ab 1.25a 7.96ab 6.71ab

*1: 65 °C, 1 h; 2: 65 °C, 2 h; 3: 65 ºC, 3 h; 4: 65 ºC, 4 h. **C.F.=Carbohidratos fermentables totales. ***Carbohidratos 
más fermentables. Medias con diferente letra entre tratamientos implican diferencia significativa (Tukey, α=0.05).

Tabla 3. Contenido de carbohidratos fermentables (g 100 mL-1) en mostos de maceraciones isotérmicas (65 °C, 3 h) y 
diferentes relaciones malta:agua (experimento 3). 
Table 3. Fermentable carbohydrates content (g 100 mL-1) in worts from isothermal mashings (65 °C, 3 h), and different 
grist:water ratios (experiment 3).

Tratamiento* Glucosa Fructosa Maltosa Maltotriosa CF** CF+***
1 1.09a 0.19a 5.16a 1.10b 7.55a 6.45a
2 0.99b 0.18a 4.91b 1.16b 7.25a 6.09b
3 0.96b 0.18a 5.11ab 1.26a 7.47a 6.22ab

*1=1:3; 2=1:4; 3=1:5. **C.F.=Carbohidratos fermentables totales. ***Carbohidratos más fermentables. Medias con dife-
rente letra entre tratamientos implican diferencia significativa (Tukey, α=0.05).
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tamaño de partícula durante la molienda de malta, además 
de la reducción del contenido de sólidos solubles en mosto, 
disminuye la fermentabilidad de mostos y contenido de 
alcohol en mosto fermentado (Evans et al., 2011); parámetros 
altamente asociados a CF y CF+/CF (Cutaia, 2007). 

Como consecuencia del incremento en los sólidos sol-
ubles, los mostos fermentados del experimento 4 mostraron 
aumento gradual del contenido de etanol (Tabla 5). No ob-
stante, al considerar el parámetro ‘rendimiento de etanol’, se 
observó que los mejores tratamientos fueron 12.5 °P y 15.0 
°P, superiores al resto de los tratamientos en promedio 0.02 
g etanol/g sólidos solubles; lo cual, haciendo los cálculos 
respectivos, equivale a ~20 L de etanol puro por tonelada de 
malta. Por otro lado, la menor generación de metanol ocurrió 
con los tratamientos 10.0 °P y 12.5 °P; mismos que mostraron 
reducidos niveles de glicerol. La presencia de metanol es una 
característica indeseable en bebidas alcohólicas debido a 
su toxicidad, por lo que diferentes países establecen límites 
máximos respecto a este compuesto tanto en bebidas fer-
mentadas como destiladas (Ohimain, 2016). A pesar de que 
la mayor parte del metanol se elimina en las etapas iniciales 
de la destilación como parte de los foreshots o ‘cabezas’, 
bajas concentraciones de este compuesto contribuyen a la 
mejor recuperación de etanol en las fracciones intermedias 
del destilado (Lyons, 2003; Nicol, 2014; Kwak et al., 2015). 

Respecto al glicerol, se observó incremento significativo en 
mostos fermentados a medida que la cantidad inicial de 
sólidos solubles fue mayor. El incremento de glicerol durante 
la fermentación de soluciones con mayor presión osmótica 
(i.e. >°P), es una respuesta de la levadura que genera y acu-
mula este compuesto para incrementar su tolerancia a dichas 
condiciones de estrés (Nevoigt y Stahl, 1997; Cronwright et al., 
2002). A pesar de que el glicerol es deseable hasta cierto pun-
to en bebidas fermentadas como la cerveza y el vino dado su 
efecto positivo en palatabilidad y percepción de sabor, en la 
producción de whisky constituye una desventaja por dos ra-
zones principales: 1) su punto de ebullición es de 290 °C, por 
lo que no es un compuesto presente en esta bebida (Aylott, 
2014); y 2) su biosíntesis (al igual que la de etanol) se lleva 
a cabo a partir de glucosa, resultando una relación inversa 
entre ambos compuestos (Scanes et al., 1998; Aslankoohi et 
al., 2015; Li et al., 2015). Además del glicerol, se ha reportado 
la variación de otros compuestos (tanto deseables como no 
deseables) generados en fermentaciones con alto contenido 
de sólidos solubles (Younis y Stewart, 1999); comúnmente 
denominadas fermentaciones de alta gravedad, por implicar 
alta gravedad específica de los mostos a fermentar (i.e. grave-
dad específica a 20 °C ≥1.061, equivalente a ≥15 °P). El uso 
de fermentaciones de alta gravedad en cervecería, a pesar de 
inconvenientes observados en la reducción de la estabilidad 

Tabla 4. Contenido de carbohidratos fermentables (g 100 mL-1) en mostos a diferentes 
niveles de sólidos solubles (°P) generados de un mosto concentrado (20 °P) obtenido de 
una maceración isotérmica a 65 °C por 3 h y relación malta:agua 1:3 (experimento 4). 
Table 4. Fermentable carbohydrates content (g 100 mL-1), in worts with different levels of 
soluble solids (°P) adjusted from a concentrated wort (20 °P), obtained with an isothermal 
mashing at 65 °C for 3 h and a 1:3 grist:water ratio (experiment 4).

Tratamiento* Glucosa Fructosa Maltosa Maltotriosa CF** CF+***
10.00 1.15a 0.21b 5.91d 1.48d 8.75c 7.28c
11.25 1.49b 0.32ab 6.70cd 1.65cd 10.17bc 8.52bc
12.50 1.35b 0.25ab 7.01bcd 1.76bcd 10.36bc 8.61bc
13.75 1.60bc 0.37ab 7.70bcd 1.92abcd 11.59abc 9.67abc
15.00 1.64c 0.31ab 8.37abc 2.13abc 12.44ab 10.31ab
16.25 1.90cd 0.39a 8.77ab 2.20ab 13.26ab 11.06ab
17.50 1.91d 0.34ab 9.70a 2.39a 14.34a 11.95a

*Sólidos solubles en °P **C.F.=Carbohidratos fermentables totales. ***Carbohidratos más 
fermentables. Medias con diferente letra entre tratamientos implican diferencia significa-
tiva (Tukey, α=0.05).

Tabla 5. Características de mostos de malta de cebada fermentados a 20 °C (168 h) con diferentes 
niveles de sólidos solubles (°P) iniciales. 
Table 5. Characteristics of malt worts fermented at 20 °C (168 h) with different levels of initial 
soluble solids (°P).

°P Etanol (%v/v) EtanolR (g/g)1 Metanol (%v/v) GOH (g L-1)2 M3F (%)3 CFF (%)4

10.00 4.23d 0.32b 0.02b 2.02d 58.89b 90.05a
11.25 4.74d 0.32b 0.07c 2.66bc 62.95ab 91.06c
12.50 5.71c 0.34c 0.02b 2.55c 64.68ab 91.94bc
13.75 6.14bc 0.33bc 0.07c 3.06ab 70.62ab 93.03b
15.00 6.89ab 0.34c 0.05c 2.86abc 70.33ab 93.16b
16.25 7.06ab 0.32b 0.05c 3.30a 76.94a 93.49b
17.50 7.13a 0.30a 0.17a 3.13a 71.11ab 92.92b

1Rendimiento de etanol (g etanol/g sólidos solubles); 2Glicerol; 3Fermentabilidad de maltotriosa (%, 
inicial-final); 4Fermentabilidad de carbohidratos fermentables totales (%, inicial-final). Medias con 
diferente letra entre tratamientos implican diferencia significativa (Tukey, α=0.05).
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de espuma asociada al incremento de la Proteinasa A, ha 
resultado benéfica respecto a maximizar el uso de espacio 
en plantas cerveceras y, en consecuencia, el incremento en la 
capacidad de producción. No obstante, en fermentaciones a 
>20 °P para whisky de grano, se ha observado que el patrón 
fermentativo de la levadura cambia considerablemente al 
incrementar el contenido de maltosa y maltotriosa residuales 
en mostos fermentados; lo que genera bajo contenido de 
etanol (Stewart, 2009; Stewart, 2010). En este estudio, a pesar 
de la reducción significativa del rendimiento de etanol a 17.5 
°P, no se observó variación respecto a la fermentabilidad de 
carbohidratos fermentables entre tratamientos; lo que sugi-
ere que la levadura, previo a modificar su patrón de consumo 
de carbohidratos, reduciría inicialmente la síntesis de etanol. 
Considerando los resultados observados en el experimento 
4, se concluye que la mejor concentración de sólidos solubles 
para el incremento de etanol en fermentaciones de whisky 
de malta es 12.5 °P. 

En el experimento 5 se utilizaron mostos de 12.5 
°P, por lo que no se observó diferencia estadística en cada 
uno de los mostos obtenidos por separado a este nivel de 
sólidos solubles respecto a CF y CF+, cuyos valores promedio 
generales fueron 10.05 y 8.37 g 100 mL-1, respectivamente. 
Asimismo, tanto los valores de maltosa como la relación CF+/
CF fueron similares a lo observado en el experimento 4 con 
los mostos a 12.5 °P. Los resultados de este experimento 
señalan que, en términos de rendimiento de etanol, la mejor 
temperatura de fermentación de las tres evaluadas en el Fac-
tor A, a través de los tratamientos del Factor B, es 20 °C (Tabla 
6). Este resultado confirma la importancia del control de 
temperaturas en la producción de whisky, ya que -a diferen-
cia de las fermentaciones cerveceras- las fermentaciones en 
destilería son generalmente menos estrictas (Russell y Stew-
art, 2014). Por otro lado, la fermentación cerrada, a través de 
los tratamientos del factor A, mostró mayor rendimiento de 
etanol que la fermentación abierta; lo cual es atribuible a las 
características de fermentación de la levadura debido a que, 
a pesar de que este microorganismo optará por la ruta anaer-
óbica considerando el nivel de sólidos solubles presentes, la 
presencia de oxígeno contribuye al incremento del número 
de células en suspensión; lo cual ocurre a expensas de CF 
(Rosenfeld et al., 2003; Cutaia, 2007). Además, al analizar 

las condiciones de fermentación a 20 °C se observó que en 
fermentación abierta se incrementa en 14 % el glicerol y dis-
minuye el rendimiento de etanol en 0.01 g etanol/g sólidos 
solubles (equivalente a ~10 L de etanol puro por tonelada de 
malta) respecto a la fermentación cerrada. A pesar de que ac-
tualmente en cervecería es difícil encontrar fermentaciones 
abiertas, en la producción de destilados como el whisky 
aún se utilizan fermentadores abiertos; aunque en décadas 
recientes su uso ha disminuido gradualmente para dar paso 
a los fermentadores de acero inoxidable. No obstante, este 
cambio más bien se ha dado con el objetivo de disminuir 
la contaminación bacteriana y de levaduras salvajes; cuyos 
metabolitos causan efectos negativos en el perfil de sabor de 
destilados (Wilson, 2014). 

CONCLUSIONES
Las variaciones en las condiciones de maceración 

afectan significativamente el contenido de CF en mosto. 
Se determinó que la maceración a 65 °C durante 3 h con 
relación malta:agua 1:3 resulta en la generación de mostos 
con mayor contenido de CF, principalmente los tres más 
fermentables (i.e. fructosa, glucosa, maltosa); por lo que bajo 
estas condiciones mejoró sustancialmente la relación CF+/
CF. El mejor rendimiento de etanol (0.34 g etanol/g sólidos 
solubles) durante la fermentación de estos mostos se obtuvo 
en fermentaciones cerradas a 12.5 °P y 20 °C. Se observó que 
las fermentaciones de alta gravedad (>15 °P) resultan en el 
incremento de glicerol y reducción en el rendimiento de 
etanol.
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SUMMARY
The genus Beauveria comprises a cosmopolitan te-

leomorphic and anamorphic group of entomopathogenic 
fungi. The aim of this study was to characterize a new isolate 
of Beauveria sp. and compare it to the LBB-1 commercial 
Cuban strain. The isolate was collected from ten individuals 
of the ant Atta insularis and ten adults of the coffee borer (Hy-
potenemus hampei). It was cultivated on solid SDAY medium 
enriched with 1% yeast extract. The biological effectiveness 
of the isolate was determined on C. formicarius. DNA was 
isolated using the CTAB method and the internal transcribed 
spacer region was amplified using the primers ITS1 and ITS 
4. The consensus sequence obtained was deposited in Gen-
Bank (MK246940) and used for phylogenetic analysis. The 
isolate of Beauveria sp. showed differences in morphological 
characteristics; however, it showed low genetic variability 
regarding worldwide isolates of B. bassiana. Concerning its 
biological effectiveness, the isolate demonstrated to be viru-
lent on the phytophagous adults, producing 50% mortality. 
Four clades were identified and the polytomous topology re-
covered for clade 1 indicates high genetic similarity (99-96%) 
with Beauveria bassiana from several countries. The morpho-
logical and molecular characterization made it possible to 
accurately identify the new isolate as Beauveria bassiana. 
Key words: Autochthonous isolate, entomopathogen, enzy-
matic activity, morphology, pest control

RESUMEN
El género Beauveria comprende un grupo cosmo-

polita teleomórfico y anamórfico de hongos entomopató-
genos. El objetivo de esta investigación fue caracterizar un 
nuevo aislado de Beauveria sp. en comparación con la cepa 
comercial cubana LBB-1. El aislamiento se obtuvo de diez 
individuos de Atta insularis y diez adultos del barrenador 
del café (Hypotenemus hampei), respectivamente. Se cultivó 
en medio sólido SDAY enriquecido con 1% de extracto de 

levadura. Se determinó la eficacia biológica del aislado sobre 
C. formicarius. El ADN se aisló usando el método CTAB y se 
amplificó la región de espaciador interno transcrito usando 
los cebadores ITS1 e ITS4. La secuencia consenso obtenida 
se depositó en GenBank (MK246940) y se utilizó para análisis 
filogenético. El aislado de Beauveria sp. mostró diferencias en 
sus características morfológicas; sin embargo, mostró una 
baja variabilidad genética con respecto a los aislamientos 
mundiales de B. bassiana. En cuanto a su eficacia biológica, 
el aislado demostró ser virulento sobre los adultos fitófagos, 
alcanzando el 50% de mortalidad. Se identificaron cuatro 
clados y la topología politómica recuperada para el clado 
1 indica una alta similitud genética (99-96%) con Beauveria 
bassiana de varios países. La caracterización morfológica y 
molecular permitió identificar con precisión la especie del 
nuevo aislado. 
Palabras clave: aislado autóctono, entomopatógeno, activi-
dad enzimática, morfología, control de plagas

INTRODUCTION
The chemical control of agricultural pests has been 

the foremost used method in the last 70 years. During this 
time, enough evidence has been accumulated on the risks 
posed by the use of chemical pesticides, both on the en-
vironment and human health, and they also compromise 
the sustainability of agricultural systems. This situation has 
generated global concern, and has increased claims that the 
use of chemical pesticides should be reduced in favor of an 
integrated pest management (IPM) (Bueno et al., 2017). The 
alternative to chemical control is the application of biological 
control. This constitutes an environmentally safe method and 
it is proposed as a component of the IPM. This approach has 
gained momentum as a strategy to replace the chemical 
pesticides. In recent years, an increased interest has emerged 
to use entomopathogenic fungi as biological control, having 
reached a significant advance in the development and ma-
nufacture of these agents (Swiergiel et al., 2016).
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Several entomopathogenic fungi species, especially 
Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill., have a wide host range, 
such as Coleoptera, Lepidoptera and Diptera. According to 
Humber (2012), this fungal species is filamentous, has chiti-
nized cells, belongs to the class Ascomycetes, and like other 
entomopathogenic fungi, it is heterotrophic. B. bassiana 
parasites insects of great economic importance, due to its 
physical (action of pressure on the contact surface) and che-
mical (action of enzymes: proteases, lipases and chitinases) 
mechanisms of infection (Humber, 2012; Dhawan and Joshi, 
2017). The usefulness of this microorganism in the biological 
control of insects has prompted its inclusion in several IPM 
programs. 

Beauveria bassiana, like many other entomopathoge-
nic fungi, shows a wide intraspecific variability. This feature 
allows its manipulation to obtain environmentally safe strains, 
characterization and their use to produce biopreparations. 
Basic taxonomy, ecology, behavior, population dynamics, po-
pulation genetics and modelling research studies are needed 
to improve the procedures used in biological control agent 
exploration (Barrat et al., 2018). 

At present, little is known about the molecular charac-
terization of B. bassiana and most of the studies are based 
on molecular markers (Dhar et al., 2019; Vargas-Martinez et 
al., 2019). Studies on the molecular features of this entomo-
pathogenic species may help to determine its taxonomic, 
phylogenetic and biological properties.

Taking together all the above-mentioned elements, 
the aim of this research was to characterize by morphologi-
cal, enzymatic, pathogenic and molecular means, an auto-
chthonous Beauveria sp. Cuban isolate and compare it to the 
LBB-1 commercial Cuban strain.

MATERIALS AND METHODS
The Beauveria sp. isolate was collected in the pro-

vince of Mayabeque, Cuba, from Atta insularis (Güerin) 
(Hymenoptera: Formicidae) and adults of the coffee borer 
(Hypotenemus hampei (Ferrari)) (Coleoptera: Scolytidae). The 
Beauveria sp. isolate and the LBB-1 strain were cultivated in 
the Sabouraud Dextrose Agar medium enriched with 1% of 
yeast extract (SDAY). The LBB-1 strain was provided by the 
Entomophagous and Entomopathogenic Reproduction Cen-
ter, and it is conserved in the Phytopathology Laboratory of 
the Agronomy Faculty at the Agrarian University of Havana 
“Fructuoso Rodríguez Pérez”.

Morphological characterization
The macroscopic characterization of the entomo-

pathogenic fungi was done with 5 mm discs from the periph-
ery of pure colonies cultivated in Petri dishes (90 mm) with 
SDAY medium. Cultures were incubated in the dark at 25 
ºC. After 72 hours, appearance and colony color before and 
during sporulation, and characteristics of the reverse side 
of the colony were evaluated visually. Daily growth rate and 
production of conidia were determined (Martins et al., 2015).

The microscopic characterization was carried out from 
microcultures on slides covered with a thin layer of water 
Agar (WA), and incubated in a humid chamber for 72 hours 
in a Boxum incubator at 25 ºC in the dark. Subsequently, the 
morphology and disposition of the conidiogenic cells and 
the shape of the conidia were determined per isolate with 
an NLCD-307 (40X) microscope with Software-NMS designed 
for the Windows CE5.0 system. The macroscopic and micro-
scopic characteristics obtained from the studied isolate were 
compared to those of the LBB-1 strain of B. bassiana, using 
the same procedure.

Spores were counted using a Neubauer’s chamber in a 
NLCD-307 (40X) microscope with Software-NMS designed for 
Windows CE5.0 system, expressing the results in conidia mL-1. 
The original data were transformed to their logarithms and 
then processed using a simple classification variance anal-
ysis, comparing the means through the Tukey test (p<0.05) 
(SAS Institute, 2016).

Enzymatic characterization
Enzyme activities were determined using 5 mm discs 

from the periphery of pure colonies obtained in Petri dishes 
(90 mm) with SDAY medium; the discs were cultivated in 
specific culture medium for the activity of each enzyme. 
The medium used for proteases determination was 0.5% 
peptone, 0.5% NaCl, 0.25% casein, and 0.05% CaCl2 hydrated. 
In this medium, the hydrolysis halo formed by the degrada-
tion of the protein was measured. For the determination of 
lipase activity, a SDAY culture medium enriched with 5.0% 
butter was used and the opacity halo around the colony was 
measured. The determinations of lipase enzyme activity were 
done at 2, 4 and 6 days and protease at 3, 5 and 7 days. In 
the determination of the enzymatic activities of the fungi, a 
completely randomized design (three repetitions/treatment) 
was used. The data were transformed to √(x+1) and were pro-
cessed through variance bifactorial analysis (isolates x time), 
comparing the means through the Tukey test (p<0.05) (SAS 
Institute, 2016).

Pathogenic characterization
The biological effectiveness of the Beauveria sp. 

isolate and strain LBB-1 of B. bassiana on Cylas formicarius 
Fabricius was evaluated under laboratory conditions. Adult 
insects were collected in sweet potato fields (Ipomoea bata-
tas (L.) Lam.) without biological or chemical treatments. They 
were immersed for one minute into a conidial suspension 
with Tween 80 (0.01%) at 107 conidia mL-1 from each isolate, 
and then transferred into jars with a diet based on 10 g of 
fresh sweet potato roots (Hua et al., 2021). After day 3 or 4 
post-inoculation, the dead insects were collected daily until 
the growth of the fungus appeared on the body surface. The 
mortality data was obtained at seven days through direct 
observation method.

The experimental design was completely randomized; 
30 insects were used for each isolate and 30 as a control (not 
immersed into the conidial suspension) distributed in three 
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replicates with 10 insects each. The data were transformed 
to arcsen(p)½ and then processed by simple classification 
analysis of variance, comparing the means through the Tukey 
test (p<0.05) (SAS Institute, 2016).

Molecular characterization
DNA extraction was done using the mycelium of each 

fungus, according to the method proposed by Polanco et al. 
(2019). The obtained DNA was visualized in a 1% agarose gel 
stained with ethidium bromide and stored at -20ºC for further 
use. Amplification of the internal transcribed spacer region 
(700–1050 bp) was performed using the ITS-1 (GGAAGTA-
AAAGTCGTAACAAGG) / ITS-4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) 
primer pair (White et al., 1990). Polymerase chain reaction 
(PCR) was performed in a thermocycler (BioRad, CA, USA) and 
the amplification program comprised one cycle at 95 ºC, 4 
min, 30 cycles at 95 ºC, 1 min, 60 ºC, 1 min and 72 °C by 2 min, 
with a final extension cycle at 72 °C for 5 min. The amplified 
fragments were visualized by 1% agarose gel electrophore-
sis. The PCR product was purified with a Wizard SV Gel Kit 
and PCR Clean-Up System (Promega) and sequenced at the 
Chemistry DNA laboratory in CINVESTAV-IPN Unit Irapuato 
using a kit Dye Terminator Cycle Sequencing, Ready Reaction, 
in an ABI PRISM 377 PERKIN-ELMER (Cetus, Norwalk, CT) se-
quencer. Forward and reverse sequences were examined and 
aligned in BioEdit (Hall, 1999) and ClustalW (Thompson et al., 
1994) respectively, in order to obtain a consensus sequence 
for further analyses.

The ITS sequence obtained and submitted to Gen-
Bank (MK246940) was compared with selected sequences of 
B. bassiana from different locations worldwide available at 
GenBank® database (Benson et al., 2013). Metharhizium rileyi 
(Farlow) Kepler, (MG637450) and Pochonia sp. (DQ516081) 
were used as outgroup. Sequences were aligned with Clust-
alW (Thompson et al., 1994) and BioEdit 7.0.9 (Hall, 1999) 
and the final matrix containing 560 nucleotide positions 
was used for a phylogenetic analysis through Bayesian infer-
ence performed in MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012). The 
analysis was carried out with two independent runs of four 
Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo (MC)3 (Altekar 
et al., 2004) for a total of 3×106 generations, sampling one 
every 100 trees and discarding the first 25% of the trees as 
burn-in. Posterior probabilities were assessed from the 50% 
majority rule consensus and the tree was edited in FigTree 
1.4.3 (Rambaut, 2016).

RESULTS AND DISCUSSION
Morphological characteristics

The Beauveria sp. isolate and LBB-1 strain macroscopic 
characteristics are shown in figures 1 and 2. The observed 
characteristics are very similar to those reported by Samson 
et al. (1988) and Humber (2012).

The colonies of Beauveria sp. isolate have regular 
edges, with white color, velvety, they form striate that do 
not cover the whole colony, they are elevated (synnemata 
formation). At the beginning of sporulation, colonies acquire 

Figure 1. Colonies of the Beauveria sp. isolate and the commercial strain 
after 15 days of inoculation in culture medium. A: Beauveria sp. isolate; 
B: LBB-1 strain (Photo: NLCD-307 microscope (40X) with Software-NMS 
designed for the Windows CE5.0 system).
Figura 1. Colonias del aislado de Beauveria sp. y de la cepa comercial 
después de 15 días de su inoculación en medio de cultivo. A: Aislado de 
Beauveria sp.; Cepa LBB-1 (Foto: Microscopio NSZ-808 con Software-NMS 
diseñado para el sistema Windows CE5.0).

Figure 2. Colony images. A-1: Synnemata in Beauveria sp. isolate; A-2 and 
A-3: Stretch marks in Beauveria sp. isolate; B-1: Synnemata in LBB-1 strain; 
B-2: Stretch marks in LBB-1 strain; B-3: Color and stretch marks in the 
reverse of LBB-1 strain colonies (Photo: NLCD-307 microscope (40X) with 
Software-NMS designed for the Windows CE5.0 system).
Figura 2. Imagen de las colonias. A-1: Sinemas en el aislado de Beauveria 
sp.; A-2 y A-3: Estrías en el aislado de Beauveria sp.; B-1: Sinemas en la cepa 
LBB-1; B-2: Estrías en la cepa LBB-1; B-3: Coloración y estrías del reverso de 
la colonia de la cepa LBB-1 (Foto: Microscopio NSZ-808 con Software-NMS 
diseñado para el sistema Windows CE5.0).
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a yellowish coloration, on the reverse side they are red but 
there comes a time when the medium is broken and the 
mycelium grows below (Figure 2 A-1 to A-3).

The LBB-1 strain used in the Entomophagous and 
Entomopathogenic Reproduction Centers of Mayabeque Cu-
ban province for the production of biological media, showed 
the following characteristics: white colonies with powdery 
appearance, regular edges, elevated in the center (synnema-
ta formation), although this strain rarely forms them, striated, 
and they acquire a creamy coloration at the beginning of 
sporulation; on the reverse they are red, and stretch marks 
do not cover the entire colony (Figure 2 B-1 to B-3).

This Beauveria sp. Cuban isolate showed a slow growth 
(Afifah and Saputro, 2020). Other observed morphological 
characteristics of the isolate are very similar to those report-
ed by Samson et al. (1988) and Humber (2012), thus con-
firming that the isolate belongs to B. bassiana. Gebremariam 
et al. (2021) found that all of B. bassiana isolates showed 
disseminated growth patterns, with white to yellowish-white 
colony color, smooth powdery to cottony texture, raise to flat 
elevation, and round shape, some of these characteristics are 
different to those reported in the isolate from the present 
study. 

The colonies daily growth under a temperature of 25 
ºC showed a uniform rate (Figure 3). The colonies of the Beau-
veria sp. isolate grew well at the experimental conditions. 
The temperature conditions can be considered favorable for 
mycelial growth within the range of 20 to 30 ºC. According 
to Gebremariam et al. (2021), Qiu et al. (2019) and Chen et al. 
(2018), the optimal temperature ranges for the development 
of pathogenic effect and survival of B. bassiana and other 

entomopathogenic fungi fluctuates around 25 ºC. According 
to Yu et al. (2020) for a better practical application of fungi in 
agriculture a higher thermotolerance of entomopathogenic 
fungus is essential.

The production of conidia by the Beauveria sp. isolate 
and the LBB-1 commercial strain is shown in Table 1. The 
Beauveria sp. autochthonous isolate produced more conidia 
that the commercial LBB-1 strain, which means that the in-
fection of this isolate will be greater since conidia represents 
infectious units necessary for the production of a biopesti-
cide.

Figure 3. Growth rate of Beauveria sp. isolate and B. bassiana LBB-1 strain at 
25 °C after 15 days (mm day-1). Means with different letters are significantly 
different according to Tukey (p ≤ 0.05).
Figura 3. Tasa de crecimiento del aislado de Beauveria sp. y la cepa LBB-1 
de B. bassiana a 25 °C después de 15 días (mm día-1). Medias con letras 
diferentes son significativamente diferentes según Tukey (p ≤ 0.05).

Table 1. Conidia production by Beauveria sp. isolate and the B. bassiana 
LBB-1 strain at 25 °C.
Tabla 1. Producción de conidios por el aislado de Beauveria sp. y la cepa 
LBB-1 de B. bassiana a 25 °C.

Isolates
Conidia production (conidia mL-1)

X orig. X transf.

Beauveria sp. 2.95x108 8.4593a

LBB-1 2.78x108 8.3843a

C.V (%) 2.34.

ESx 0.10NS

Means with the same letters do not differ significantly, according to Tukey 
(p≤0.05).

The conidia production by Beauveria sp. isolate 
(2.95x108 conidia. mL-1) is higher than those observed by Dhar 
et al. (2016) (2.66×10⁷conidia mL-1) and Jordan et al. (2021) 
(2.8 × 107 conidia adult−1) showing that sporulation depends, 
among other factors, on the isolate. The size of the conidia is 
also a feature that may influence its utility as control agent.

The microscopic observations revealed that Beauveria 
sp. isolate microcultures had branches of mycelium and 
conidiophores forming clusters (Figure 4), and showed an 
irregular (zigzag) shape. The designated features were similar 
for the isolate under study and the LBB-1 strain. The conidia 
of the studied isolates are hyaline, round to ovoid, born indi-
vidually from a single cell (Figure 5). The average size of the 
conidia varies from 2.9 ± 0.40 μm and 2.3 ± 0.4 to 2.4 ± 0.30 
μm long and wide respectively (Table 2). 

According to Kirubhadharsini et al. (2017), the micro-
scopic observations of the conidia showed that they were 
single cells, round to oval in shape with 2-3 μm length, with 
hyaline hyphae and zigzag rachis in all the isolates. These 
characteristics were present in the Beauveria sp. isolate from 
Cuba. The conidia characteristics (hyaline, round) of the Beau-
veria sp. isolate are also similar to those reported by Chen et 
al. (2018) for B. majiangensis, who also described that the 
conidiophores of this species form clusters. This isolate also 
overlaps with the features and keys described by Samson et 
al. (1988) for B. bassiana.

The Cuban isolate showed conidia of slightly larger 
size to that of the commercial LBB-1 strain (Table 2). In terms 
of the biological product dosage for application in the field, 
larger conidia mean a lower number of conidia per volume.
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Enzymatic characteristics
No differences were observed when the protease 

enzyme activity was evaluated (Table 3). The isolate and the 
commercial strain produced a great hydrolysis halo in the 
three evaluated moments. From such result, it was inferred 
that both fungi had large enzymatic synthesis, which indi-
cates a good mechanism of infection. On the other hand, li-
pase enzyme activity showed significant differences between 
the two fungi (Table 4). In the second observation, both the 
autochthonous isolate and LBB-1 strain produced similar 
large hydrolysis halos. However, in the third evaluation (7 
days), the autochthonous isolate produced a larger halo of 
hydrolysis, being statistically different from the commercial 
strain.

The analyses done on protease enzyme activity 
showed no significant differences between the isolate and 
the commercial strain. Regarding the lipase enzyme activity 
at day seven, significant differences were found between 
the fungi, with the Cuban isolate having higher activity. The 
proteolytic and lipolytic activities were shown to be essential 
factors in the pathogenic activity of B. bassiana (Borgi et al., 
2016). Pelizza et al. (2020) correlated the proteolytic activity of 
one of the studied isolates of B. bassiana (LPSc 1227) with the 
highest mortality of Schistocerca cancellata, also, Khosravi et 
al. (2015) and Dhawan and Joshi (2017) reported that fungal 
isolates which produced the maximum values of proteolytic 
and chitinolytic activity were those that produced higher 
mortality on the rose sawfly, Arge rosae and the caterpillar 
Pieres brassicae, respectively.

Regarding to lipase activity, Seyed-talebi et al. (2020) 
found a positive correlation between virulence of several B. 
bassiana isolates (TV, OZ, UN, DV and DE) with Eurygaster 
integriceps cuticle. Kaur and Padmaja (2009) and Roble-
do-Monterrubio et al. (2009) reported similar results against 
Helicoverpa armigera, Sphenarium purpurascens, Acheta 
domesticus, and Tenebrio molitor larvae. Palem and Padmaja 
(2013) showed that virulence of B. bassiana isolates against 
Helicoverpa armigera and Spodoptera litura was not correlat-
ed with lipase activity.

The results obtained in this investigation related to 
enzymatic activity are in agreement with all the mentioned 
research, since the proteolytic and lipolytic activities of the 
new isolate are related directly to C. formicarius mortality.

Figure 4. Morphology and outlook of the conidiogenic cells of the Beau-
veria sp. isolate and the B. bassiana LBB-1 strain. A: Beauveria sp. isolate; 
B: LBB-1 strain (Photo: NLCD-307 microscope (40X) with Software-NMS 
designed for the Windows CE5.0 system).
Figura 4. Morfología y panorama de las células conidiógenas del aislado de 
Beauveria sp. y la cepa LBB-1 de B. bassiana. A: aislado de Beauveria sp.; B: 
cepa LBB-1 (Foto: Microscopio NSZ-808 con Software-NMS diseñado para el 
sistema Windows CE5.0).

Figure 5. Conidia shape. A: Beauveria sp. isolate; B: B. bassiana LBB-1 strain 
(Photo: NLCD-307 microscope (40X) with Software-NMS designed for the 
Windows CE5.0 system).
Figura 5. Forma de conidios. A: aislado de Beauveria sp; B: cepa LBB-1 de B. 
bassiana (Foto: Microscopio NSZ-808 con Software-NMS diseñado para el 
sistema Windows CE5.0).

Table 2. Conidia size of the Beauveria sp. isolate and B. bassiana strain LBB-1 
(μm) (n= 50).
Tabla 2. Tamaño de los conidios del aislado Beauveria sp. y cepa LBB-1 de B. 
bassiana (μm) (n = 50).

Conidia size (µm)

Length Width

B. bassiana isolates 2.9 ± 0.4 2.4 ± 0.3

Strain LBB-1 2.7 ± 0.2 2.4 ± 0.3

Means with the same letters do not differ significantly, according to Tukey 
(p≤0.05).

Table 3. Protease enzyme activity (halo in mm).
Tabla 3. Actividad de la enzima proteasa (halo en mm).

Isolates
Time (days)

2 4 6
X orig. X transf. X orig. X transf. X orig. X transf.

Beauveria sp. 
isolate 2.666 1.908a 5.633 2.576a 4.550 2.354a

LBB-1 1.666 1.728a 3.333 2.081a 3.250 2.061a

C.V. (%) 4.79
ESx 0.065NS

Means with the same letters do not differ significantly, according to Tukey 
(p≤0.05).

Table 4. Lipase enzyme activity (halo in mm).
Tabla 4. Actividad de la enzima lipasa (halo en mm).

Isolates
Time (days)

3 5 7
X orig. X transf. X orig. X transf. X orig. X transf.

Beauveria sp. 
isolate 6.666 2.769a 9.500 3.230a 13.333 3.786a

LBB-1 5.833 2.444b 6.833 2.801a 9.333 3.163b

C.V. (%) 8.75
ESx 0.120NS

Means with the same letters do not differ significantly, according to Tukey 
(p≤0.05).
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The production of extracellular enzymes by entomo-
pathogenic fungi, according to Gomes et al. (2012), reveals 
their physiological and biological apparatus, showing their 
specialization in the degradation of numerous substances 
found in different hosts or environments. This knowledge of 
the enzymatic characteristics not only gives the idea of the 
pathogenic capabilities, but also indicates that substrates 
rich in lipids and proteins can be used for their reproduction.

Pathogenic characteristics
The results of C. formicarius mortality caused by the 

autochthonous isolate and the commercial strain (LBB-1) of 
B. bassiana under laboratory conditions, showed no signifi-
cant differences between them (Table 5). 

bp fragment size was obtained. Some other results showed 
fragments size between 500-560 bp for eight B. bassiana 
isolates (Mora et al., 2016; Belay et al., 2017). As a conclusion 
isolates fragments sizes of Beauveria sp. using the ITS1-ITS4 
primers are between 500 and 600 bp.

A consensus sequence was obtained by alignment of 
the forward and reverse sequences of this region and deposi-
ted in GenBank with the accession number MK246940.

From the phylogenetic analysis, this isolate was iden-
tified as B. bassiana, as it constitutes a monophyletic group 
with other B. bassiana's accessions retrieved from GenBank. 
The analysis was done using sequences from different parts 
of the world, giving identities between 96 and 99% (Figure 7).

Using the ITS sequence information, four clades have 
been identified, and the polytomous topology suggests a 
high genetic similarity among Beauveria isolates (clade 1). 
However, other studies pointed out a high genetic differen-
tiation among Beauveria lineages with intercontinental dis-
tribution (González-Mas et al., 2019; Kazartsev and Lednev, 
2021). Moreover, Ramos et al. (2017) identified five putative 
lineages of B. bassiana occurring naturally in Cuban fields, 
and the phylogenetic results of the present study are in agre-
ement with their finding.

Recently, some researches have investigated the effi-
ciency of B. bassiana isolates in the control of several insects 
(Toledo et al., 2017; Yuan et al., 2017); however, this is the first 
report with a molecular characterization of an autochtho-
nous isolate of B. bassiana in Cuba.

Table 5. C. formicarius Mortality caused by B. bassiana isolate and the B. 
bassiana LBB-1 strain (%).
Tabla 5. Mortalidad de C. formicarius causada por el aislado de Beauveria sp. 
y la cepa LBB-1 de B. bassiana (%).

Isolates X orig. X transf.

LBB-1 48.3 0.63a

Beauveria sp. isolate 50.0 0.63a

CV (%) 13.73

ESx 1.73NS

Means with the same letters do not differ significantly, according to Tukey 
(p≤0.05) test.

The results of the mortality experiments showed no 
intraspecific variability in the biological effectiveness of the 
Beauveria sp. isolate and the LBB-1 strain on C. formicarius. 
Usually, different isolates of the same entomopathogenic mi-
croorganism show differences in their virulence on the same 
insect host (Sung, 2008), but in the present study, differences 
between the two isolates were not significant. Similar results 
were reported by Seyed-talebi et al. (2020) in the control of 
Hedypathes betulinus (Klug) (Coleoptera: Cerambycidae). Ba-
gus et al. (2019) found that B. bassiana effectively eliminate 
the pest (C. formicarius) with a mortality rate of 91.67%. In a 
similar experiment, Hlerema et al. (2017) described promi-
sing results with the use of B. bassiana in the control of C. 
formicarius with significantly reduction in the percentage of 
insect damaged roots (5.31%). In the present research, the C. 
formicarius mortality induced by the Cuban isolate and the 
commercial strain was similar but the Cuban isolate showed 
the potential to become an agent for biological control. 

Molecular characteristics
The PCR amplification of the autochthonous isolate 

with primers ITS-1 and ITS-4 is shown in Figure 6.
The PCR fragment amplified of the Beauveria sp. 

isolate using the ITS1-ITS4 primers was of 600 bp. This frag-
ment size is similar to that found in four strains of B. bassiana 
(BBPTG1, BBPTG2, BBPTG4, BBPTG6), where the amplification 
of the ITS regions revealed bands of around 600 bp (López, 
2015). Gebremariam et al. (2021) identified seven B. bassiana 
isolates using the same primers and a single product of 545 

Figure 6. ITS amplification of the isolate by PCR. (1): negative control; (1 
kb): marker; (2) positive control and (3): isolated fragment.
Figura 6. Amplificación ITS del aislado por PCR. (1): control negativo; (1 kb): 
marcador; (2) control positivo y (3): fragmento aislado.
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CONCLUSIONS
The results of this investigation demonstrate that 

under the natural conditions of Mayabeque province, it is 
possible to obtain autochthonous entomopathogenic fungi 
isolates from several pest hosts, such as A. insularis and adults 
of the coffee borer (H. hampei). The morphological characte-
ristics described for the entomopathogenic fungus are con-
sistent with the morphology of B. bassiana. The molecular 
characterization of the Beauveria sp. Cuban isolate showed a 
band of 600 bp and through the phylogenetic study, four cla-
des were identified and the polytomic topography recovered 
for clade 1 indicates a high genetic similarity (99-96%) with B. 
bassiana from several countries. Morphological, pathogenic 
and molecular characterization allowed the exact species of 
the new isolate to be identified as Beauveria bassiana (Bals.-
Criv.) Vuill.

REFERENCES
Afifah, L. and Saputro, N. W. 2020. Growth and viability of 

entomopathogenic fungus Beauveria 
bassiana (Balsamo) Vuillemin in different alternative media. 

Earth and Environmental Science. 468: 1-8. https://doi.org/ 
10.1088/1755-1315/468/1/012037.

Altekar, G., Dwarkadas, S., Huelsenbeck, J. P. and Ronquist, F. 
2004. Parallel Metropolis coupled Markov chain Monte Carlo 
for Bayesian phylogenetic inference. Bioinformatics. 20:407-
415. https://doi.org/10.1093/bioinformatics/btg427.

Bagus, T.S., Prayogo, Y., Lazuardi, F. R., Hidayatul, N.A. 2019. The 
virulence improvement of Beauveria bassiana in infecting 
Cylas formicarius modulated by various chitin based 
compounds. Biodiversitas. 20(9): 2486-2493. https://doi.
org/10.13057/biodiv/d200909.

Barrat, B. I. P., Moran, V. C., Bigler, F. and Van Lenteren, J. C. 2018. 
The status of biological control and recommendations for 
improving uptake for the future. BioControl. 63:155-167. 
https://doi.org/10.1007/s10526-017-9831-y.

Belay, Y.C., Meressa, B.H., Alemu, T. and Hallmann, J. 2017. 
Molecular detection of the entomopathogenic fungus 
Beauveria bassiana isolates from soils of coffee growing 
areas in Ethiopia using rDNA-ITS. Journal of Applied 
Biosciences. 119:11943-11953. https://www.researchgate.
net/publication/333930208_Published_online_at_
wwwmelewaorg_on. 

Benson, D.A., Cavanaugh, M., Clark, K., Karsch-Mizrachi, I., 
Lipman, D.J., Ostell, J. and Sayers, E.W. 2013. Genbank. 
Nucleic Acid Research. 41: D36-D42. https://doi.org/10.1093/
nar/gkw1070.

Figure 7. Phylogenetic analysis of the Beauveria genus, including different B. bassiana isolates from different regions. The autochthonous isolate 
is indicated by an arrow and (T) indicates Beauveria species’ type materials (Numbers above branches indicate posterior probabilities).
Figura 7. Análisis filogenético del género Beauveria incluyendo diferentes aislados de B. bassiana de diferentes regiones. El aislado autóctono se 
indica con una flecha y (T) indica los materiales tipo de la especie Beauveria. (Los números sobres los ramos indican probabilidades posteriores).



149
Volumen XXIV, Número 1

Machín-Suárez et al: Isolation and characterization of one autochthonous / XXIV (1): 142-150 (2022)

149

Borgi, I., Dupuy, JW., Blibech, I., Lapaillerie, D., Lomenech, A 
M., Rebai, A., Ksantini, M., Bonneu, M. and Gargouri, A. 
2016. Hyper-proteolytic mutant of Beauveria bassiana, a 
new biological control agent against the tomato borer. 
Agronomy for Sustainable Development. 36:1-9, https://doi.
org/10.1007/s13593-016-0394-6.

Bueno, A. F., Carvalho, G. A., Dos Santos, A. E., Sosa-Gómez, D. 
R. and Da Silva, D. M. 2017. Pesticide selectivity to natural 
enemies: challenges and constraints for research and field 
recommendation. Ciência Rural. 47(6):1-10. https://doi.
org/10.1590/0103-8478cr20160829.

Chen, W-H., Liu, M., Huang, Zh-X., Yang, G-M., Han, Y-F., Liang, 
J-D. and Liang, Z-Q. 2018. Beauveria majiangensis, a 
new entomopathogenic fungus from Guizhou, China. 
Phytotaxa. 333(2): 243-250. https://doi.org/10.11646/
phytotaxa.333.2.8.

Dhar, S., Jindal, V., Jariyal, M. and Gupta, V.K. 2019. Molecular 
characterization of new isolates of the entomopathogenic 
fungus Beauveria bassiana and their efficacy against 
the tobacco caterpillar, Spodoptera litura (Fabricius) 
(Lepidoptera: Noctuidae). Egyptian Journal of Biological 
Pest Control. 29(8):1-9. https://doi.org/10.1186/s41938-019-
0110-3

Dhar, S., Jindal, V. and Gupta, V. K. 2016. Optimization of 
growth conditions and medium composition for improved 
conidiation of newly isolated Beauveria bassiana strains. 
Journal of Experimental Biology. 54(10):634-643. https://
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30084563/. 

Dhawan, M. and Joshi, N., 2017. Enzymatic comparison and 
mortality of Beauveria bassiana against cabbage caterpillar 
Pieris brassicae. Brazilian Journal of Microbiology, 48, 522- 
529. https://doi.org/10.1016/j.bjm.2016.08.004.

Gebremariam, A., Chekol, Y. and Assefa, F. 2021. Phenotypic, 
molecular, and virulence characterization of 
entomopathogenic fungi, Beauveria bassiana (Balsam) 
Vuillemin, and Metarhizium anisopliae (Metschn.) Sorokin 
from soil samples of Ethiopia for the development of 
mycoinsecticide. Heliyon. 7: 1-12. https://doi.org/ 10.1016/j.
heliyon.2021.e07091. 

Gomes, E., Maia, H., Feltrin, T. and Van Der, S.T. 2012. 
Variability in the production of extracellular enzymes by 
entomopathogenic fungi grown on different substrates. 
Brazilian Journal of Microbiology. 43(2):827-833, https://doi.
org/10.1590/S1517-83822012000200049.

González-Mas, N., Ortega-García, L., Garrido-Jurado, I., Dembilio, 
O., Jaques, J.A., Quesada-Moraga, E. 2019. Which came first: 
The disease or the pest? Is there a host mediated spread of 
Beauveria bassiana (Ascomycota: Hypocreales) by invasive 
palm pests?. Journal of Invertebrate Pathology. 162: 26-42. 
https://doi.org/10.1016/j.jip.2019.01.007.

Hall, T.A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence 
alignment editor and analysis program for Windows 95/98/
NT (ver. 7.0.9.0. 2007). Nucleic Acids Symposium Series. 41:95-
98. https://www.academia.edu/2034992/BioEdit_a_user-
friendly_biological_sequence_alignment_editor_and_
analysis_program_for_Windows_95_98_NT. 

Hlerema, I., Laurie, S. and Eiasu, B. 2017. Preliminary observations 
on use of Beauveria bassiana for the control of the sweet 
potato weevil (Cylas sp.) in South Africa. Open Agriculture. 2: 
595-599. https://doi.org/10.1515/opag-2017-0063.

Hua, J., Fu, Y., Zhou, Q., Huang, Y., Li, H., Chen, T., Ma, D. and Li, Z. 
2021. Three chemosensory proteins from the sweet potato 

weevil, Cylas formicarius, are involved in the perception of 
host plant volatiles. Pest Management Science. 77(10): 4497-
4509. https://doi.org/10.1002/ps.6484. 

Humber, R.A. 2012. Identification of entomopathogenic fungi. 
In: Lawrence AL (Ed.) “Manual of Techniques in Invertebrate 
Pathology” Second Edition. Academic Press, New York. 
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-386899-2.00006-3. 

Jordan, C., dos Santos, P.L., Oliveira, L.R., Magalhães, D. M., Costa, 
G.B.C., Fonseca, R. M., Moura, M. G. and Frederico, W. C. 2021. 
Entomopathogenic fungi as the microbial frontline against 
the alien Eucalyptus pest Gonipterus platensis in Brazil. 
Scientific Reports. 11: 7233. https://doi.org/10.1038/s41598-
021-86638-9. 

Kaur, G. and Padmaja, V. 2009. Relationships among activities 
of extracellular enzyme production and virulence against 
Helicoverpa armigera in Beauveria bassiana. Journal of 
Basic Microbiology. 49: 264-274. https://doi.org/10.1002/
jobm.200800156.

Kazartsev, I.A. and Lednev, G.R. 2021. Distribution and Diversity 
of Beauveria in Boreal Forests of Northern European 
Russia. Microorganisms. 9: 1409. https://doi.org/10.3390/
microorganisms9071409

Khosravi, R., Sendi, J.J., Zibaee, A. and Shokrgozar, M.A., 
2015. Virulence of four Beauveria bassiana (Balsamo) 
(Asc., Hypocreales) isolates on rose sawfly, Arge rosae 
under laboratory condition. Journal of King Saud 
University-Science. 27, 49-53. https://doi.org/10.1016/j.
jksus.2014.04.003.

Kirubhadharsini, B.L., Nakkeeran, S., Kennedy, J.S. and 
Manoharan, T. 2017. Morphological and molecular 
characterization of entomopathogenic fungi, Beauveria 
bassiana isolated from different insects in India. Green 
Farming. 8(4):940-944. https://www.researchgate.net/
publication/319976659_Morphological_and_molecular_
characterization_of_entomopathogenic_fungi_isolated_
from_different_Beauveria_bassiana_insects_in_India. 

López, MOT. 2015. Empleo de marcadores moleculares 
para el análisis de la prevalencia y diseminación de 
cepas de Beauveria bassiana. Tesis presentada como 
requisito parcial para obtener el grado de Maestría en 
Ciencias con acentuación en Microbiología. Universidad 
Autónoma de Nuevo León, México. https://1library.co/
document/1y98e8lz-empleo-marcadores-moleculares-
analisis-prevalencia-diseminacion-beauveria-bassiana.html. 

Martins, C.C., Alves, L.F.A., Mamprim, A.P. and Souza, L.P.A. 2015. 
Selection and characterization of Beauveria spp. isolates to 
control the broad mite Polyphagotarsonemus latus (Banks, 
1904) (Acari: Tarsonemidae). Brazilian Journal of Biology. 
76(3):629-637. https://doi.org/10.1590/1519-6984.22614.

Mora, M.A.E., Chacon-Orozco, J.G., Harakava, R., Rouws, J.R.C. 
and Fraga, M.E. 2016. Molecular characterization and 
virulence of Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae 
against Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) and 
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) larvae. African 
Journal of Microbiology Research. 10(19):662-668. https://
doi.org/10.5897/AJMR2016.7973.

Palem, P. C. and Padmaja, V. 2013. Functional interplay of certain 
pathogenicity determinant factors governing virulence 
of the entomopathogenic fungal species Beauveria. 
International Journal of Research in Biosciences. 2 (2): 83-92. 
https://www.ijrbs.in/index.php/ijrbs/article/view/82. 



150
Volumen XXIV, Número 1

Machín-Suárez et al: Biotecnia / XXIV (1): 142-150 (2022)

150

Pelizza, S.A., Medina, H., Ferreri, N. A., Elíades, L. A., Pocco, M.E; 
Stenglein, S.A. and Lange, C.E. 2020. Virulence and enzymatic 
activity of three new isolates of Beauveria bassiana 
(Ascomycota: Hypocreales) from the South American locust 
Schistocerca cancellata (Orthoptera: Acrididae). Journal 
of King Saud University-Science. 32: 44-47. https://doi.
org/10.1016/j.jksus.2017.11.006.

Polanco, F.L.G., Alvarado, G.O.G., Pérez, G.O., González, G.R. and 
Olivares, S. E. 2019. Fungi associated with the regressive 
death of citrus fruits in Nuevo Leon and Tamaulipas, Mexico. 
Revista Mexicana Ciencias Agrícolas. 10(4): 757-764. https://
doi.org/10.29312/remexca.v10i4.1417. 

Qiu, L., Li, J.J., Li, Z. and Wang, J.J. 2019. Production and 
characterization of biocontrol fertilizer from brewer’s spent 
grain via solid-state fermentation. Scientific Reports. 9(480): 
1-9. https://doi.org/10.1038/s41598-018-36949-1. 

Rambaut, A. 2016. FigTree v 1.4.3. [Access 20 January 2019]. 
Available at: http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/ 

Ramos, Y., Portal, O., Lysøe, E., Meyling, N.V. and Klingen, I. 2017. 
Diversity and abundance of Beauveria bassiana in soils, 
stink bugs and plant tissues of common bean from organic 
and conventional fields. Journal of Invertebrate Pathology. 
150:114-120, https://doi.org/10.1016/j.jip.2017.10.003.

Robledo-Monterrubio, M., Alatorre-Rosas, R., Viniegra-González, 
G. and Loera, O. 2009. Selection of improved Beauveria 
bassiana (Bals.) Vuill. strains based on 2-deoxy-D-glucose 
resistance and physiological analysis. Journal of Invertebrate 
Pathology. 101: 222-227. https://doi.org/10.1016/j.
jip.2009.05.007.

Ronquist, F., Teslenko, M., Van Der, M.P., Ayres, D., Darling, A., 
Höhna, S., Larget, B., Liu, L., Suchar, M A. and Huelsenbeck, J.P. 
2012. MrBayes 3.2: efficient Bayesian phylogenetic inference 
and model choice across a large model space. Systematic 
biology. 61:539-542. https://doi.org/10.1093/sysbio/sys029.

Samson, R.A., Evans, H.C. and Latgé, J.P. 1988. Atlas of 
Entomopathogenic Fungi. Springer-Verlag, Berlin. ISBN: 
9783540188315. 

SAS Institute Inc. 2016. SAS® 9.4 Language Reference: Concepts, 
Sixth Edition. SAS Institute Inc., Cary, NC, USA. ISBN: 978-1-
62960-822-8.

Seyed-talebi, F.S., Safavi, S.A., Talaei-Hassanloui, R. and Bandani, 
A. 2020. Variable induction of cuticle-degrading enzymes 
of Beauveria bassiana isolates in the presence of different 
insect cuticles. Journal of Crop Protection. 9(4): 563-576. 
https://jcp.modares.ac.ir/article-3-40182-en.html.

Sung, G.H., Poinar, G.O. and Spatafora, J.W. 2008. The oldest 
fossil evidence of animal parasitism by fungi supports a 
Cretaceous diversification of fungal-arthropod symbioses. 
Molecular Phylogenetics and Evolution. 49:495-502. https://
doi.org/10.1016/j.ympev.2008.08.028.

Swiergiel, V., Meyling, N.V., Porcel, M. and Rämert, B. 2016. Soil 
application of Beauveria bassiana GHA against apple sawfly, 
Hoplocampa testudinea (Hymenoptera: Tenthredinidae): 
Field mortality and fungal persistence. Insect Science. 
23:854-868. https://doi.org/10.1111/1744-7917.12233.

Thompson, J.D., Higgins, D.G. and Gibson, T.J. 1994. ClustalW: 
improving the sensivity of progressive multiple sequence 
alignment through sequence weighting, position 
specific gap penalties and weight matrix choice. Nucleic 
Acids Research. 22:673-4680, https://doi.org/10.1093/
nar/22.22.4673.

Toledo, J., Flores, S., Campos, S., Villaseñor, A., Enkerlin, W., 
Liedo, P., Valle, A. and Montoya, P. 2017. Pathogenicity 
of three formulations of Beauveria bassiana and efficacy 
of autoinoculation devices and sterile fruit fly males for 
dissemination of conidia for the control of Ceratitis capitata. 
Entomology Experimental Applied Journal. 164:340-349. 
https://doi.org/10.1111/eea.12608.

Vargas-Martínez, A., Salazar-Blanco, J.D., González-Herrera, A. 
y Molina-Bravo, R. 2019. Análisis genético de Beauveria y 
Metarhizium tropicales asociados a insectos en caña de 
azúcar. Agronomía Mesoamericana. 30(1):267-280, http://
dx.doi.org/10.15517/am.v30i1.32307.

White, T.J., Bruns, T., Lee, S. and Taylor, J. 1990. Amplification 
and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes 
for phylogenetics. In: “PCR Protocols: A guide to methods 
and applications”, (Eds.) Innis, M., Gelfand, D., Sninsky, 
J. and White, T. pp 315-322. Academic Press, San Diego. 
https://www.researchgate.net/publication/262687766_
Amplification_and_Direct_Sequencing_of_Fungal_
Ribosomal_RNA_Genes_for_Phylogenetics. 

Yu, J.S., Lee, S.J., Shin, T.Y., Kim, W.J. and Kim, J.S. 2020. Enhanced 
thermotolerance of entomopathogenic Beauveria bassiana 
and Metarhizium anisopliae JEF-isolates by substrate 
modification. International Journal of Industrial Entomology. 
41(2): 28-35. http://dx.doi.org/10.7852/ijie.2020.41.2.28. 

Yuan, H., Lei, Z., Rondón, S.I. and Gao, Y. 2017. Potential of a strain 
of Beauveria bassiana (Hypocreales: Cordycipitaceae) for the 
control of the potato tuberworm, Phthorimaea operculella 
(Zeller). International Journal of Pest Management. 
63(4):352-354. https://doi.org/10.1080/09670874.2016.126
9975.



151
Volumen XXIV, Número 1

Revista de Ciencias Biológicas y de la Salud 
http://biotecnia.unison.mx

Universidad de Sonora
“El saber de mis hijos hará 

mi grandeza”

151

Impact of L-cysteine addition on nixtamalized corn dough: proteins and 
viscoelasticity 

Impacto de la adición de L-cisteína en la masa de maíz nixtamalizado: proteínas y viscoelasticidad

Chaidez-Laguna LD1, Torres-Chávez PI1*, Ramírez-Wong P1, Márquez-Ríos E1, Islas-Rubio AR2, Carvajal-Millán E2, 
Juárez-Onofre JE3

1  Universidad de Sonora, Departamento de Investigación y Posgrado en Alimentos, Universidad de Sonora. Rosales y Blvd. 
Luis Encinas J. S/N. Centro, C.P. 83000, Hermosillo, Sonora, México. 

2  Centro de Investigación en Alimentación y Desarrollo, A.C. Carretera a La Victoria km 0.6, C.P. 83304. Hermosillo, Sonora, 
México.

3  Universidad de Sonora, Departamento de Física, Universidad de Sonora. Rosales y Blvd. Luis Encinas J. S/N. Centro, C.P. 
83000, Hermosillo, Sonora, México. 

*Autor para correspondencia: Patricia Isabel Torres Chávez
Correo electrónico:  patricia.torres@unison.mx
Recibido: 10 de septiembre de 2021
Aceptado: 18 de enero de 2022

ABSTRACT
The effect of L-cysteine on the solubility, protein 

structure, rheological and textural characteristics of corn 
masa was investigated. Corn masa was prepared by adding 
L-cysteine at two levels (0.25, 0.50 %). Size exclusion chroma-
tography and Fourier transform infrared spectroscopy were 
utilized for protein characterization. Dynamic rheology and 
textural profile analysis were carried out on corn masa. There 
was a significant difference in relative solubility between 
the control and masa containing L-cysteine. Treatments 
with L-cysteine increased the relative solubility of proteins. 
FT-IR spectroscopy revealed that addition of L-cysteine did 
not affect the secondary structure of protein. Results also 
showed significant differences in textural properties. Masas 
with L-cysteine improved masa springiness, adhesiveness 
and cohesiveness. This investigation revealed that L-cysteine, 
improves the elasticity or storage modulus, important cha-
racteristics of corn masa.
Key words: L-cysteine, corn masa, proteins solubility, FT-IR, 
rheological properties

RESUMEN
Se investigó el efecto de la L-cisteína en la solubilidad, 

estructura proteica, características reológicas y texturales de 
masas de maíz. La masa se preparó con L-cisteína a dos nive-
les (0.25, 0.50 %). La cromatografía de exclusión por tamaño 
y la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se 
utilizaron para la caracterización de proteínas. Se realizaron 
análisis de reología dinámica y perfil de textura. Hubo una di-
ferencia significativa en la solubilidad relativa entre el control 
y las masas que contienen L-cisteína. Los tratamientos con L-
cisteína aumentaron la solubilidad relativa. La determinación 
de FT-IR reveló que la adición de la L-cisteína no tuvo efecto 
en la estructura secundaria de la proteína. Los datos también 
mostraron diferencias significativas en las propiedades de 
textura. Masas con L-cisteína mejoraron la elasticidad, adhe-
sividad y cohesión. Esta investigación revela que la L-cisteína 
mejora la elasticidad o los módulos de almacenamiento, 

características importantes de la masa de maíz.
Palabras clave: L-cisteína, masa de maíz, solubilidad de pro-
teínas, FT-IR, propiedades reológicas

INTRODUCTION
Corn tortillas are one of the most important staple 

foods on the daily diet for Mexico and Central America. In 
Mexico, the tortilla consumption per-capita is around 75 kg/
year (Solano-Perez, 2018). Tortillas have been elaborated 
using fresh masa prepared from traditional nixtamalization, 
extruded and instant nixtamalized corn flours (Arambula et 
al., 1999). These processes promotes important structural, 
physicochemical, and nutritional alterations in corn compo-
nents (Quintanar-Guzman et al., 2011). It has been reported 
that changes occurring in starch, are responsible for the rheo-
logical and textural properties of masa and final products 
(Campas-Baypoli et al., 1999). However, it has been recently 
proposed that corn prolamins could affect the rheological 
behavior of masa (Chaidez-Laguna et al., 2016).

Corn masa must have cohesiveness, adhesiveness, 
and machinability properties, which are necessary for proper 
processing; besides, they have an impact on the rheological 
properties of the corn masa and, therefore, on the quality of 
tortilla. Corn tortillas should be flexible and rollable, textural 
characteristics that are affected during storage, observing 
an increase in firmness and brittleness. In general, tortilla 
has a short shelf life suffering several physical and chemical 
changes attributed to starch retrogradation (Campas-Baypoli 
et al., 1999). To try to solve this problem, strategies have been 
implemented, such as addition of hydrocolloids and enzy-
mes.

Hydrocolloids have been investigated for making qua-
lity corn extruded masa, including xanthan gum, carboxy-
methylcellulose, guar gum, or a gums blends (Aguirre-Cruz 
et al., 2005; Platt-Lucero et al., 2010). These researchers have 
reported that hydrocolloids can improve masa properties, 
providing high water absorption capacity, which is closely 
related to the final textural characteristics of tortilla.
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Other investigations have focused on the use of en-
zymes, to improve flours functionality (Gys et al., 2004) and 
textural properties of corn tortillas (Platt-Lucero et al., 2013). 
Moreno-Rivas et al. (2014) suggested xylanase as a good 
alternative for the production of less firm corn masa during 
storage. However, the role of proteins on functionality of the 
corn masa and tortillas was not considered on these studies. 

On the other hand, deficiencies in wheat dough 
during processing can be overcome by the incorporation 
of additives and enzymes which change the functionality 
of the proteins (Joye et al., 2009). Food additives such as L-
cysteine can have effects on the masa functionality, which is 
the reason of it use in the present investigation. L-cysteine, 
contains thiol groups, recognized as a reducing agent that 
stabilize free radical species generated during processing of 
bread or wheat tortillas (Koh et al., 1996; Li and Lee, 1996). 
Also, L-cysteine modifies the disulfide bonds proportion and 
rheological characteristics of bread dough (Gomez et al., 
2005), and decreases their resistance to extension, dough 
hardness, and viscosity (Angioloni and Rosa, 2007).

There is no evidence in the literature about the effect 
of L-cysteine on corn masa, therefore, the aim of this investi-
gation was to evaluate the addition of L-cysteine in protein 
solubility, viscoelastic properties, and texture of corn masa.

MATERIALS AND METHODS
Materials

Commercial white maize and commercial lime (cal-
cium hydroxide; purity ~ 91 % cal pirámide) were acquired 
from a local store. L-cysteine hydrochloride monohydrate 
(7048-04-6), acetonitrile (75-05-8), 1-propanol (78-83-1), and 
trifluoroacetic acid (76-05-1) (HPLC-grade) were purchased 
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 

Nixtamalization process
Four kg corn were cooked in 12 L of lime solution at 

1 % (grain weight basis). Maize was cooked for 20 min at 
boiling temperature and steeped in the same cooking vessel 
for 14 h. The cooking solution or ‘‘nejayote’’ was discarded 
and the resulting nixtamal was washed two times with water, 
to remove brain and excess lime. Nixtamal was ground into 
masa with a final moisture content of 56.0 %, using a com-
mercial stone grinder.

Masa preparation
Fresh masa was made according to Ramirez-Wong 

et al. (1994), with slight modifications. The fresh masa was 
homogenized for 30 s. L-cysteine prepared at concentrations 
of 0.25 and 0.5 %, was dissolved in the water before masa 
preparation, then gradually incorporated and mixed for 3 
min at room temperature. The samples were stored in plastic 
bags at 40 ± 1°C for 30 min, in order to reduce the starch 
retrogradation.

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 
analysis

FTIR spectra of control masa (CM), 0 %; L-cysteine dose 
1, 0.25 % and L-cysteine dose 2, 0.50 % (w/v) corn masa were 
recorded on a Nicolet FT-IR spectrometer (Thermo Scientific 
Nicolet iS50-FTIR) equipped with a diamond attenuated total 
reflectance (ATR) cell with a 45° aperture angle, a liquid ni-
trogen-cooled MCTA detector, and OMNIC software. Samples 
signals were obtained at 25 °C in transmission mode from 600 
to 4000 cm-1 at 4 cm-1 resolution. Curve deconvolution, fit-
ting, and peak assignment were done with PeakFit software 
(v4.11 Systat Software Inc., Point Richmond, CA) to quantify 
protein secondary structure (α-helix at 1652−1657 cm−1 and 
β-sheet at 1620−1637 cm−1) from the resolved spectra. 

Sample preparation before protein analysis
All samples were prepared according to Lending et al. 

(1988). 

Protein extraction and size exclusion high-resolution 
liquid chromatography (SE-HPLC)

The defatted samples were analyzed according to 
Bean et al. (1998), with several modifications. Flours (250 mg) 
were mixed with 1 mL of 50 % 1-propanol. Samples were pla-
ced in a stirrer (Vortex Genie2, Scientific Industries, Bohemia, 
NY) and vortexed continuously for 15 min. Samples were 
then centrifuged (Eppendorf AG, 5415 Hamburg) at 8000 x 
g for 5 min, and the supernatant was recovered. The super-
natant was centrifuged at 14000 x g for 15 min and analyzed 
by size exclusion high-performance liquid chromatography 
(SEC-HPLC). The HPLC system consisted of an Agilent quater-
nary pump and a diode array detector (Model 1260, Agilent 
Technologies, Pittsburgh, PA, USA) with a Biosep-SEC-S 4000 
column (Phenomenex, Torrence, CA). The mobile phase was 
acetonitrile-water (50:50 v/v) containing 0.1 % trifluoroacetic 
acid at a constant flow rate of 0.8 mL min-1. The chroma-
tographic profile was analyzed using Open Lab Software 
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA). SE-HPLC measurements 
were performed in triplicate.

Viscoelastic properties 
After mixing, samples were rested in plastic bags at 40 

± 1°C for 30 min. Rheological properties of masa formulations 
were studied by a rheometer (Rheometrics Scientific, model 
RSF III. Piscataway, NJ, USA) equipped with parallel plates 
of 25 mm diameter and a chamber for temperature control 
(Platt-Lucero et al., 2010). Approximately 2.5 g of masa was 
compressed between two plates separated by a gap of 2.5 
mm. The parallel plates were covered with petroleum jelly to 
avoid loss of moisture during the test.

A frequency sweep test, ranging from 0.1 to 100 
rad/s, was used to study the masa rheological properties. 
The test was carried out using a software (RSI Orchestrator, 
Rheometrics Scientific). The viscoelastic behavior obtained in 
the frequency range used were the storage modulus (G’), the 
amount of energy that is stored, the loss modulus (G”), the 
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amount of energy dissipated in the material after deforma-
tion and tangent of the phase angle tan δ (G”/G’). The tests 
were carried out by triplicate. 

Texture profile analysis (TPA) of masas
Texture profile analysis (TPA) was performed using a 

texturometer (Model TA-XT2, Surrey, UK) equipped with a 
cylinder probe with 36 mm diameter was used in this test 
according to AACC standard method 74-9 (AACC, 2000). A 
3 g load cell was used at the speed of 1 mm s1. The masa 
samples were cut in a cylinder shape. The probe was moved 
down in certain speeds up to 50 % of samples height, and 
then moved back up in the same speed, and this movement 
was repeated in a 10 s time interval. Indicators determined 
by this test include springiness, cohesiveness and adhesive-
ness, obtained using the texturometer (Stable Micro System 
TA.TXplus Texture Analyzer). The test was done by five repli-
cations. 

Statistical analysis
A completely randomized design was used. Data were 

statistically analyzed by a one-way ANOVA test with a signi-
ficance level of 5 % (p <0.05). Significant differences among 
specific treatment means were defined using Tukey’s test. All 
statistical analyses were performed using XLSTAT.

RESULTS AND DISCUSSION
Solubility study

The relative solubility of corn proteins in 50 % pro-
panol was determined by the area under the curve in the 
SE-HPLC chromatograms. Figure 1 A–C shows the chromato-
grams of the effect of L-cysteine in proteins solubility sam-
ples extracted with 50 % propanol. Total soluble protein was 
significantly (p <0.05) different in corn, masa treatments, and 
nixtamal. The amount of soluble polymeric protein increases 
from maize to nixtamal and is reduced in the masa, which is 
in accordance with previous studies (Chaidez-Laguna et al., 
2016). However, an increase in the proportion of the soluble 
polymer protein (SPP) was observed in the treatments that 
contained L-cysteine. Table 1 summarizes the results of the 
effect of cysteine on the corn masa. The addition of L-cystei-
ne into corn masa causes an increase in the SPP compared 
to control masa (Table I). L-cysteine, at dose 2, showed the 
largest increase on the solubility, which can be attributed to 
the L-cysteine mechanism of action, which break the disulfi-
de bonds forming sulfhydryl groups. Therefore, the protein 
solubility is increased, modifying the strength and structure 
of the existing protein network (Bloksma 1990). The results 
obtained are similar to those found in wheat flour doughs 
added with L-cysteine (Angioloni and Rosa, 2007; Popineau 
et al., 2002). 

FT-IR Analysis
The FTIR spectra were deconvoluted and are shown in 

Figure 2. The effect of L-cysteine on the secondary structure 
of the protein was analyzed through the region correspon-

Figure 1. SE-HPLC chromatograms of control and L-cysteine dose 2 masa.
Figura 1. Cromatogramas SE-HPLC de la masa control y la masa con L-
cisteína dosis 2.

Table 1. Effect of L-cysteine addition on soluble polymeric protein (SPP), 
total soluble protein (TSP) of corn masas nixtamalized. 
Tabla1. Efecto de la adición de L-cisteína en la proteína polimérica soluble 
(PPS), proteína soluble total (PST) en las masas de maíz nixtamalizadas.

Treatments SPP1,2 Other fractions1 TSP1,3

(AU x 109)  (AU x 109) (%)

Maize  9.88 b 13.18 b 23.06 b

Nixtamal 10.40 a 13.56 a 23.96 a

Control masa 7.36 e 11.22 d 18.58 d

0.25% L-cysteine 8.54 d 12.60 c 21.13 c

0.50% L-cysteine 9.49 c   13.63 ab 22.85 b

1 Means in the same column with the same letter did not present signifi-
cant differences (p<0.05). 

1 Medias en la misma columna con la misma letra no presentan diferencias 
significativas (p<0.05).

2  SPP, soluble polymeric protein.
2  SPP, proteína polimérica soluble.
3  TSP, total soluble protein, sum of areas of peak chromatogram.
3 TSP, proteína soluble total, suma de áreas del cromatograma.
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ding to amide I (1650 cm-1). Some authors have suggested 
that for viscoelastic systems, changes in amide II have the 
disadvantage of being more sensitive to hydration and, the-
refore, less reliable in determining the secondary structure 
(Wellner et al., 1996). The amide I band is wide and contains 
information of the secondary structure of proteins, such as 
α-helix, β-sheet, turns, and random protein structure (Su-
rewicz and Mantsch, 1988). It is between 1600 – 1500 cm-1 
where we can find the associations with the N-H bending 
and C-N stretching modes. For control masa and L-cysteine 
samples, the amide I region showed five main peaks each in 
all cases. Amide I components centred ~ 1650 and 1660 cm-1 
(Bandekar, 1992; Barth and Zscherp, 2002; Barth et al., 1984; 
Surewicz and Mantsch, 1988) corresponding to α-helix struc-
tures (Surewicz and Mantsch, 1988), while bands between 
1615 – 1640 cm-1, and 1679 cm-1, indicate the presence of 
β-sheet. Bands at 1653 and 1691 cm-1 have been assigned 
to turns and the disordered structures are located at ~ 1639- 
1654 cm-1 (Barth and Zscherp, 2002).

According to the deconvoluted spectra, the content 
of α-helice was 46 % for control masa, 45.67 % in masa L-cys 
dose 1, and 46.72 % for masa L-cys dose 2. These results are in 
agreement with Argos et al. (1982),  who demonstrated that 
the zeins have a content of ~ 50 % of α-helice. 

On the other hand, the content of β-sheet structure 
was 25.71 %, 25.57 % and 25.73 % for control, L-cys dose 1 
and L-cys dose 2 masa, respectively. It can be seen that the 
effect of cysteine on the conformation of β-sheet did not 
show significant changes in its content. That is, the addition 
of L-cysteine did not promote the disaggregation of the 
protein matrix, a necessary condition to functionalize these 
proteins. This may be due in part to the structure of the zeins. 
These proteins have a high degree of aggregation and are 
found in protein bodies. According to Argos et al. (1982) and 
Matsushima et al. (1997), it has been proposed that zeins 
have a helical wheel model where nine homologous repeat 
units are arranged in an anti-parallel form stabilized by 
hydrogen bonds, forming hexagonal structures compatible 

with hydrogen bonds and hydrophobic interactions. This 
complex structure prevents the change in the conformation 
of secondary structure, mainly the increase in the content of 
β-sheet, which constitutes a condition to functionalize these 
proteins.

Rheological properties
To obtain a complete description of the mechanical 

properties of the corn masa, a frequency scan from 0.1 to 
100 rad/s was used to determine the influence of L-cysteine 
on the viscoelasticity of masa. The frequency profiles of the 
storage moduli (G ‘), loss moduli (G “) and loss tangent (Tan 
δ) of control masa and treatments with L-cysteine, are shown 
in Fig. 3 A-C, respectively. The masa added with L-cysteine 
showed lower G’ values, in comparison with the control 
masa (Figure 3 A), that is, these masa showed lower elasticity. 
However, increasing the concentration of cysteine, increased 
this value. This can be explained according to the continuous 
network present in the structure of the protein, where the 
elasticity of the masa depends of the number of disulfide 
bonds present on the protein network (Bloksma, 1988). The-
se results cannot be compared with previous studies in corn, 
since to date there are no investigations about the effect of 
L-cysteine on the rheological properties of corn masa. On the 
other hand, a different behavior was found in wheat masa, as 
the moduli G’ is expected to grow with the increase of disul-
phide bonds in wheat gluten. These differences may be due, 
in part, to the different protein structure of both cereals. Both 
wheat and corn proteins have complex structures. However, 
the zeins are highly aggregated and are deposited in protein 
bodies, surrounded by proteins linked by disulfide bonds 
(Matsushima et al., 1997) which are highly compact, which 
limits in the reductor effect of L-cysteine.

Several authors have been suggested that addition of 
cysteine reduces mixing time, decreasing the elastic compo-
nent of the masa and promoting its relaxation (Elkhalifa and 
El-Tinay, 2002; Srinivasan et al., 2000).

In both Figures it was observed high values of G’ and 
low values of G’’ for the masas, indicating a highly structured 
material and an elastic gel-like behavior. These results are in 
agreement with that reported by Quintanar-Guzman et al. 
(2011) and Santos et al. (2014) for masas of nixtamalized corn.

On the other hand, the corn masa began to be rela-
tively more viscous when the concentration of L-cysteine 
increased from 0.25 to 0.50 %. However, it was appreciated 
that masa control and masa with L-cys dose 1, presented a 
very similar behavior. Also, the values of Tan δ of the masa 
with cysteine were lower compared to the control, but when 
increasing the dose, this value increased (Figure 3 C). In all 
treatments, the value of Tan δ was found between 0.18 - 0.21, 
that is, less than 0.5, which indicates that the elastic behavior 
was greater than the viscous. This has previously been men-
tioned according to the results of G ‘ y G’’.

Finally, it is necessary to consider that in the formu-
lations of the masa studied, there is a three-dimensional 
network formed by carbohydrates, proteins, L-cysteine, and 

Figure 2. FT- IR spectras deconvoluted. Control masa (black line), L-cysteine 
masa dose 1 (red line) and L-cysteine masa dose 2 (blue line).
Figura 2. Espectros FT-IR deconvolucionados. Masa control (línea negra); 
masa L-cisteína dosis 1 (línea roja) y masa L-cisteína dosis 2 (línea azul). 
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concentration. However, the masas with cysteine did not 
show significant statistical differences for this characteristic 
between them. Regarding elasticity, it was found that the 
control masa obtained the highest value, but it was not sta-
tistically different from the masa with the higher dose of the 
amino acid. Therefore, the concentration of added L-cysteine 
had a determining role in promoting the change in elasticity. 
This result is consistent with the behavior found in the vis-
coelastic properties.

Cohesiveness is considered an important textural 
property of masa. Significant differences were found in the 
treatments compared to the control masa, although the 
effect of the amino acid promoted a decrease in the cohesi-
veness. It was observed that cohesiveness decreased as the 
L-cysteine dose was increased. Therefore, the masas to which 
cysteine was added resulted less adhesive. No significant 
differences were found in the masas added with the amino 
acid in the adhesiveness (Table 2), so the effect of the amino 
acid was not dependent on the concentration used. This can 
be attributed to the effect of L-cysteine in the disulfide bonds 
that favors its machinability (Angioloni and Rosa, 2007).

In general, these results show that the addition of 
L-cysteine decreases the adhesiveness and cohesiveness of 
the masa, but favors the increase in elasticity. It has been pro-
posed that on the masa there should be a balance between 
these properties, with the purpose of obtaining a managea-
ble masa and after baking, a tortilla that presents adequate 
textural characteristics during the storage period. However, 
this stage was not investigated in the present research, and is 
recommended for future work.

CONCLUSION
The addition of L-cysteine in corn masa changes the 

solubility and structure of proteins, as well as the rheological 
and textural properties of corn masa. The reducing agent, 
L-cysteine promoted the increase in the proportion of SPP 
of the masa, in addition to diminishing their elastic behavior, 
adhesiveness and cohesiveness. However, the determination 

Figure 3. Effect of L-cysteine on rheological properties of masas. 
A, Storage modulus (G´) control masa; L-cysteine dose 1; L-cysteine dose 2
B, Loss modulus (G´´) control masa; L-cysteine dose 1;  L-cysteine dose 2
C, Tan δ, control masa; L-cysteine dose 1; L-cysteine dose 2.
Figura 3. Efecto de  L-cisteína en las propiedades reológicas de las masas. 
A, Storage modulus (G´) masa control; L-cisteina dosis 1; L-cysteine dosis 2
B, Loss modulus (G´´) masa control ; L-cisteina dosis 1; L-cisteina dosis 2.
C, Tan δ, masa control; L-cisteína dosis 1; L-cisteína dosis 2.

C

water that interact with each other and these interactions 
play an important role in the rheological properties of the 
masa.

Textural propierties
The texture profile results of masas added with 

L-cysteine are presented in Table 2. Significant statistical 
differences were observed in the samples analyzed for each 
of the properties. The addition of L-cysteine to the corn 
masas caused a decrease in adhesiveness as compared to 
the control masa, observing the greatest effect at the lowest 

Table 2. Effects of L-cysteine on corn masa texture profile.
Tabla 2. Efectos de la L-cisteína en el perfil de textura de la masa de maíz.

Treatments Texture profile analysis

Springiness1 Adhesiveness1 Cohesiveness1

Control masa 0.71 a -139.45 b 0.27 a

Masa 0.25 % L-cys2 0.36 b -73.34 a 0.24 b

Masa 0.50 %L-cys3 0.48 ab -91.46 ab 0.21 c

1 Each value is the average of five repetitions. Mean values within column, 
followed by the same letter did not present significant differences (p < 
0.05). 

1 Cada valor es el promedio de cinco repeticiones. Valores promedio con la 
misma letra, dentro de la columna, no presentan diferencias significativas 
(p <0.05). 

2 Masa, L-cysteine dose 1.
2 Masa, dosis de L-cisteína 1.
3 Masa, L-cysteine dose 2.
3 Masa, dosis de L-cisteína 2.
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of the secondary structure of the protein did not reveal a 
change in the content of β-sheet. Corn masa with L-cysteine 
added, showed acceptable textural properties, and conse-
quently, a good machinability is predicted, that may result in 
tortillas with good textural quality. However, it is necessary to 
make tortillas and to evaluate the textural changes that oc-
cur during storage, using objective and subjective methods 
as well sensory evaluation.
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ABSTRACT
Kefir is a fermented milk with proven bioactivities and 

popularity worldwide. However, kefir grains biomass (KGB) li-
mits its production. The present work investigated the effect 
of different substrates on the KGB increase and antioxidant 
activity (AC). Kefir grains were inoculated (9.0 ± 0.7 g/L) into 
nonfat goat milk (GMK), nonfat goat milk with brown sugar 
(GMBSK), cow (1 % fat) milk (CMK), and cow milk brown sugar 
(CMBSK). Fermentation of substrates was at 25 ± 3 °C, and 
stopped at ~4.7 pH. Sampling was at 0, 4 and 8 h incubation 
time, evaluating KGB kinetics, productivity, growth rate 
parameters, physicochemical composition changes, and an-
tioxidant activity. Goat milk substrates kefirs had the highest 
AC values. GMBSK and GMK had 44.8 ± 1.4 % and 37.6 ± 3.6 
% AC, respectively. GMK and GMBSK had the highest biomass 
increments, 147 ± 23 % and 136 ± 7 %, respectively. Also, GMK 
had the highest (p < 0.01) kefir grains biomass productivity, 
2.49 ± 0.24 g/(L-h). Goat milk substrate has the potential to 
increase kefir grains biomass and to improve the bioactivity 
of kefir beverages. 
Keywords: kefir, substrates, antioxidant activity, kefir grain 
biomass.

RESUMEN
El kéfir es una bebida láctea fermentada con bioacti-

vidades demostradas. Sin embargo, la biomasa de los granos 
de kéfir (KGB) limita su producción. En éste trabajo se evaluó 
el efecto de diferentes sustratos en la KGB y la actividad an-
tioxidante (AC). Los granos de kéfir fueron inoculados (9.0 ± 
0.7 g/L) en leche de cabra (GMK), GMK con azúcar morena 
(GMBSK), leche de vaca (CMK), y CMK con azúcar morena 
(CMBSK). La fermentación se realizó a 25 ± 3 °C y fue detenida 
a pH 4.7, aproximadamente. Las muestras se tomaron a las 0, 
4 y 8 h de incubación. Las cinéticas del incremento de KGB, 
parámetros del crecimiento microbiano y actividad antioxi-
dante fueron evaluadas. Los kéfires elaborados con leche de 
cabra presentaron los valores de AC más altos. GMBSK y GMK 
tuvieron 44.8 ± 1.4 % y 37.6 ± 3.6 % AC, respectivamente. 
GMK y GMBSK tuvieron los mayores incrementos de biomasa, 
147 ± 23 % y 136 ± 7 %, respectivamente. Además, GMK tuvo 
la productividad de KGB más elevada (p < 0.01), 2.49 ± 0.24 
g/(L-h). La leche de cabra representa un sustrato alternativo 

con potencial para incrementar la KGB y la AC en la bebida 
de kéfir. 
Palabras clave: kéfir, sustratos, actividad antioxidante, bio-
masa de los granos de kéfir.

INTRODUCTION
Kefir grains are a symbiotic group of lactic acid 

bacteria, acetic acid bacteria, and yeast microorganisms 
embedded in an exopolysaccharide matrix. Traditionally, 
these microbial diversities use lactose from milk mainly as 
a source of carbon. However, external carbon sources to the 
medium for kefir manufacturing may represent a key role 
in increasing kefir grain biomass and obtaining biologically 
active compounds (Gradova et al., 2015; Maeda et al., 2004). 
For example, selected kefir cultures can synthesize different 
amounts of exopolysaccharide depending on the carbon 
source (Gradova et al., 2015). Also, it has been reported that 
sucrose is the main carbohydrate used by kefir grains to 
grow in soy milk (Gamba et al., 2020). On the other hand, 
the recognition of milk as an excellent substrate is due to 
the high quality and quantity of nutrients. There are reports 
on the chemical composition differences between cow and 
goat milk. In the last years, goat milk has gained attention 
because it has easier digestibility, softer curd formation, a 
higher proportion of small milk fat globules, and less allerge-
nic properties than cow milk (Clark and Mora García, 2017). 
Recently, cow milk kefir has demonstrated health benefits 
such as improving cognitive deficits in Alzheimer’s disease, 
anticancer, angiotensin-converting enzyme inhibition, and 
bactericidal and antioxidant activities (Fatahi et al., 2021; Ton 
et al., 2020). However, traditional kefir production amount is 
limited by the quantity of kefir grains inoculated. So, using 
different substrates may be one of the most important stra-
tegies to increase kefir grains biomass (Guzel-Seydim et al., 
2011). Therefore, this research aimed to study the effect of 
substrates on the kefir biomass parameters and antioxidant 
activity of kefir beverages during traditional manufacturing 
procedures.
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MATERIALS AND METHODS
Kefir culture, media, and chemicals

Propagation of Kefir grains, collected from the Central 
part of Mexico, was done at the laboratory of Food Enginee-
ring, Department of Chemical Engineering and Metallurgy, 
University of Sonora. Purchase of Brown sugar and ultra-high 
temperature (UHT) skimmed cow milk (containing 3 % pro-
tein, 1% fat, 4.7 % carbohydrates, and 0.12 % calcium) was 
at a local supermarket (Super del Norte, Hermosillo, Mexico), 
while Nonfat goat milk powder (containing 16 % protein, 0 % 
fat, and 4 % carbohydrates) was from U.S.A. Analytical grade 
reagents and chemicals were all from Sigma (St. Louis MO, 
U.S.A.).

Kefir grains activation
The inactivated kefir grains (432 g) were inoculated 

into UHT skimmed cow’s milk (750 mL) and incubated at 25 
± 3 °C for 24 h without stirring. The grains were retrieved by 
sieving and rinsed with distilled water (Kilic et al., 2016). This 
procedure was repeated for 5 weeks to activate the grains 
(Demirhan et al., 2013). 

Fermentation
To obtain fermented milk by kefir grains, we followed 

traditional conditions. The activated grains (9.0 ± 0.7 g/L) 
were inoculated into reconstituted (10 %, p/v) pasteurized 
goat milk (GM), GM + brown sugar solution (GMBS), UHT 
skimmed cow milk (CM) and CM + brown sugar solution 
(CMBS) media. Commercial brown sugar was dissolved in 
distilled water (50 %, w/v), sterilized, and added at 3 % (v/v). 
Fermentation was under ambient atmospheric conditions at 
25 ± 3 °C using an incubator (G-25, New Brunswick Scientific, 
NJ, U.S.A.) with constant rotary agitation (100 rpm). Samples 
were isolated at 0, 4, and 8 h incubation time once they have 
reached pH 4.6 (Satir and Guzel-Seydim, 2015a).

Biomass production
Kefir grains biomass were separated using a plastic 

sieve. The filtrated corresponded to the kefir beverage. Kefir 
beverage samples were frozen at – 80 °C for further analysis 
(Dermihan et al., 2011). Kefir grains biomass was washed 
with distilled water and centrifuged (Allegra X-22R, Beckman 
Culter, Germany) at 2,716 x g for 15 min at 25 °C. The biomass 
increment (g/L) was quantified gravimetrically by convective 
thermal drying at 38 °C until constant weight (Papapostolou 
et al., 2008), and results expressed as g/L. Kefir grains biomass 
productivity was obtained considering each fermentation 
time. Specific growth rate (µ) and doubled time parameters 
were calculated from the following Gompertz equation 
(TramŠek and GorŠek, 2008):

   (1)
Where X and X0 are the concentration of kefir grain 

biomass (g/L) at the beginning of the experiment and at the 
experimental time (h), respectively. µmax is the maximum spe-

cific rate of the culture (h-1), b is a dimensionless parameter, c 
is a model parameter (h-1) and t is time (h).

Physico-chemical analyses
Total solids (Official Methods of Analysis. Method 

925.23.A.O.A.C. International., 2012) and protein (Bradford, 
1976) physicochemical analyses were done through kefir 
fermentation time. 

Mathematical modeling of pH
Values of pH (Tarango-Hernández et al., 2015) kefir be-

verages were monitored during fermentation time through 
a 5 mL aliquot (Star 3 Orion, Thermo Scientific, Singapore). 
Experimental pH data was analyzed using a Logistic mathe-
matical model represented by the following equation (Kap-
tan et al., 2015):

               (2)
Where pHt is the pH at the experimental time, pHinf is 

the pH after infinite time, pH0 is the pH at time = 0, k is the 
lumped specific rate of the reaction (h-1), and t is time (h).

Kefir samples preparation 
Kefir beverage samples were centrifuged twice 

at 15,000 x g for 30 min at 4 °C, (Biofuge Stratos, Sorvall, 
Germany) to remove fat, and then freeze-dried (Freezone 
4.5, U.S.A.) for further analyses, once milled in a mortar and 
resuspended in distilled water (0.1 %, w/v). 

Antioxidant capacity (AC)
Kefir AC was assessed by the 2, 2´-azino-bis (3- 

ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid (ABTS) radical (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) scavenging assay (Re et al., 1999). 
Water extracts were prepared by centrifuging kefir samples 
at 9,561 x g for 10 min at 4 °C. ABTS stock solution (7.0 mM) 
oxidation was in water added with potassium persulfate (2.45 
mM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, U.S.A.) buffer. ABTS•+ was 
prepared to keep the mixture for 12-16 h at room tempera-
ture in the dark, diluted in ethanol (99.9 %) to yield 0.7 ± 0.02 
absorbance at 734 nm using a Fluostar spectrophotometer 
(B.M.G. Labtech, Germany). A 20 µL water extract aliquot was 
added to 280 µL ABTS•+ solution. After 15 min of the reaction 
in the dark, we measured kefir antioxidant compounds´ 
scavenging capacity by decreasing absorbance at the same 
wavelength. The absorbance of the ethanol ABTS•+ solution 
without sample was the control; meanwhile, the solvent was 
the blank. The kefir AC expression was as the percentage of 
ABTS•+ scavenging according to the following equation:

Statistical analysis
All experiments were repeated three independent ti-

mes, samples analyzed in triplicate, and all results expressed 
as the mean value ± standard deviation (SD). Generalized 
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lineal model (GLM) analysis of variance (ANOVA) was used to 
find differences between means at α = 0.01 significant level. 
Significant differences between means were determined by 
the Tuckey-Kramer test (p < 0.01). All statistical analysis was 
performed using the NCSS 2012 statistical program (NCSS 
Inc., Kaysville, UT, U.S.A.).

RESULTS AND DISCUSSION
Antioxidant capacity of kefir beverages

The kefir beverages AC was determined as percenta-
ge free ABTS radical scavenging. All beverages´ substrates 
inoculated by kefir grains presented AC during fermentation 
time (Figure 1). Goat milk substrates kefirs had the highest AC 
values; Goat milk brown sugar (GMBSK) and goat milk (GMK) 
had 44.8 ± 1.4 % and 37.6 ± 3.6 % AC, respectively. In con-
trast, cow milk brown sugar kefir (CMBSK) had 35.3 ± 1.4 % 
AC; meanwhile, cow milk substrate kefir (CMK) had 32.1 ± 0.5 
% A.C. Both kefir AC values were significantly lower (p < 0.01) 
than GMBSK at 8 h of fermentation time. Other study found 
that goat milk inoculated by Limosilactobacillus fermentum 
presented 17.6 ± 1.3 % AC after 12 h fermentation time (Pan-
chal, Hati, and Sakure, 2019). Yilmaz-Ersan et al. (2016), repor-
ted 13.03 ± 0.04 % AC in goat milk inoculated with 5 % (v/w) 
kefir grains and incubated for 8 h without agitation. Moreover, 
Satir and Guzel-Seydim (2015) also found significantly higher 
(p < 0.05) AC values in kefir using goat milk as substrate (6.38 
µM Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity [TEAC]) than cow 
milk (5.46 µM TEAC). In fact, they found 14 % higher AC in 
GMK than in CMK; meanwhile, in this study GMBSK had 13 
% higher AC than CMK. They reported that goat milk kefir AC 
was related to the highest (p < 0.05) fat (5.56 ± 0.13 g/100 g) 
and protein (4.79 ± 0.38 g/100 g) concentrations. However, in 
this study goat milk was nonfat; the highest (p < 0.01) protein 
content (3.19 ± 0.01 g/100 g) at 8 h fermentation time was 

also found in GMBSK (Table 1). Furthermore, GMBSK data 
analyses suggested a direct association between protein 
content reduction and AC percentage increase (correlation 
coefficient = - 0.96) during fermentation time. Previous 
reports have suggested that the chemical composition of 
milk, such as fat, protein (Zulueta et al., 2009), and phenolic 
compounds (Satir and Guzel-Seydim, 2015), play a key role 
in the kefir AC. Few differences have been reported between 
cow and goat milk chemical compositions. Goat milk has a 
higher proportion of short-medium fatty acids, lack of β–
carotene, higher levels of β–casein (CN), and lower levels of 
αs1-CN, compared with cow milk (Park et al., 2007). Indeed, 
goat milk casein differs significantly from cow milk casein in 
peptide chain length and amino acid sequences (Ceballos et 
al., 2009). However, a significant total phenolic content has 
been reported to decrease during fermentation and storage 
(Yilmaz-Ersan et al., 2016).
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Figure 1. Effect of substrates on the antioxidant capacity of kefir beverages. 
Figura 1. Efecto de los sustratos en la capacidad antioxidante del kéfir.

Table 1. Changes in total solids and protein content of kefir beverages 
during fermentation time.
Tabla 1. Cambios en los contenidos de sólidos totales y proteína en el kéfir 
durante el tiempo de fermentación.

Kefir treatments

Fermentation 
time (h) GMBSK CMBSK GMK CMK

Protein 
(g/100g) 0 3.71 ± 

0.02b
3.58 ± 
0.01b

3.96 ± 
0.01a

3.95 ± 
0.08a

4 3.44 ± 
0.02b

3.31 ± 
0.01c

3.43 ± 
0.01b

3.72 ± 
0.00a

8 3.19 ± 
0.01a

2.95 ± 
0.01b

2.97 ± 
0.01b

2.97 ± 
0.02b

Total 
solids 
(g/100g)

0 6.17 ± 
0.70a

5.95 ± 
0.07a

6.03 ± 
0.42a

5.64 ± 
0.37a

4 6.64 ± 
0.65a

5.60 ± 
0.67a

5.24 ± 
0.13a

5.91 ± 
0.23a

8 6.01 ± 
0.43b

5.70 ± 
0.03b

5.82 ± 
0.25b

7.43 ± 
0.27a

a, b, c Different superscript letters within a row indicate significant differences 
(p < 0.01).
Data represent the mean values ± SD (n = 3). GMBSK= Goat milk brown 
sugar kefir; CMBSK= Cow milk brown sugar kefir; GMK= Goat milk kefir; 
CMK= Cow milk kefir.

Milk fermentation by kefir microorganisms increa-
sed the AC due to their metabolic activity (Liu et al., 2005). 
Indeed, in this study the maximum AC increase was 130 ± 
2.5 %, which was observed in the GMBSK beverage. Studies 
have demonstrated the ability of these microorganisms to 
produce secondary metabolites as bioactive compounds 
(Kaptan, Kayısoglu, and Oksuz, 2015). Previously, the pro-
teomic analysis identified 2,328 peptides belonging to 32 
protein entities in goat milk kefir (Izquierdo-González et al., 
2019), while more than 1500 peptides were derived from 27 
proteins were found in cow milk kefir (Dallas et al., 2016). The 
highest amount of peptides was released from goat milk β–
casein fraction, with 846 peptides (Izquierdo-González et al., 
2019). Therefore, kefir microorganisms´ proteolytic activity 
releases peptides sequences with potential bioactivity such 
as antioxidant activity (Yilmaz-Ersan et al., 2016). 
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The addition of brown sugar to milk kefir culture 
media and its effect on the AC has been scarcely evaluated. 
Results suggested that brown sugar increased the AC in all 
treatments. However, the increments were not significantly 
different (p > 0.01) between substrates with the same type of 
milk. According to Hsieh et al. (2012), the modification of kefir 
fermentation media has been associated with remarkable 
changes in microbial ecological profiles, mainly in lactic acid 
bacteria and their metabolites. 

Kefir grains biomass increase
All substrates increased kefir grains biomass during 

fermentation time (Figure 2). After 8 h of incubation time, 
GMK and GMBSK had the highest biomass increments, 147 ± 
23 % and 136 ± 7 %, respectively. On the other side, CMK and 
CMBSK increased 104 ± 3 % and 65 ± 1 %, respectively. There-
fore, goat milk substrates kefir also influenced kefir biomass 
production positively. GMK and CMK had the highest protein 
content (p < 0.01) at the beginning of the fermentation, 3.96 
± 0.01 g/100 g and 3.95 ± 0.08 g/100 g, respectively (Table 1). 
A previous study reported that substrates with higher pro-
tein content presented the highest biomass increment after 
28 days of fermentation (Guzel-Seydim et al., 2011). However, 
not only the protein content may be related to kefir biomass 
increment. Indeed, changes in the chemical composition of 
fermentation media, such as vitamins, minerals, and carbo-
hydrates, may affect the kefir grains metabolism (Demirhan 
et al., 2013). For example, data suggested that the addition of 
brown sugar to the medium reduced biomass generation at 
the end of the fermentation time. Remarkable changes have 
been reported in microbial ecological profiles of lactic acid 
bacteria in sugary kefir grains and their filtrates, when brown 
sugar and goat or cow milk are used as substrates (Hsieh et 

al., 2012). According to Seydim et al. (2011), nonfat cow milk 
inoculated with kefir grains (2 %, w/v) and incubated at 25°C 
for 30 days had a 98.5% biomass increment (Guzel-Seydim et 
al., 2011). Schoevers & Britz (2003) inoculated milk (20 g/L fat) 
with kefir grains (2 %, w/v) and fermented at 25°C for 24 h, 
resulting in a biomass increase of 145 % (Schoevers and Britz, 
2003). Kefir grains biomass increase data collected during 
experimental fermentation time in mathematical modeling. 
Gompertz model has been demonstrated to accurately 
describe the classical growth curve and predict an optimal 
curve of kefir grains (Goršek and Tramšek, 2008). Results 
from fitting the predictive Gompertz growth model to the 
experimental data of kefir grains biomass increase in diffe-
rent substrates, are shown in Table 2. The highest maximum 
growth rate (µmax) and the lowest doubled time values were 
presented by GMK, 0.101 ± 0.014 h-1, and 6.80 ± 0.9 h, respec-
tively. In contrast, CMBSK had the lowest µmax and the highest 
doubled time values (p < 0.01) 0.046 ± 0.005 h-1, and 14.90 
± 0.40 h. Therefore, kefir grains biomass growth rate may be 
affected by cow milk and brown sugar substrates. Goršek and 
Tramšek (2008) reported µmax = 0.022 ± 0.003 h-1 with full fat 
cow milk added with glucose (20 g/L), inoculated with kefir 
grains (75 g/L) and incubated at 24°C for 36 h. Besides, the 
specific growth rate of lactobacilli species linearly decreased 
with the increment in sugars in liquid growth media. This 
effect was associated with the osmotic stress exerted by 
the sugars on the bacteria (Narendranath and Power, 2005). 
Several studies have reported the dominance of lactobacilli 
strains in kefir grains microorganisms (Izquierdo-González et 
al., 2019; Yilmaz-Ersan et al., 2016). On the other hand, it has 
been reported that full fat cow milk inoculated (42 g/L) with 
kefir grains and fermented at 21°C for 89 h presented µmax = 
0.042 ± 0.003 h-1 (Zajsek and Gorsefe, 2009). Kefir beverage is 
traditionally prepared inoculating kefir grains in milk; hence 
its productivity was also evaluated. Results showed that all 
substrates presented kefir grains biomass productivity at the 
end of the fermentation time (Figure 3). GMK had the highest 
(p < 0.01) kefir grains biomass productivity, 2.49 ± 0.24 g/(L-
h), meanwhile CMBSK presented the lowest values (p < 0.01), 
1.32 ± 0.02 g/(L-h). Results suggested that the kind of milk 
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Figure 2. Effect of substrate on kefir grain biomass increase. 
Figura 2. Efecto de los sustratos en el incremento de la biomasa de los 
granos de kéfir.

Table 2. Results from fitting experimental data of kefir grains inoculated in 
different substrates to the predictive Gompertz growth model.
Tabla 2. Resultados de la aplicación del modelo matemático de Gompertz 
a los datos experimentales derivados de la inoculación de los granos de 
kéfir en diferentes sustratos.

Treatment Maximum growth rate 
(µmax, h-1) Doubled time (h) R2

GMBSK 0.082 ± 0.005b   8.48 ± 0.5a 0.99

CMBSK 0.046 ± 0.001c 14.90 ± 0.4b 0.99

GMK  0.101 ± 0.014ab   6.80 ± 0.9a 0.99

CMK 0.095 ± 0.006a   7.30 ± 0.7a 0.99

a, b, c Different superscript letters within a column indicate significant diffe-
rences (p < 0.01).
Data represent the mean values ± SD (n = 3). GMBSK= Goat milk brown 
sugar kefir; CMBSK= Cow milk brown sugar kefir; GMK= Goat milk kefir; 
CMK= Cow milk kefir.
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and the media chemical composition, such as the addition 
of brown sugar, may play a key role in the kefir biomass pro-
ductivity. 

Effect of substrates on pH decrease
Changes in kefir beverages pH associated with subs-

trates were evaluated during fermentation time. Initially, 
goat and cow milk´s pH values were 6.3 ± 0.1 and 6.6 ± 0.2, 
respectively. According to the manufacturer’s information, 
kefir beverage fermentation stops at pH 4.7 (Savastano et 
al., 2020). This pH value was reached by most of the kefir 
beverages at 8 h of fermentation time (Figure 4). GMK pre-
sented significant lower (p < 0.01) pH values (4.74 ± 0.08) 
than CMBSK (4.96 ± 0.02). Whole cow milk inoculated with 5 
% (w/v) kefir grains from different places, in static conditions, 
presented a 4.57- 5.27 pH values range after 24 h of fermenta-
tion time (Korsak et al., 2015). Kefir grains are constituted by 
a consortium of symbiotic microorganisms, mainly bacteria 
such as lactic acid, acetic acid, bifidobacteria, and yeasts with 
different nutritional requirements (Wawrzyniak et al., 2019). 
Yeasts’ production of pyruvate, carbon dioxide, propionate, 
succinate, vitamins, and amino acids stimulates lactic acid 
bacteria metabolic activity, decreasing pH by generating 
organic acids (Álvarez-Martín et al., 2008). The pH kinetic va-
lues of kefir beverages were mathematically modeled using 
the Logistic equation (Table 3). There were no statistical 
differences (p > 0.01) between the lumped specific pH rates. 
However, GMBSK had the lowest lumped specific pH rate 
value, 0.033 ± 0.005 h-1, while CMBSK had the highest value, 
0.050 ± 0.000 h-1. A previous study reported that skimmed 
cow milk kefir fermented during 10 h had 0.048 h-1 specific 
pH rate value. Therefore, kefir beverage´s pH decrease was 
not clearly affected by kefir substrates.
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Figure 3. Effect of substrate on kefir grain biomass productivity. 
Figura 3. Efecto del sustrato en la productividad de la biomasa de los 
granos de kéfir.
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Figure 4. Effect of substrate on kefir beverages pH. 
Figura 4. Efecto del sustrato en el pH del kéfir.

Table 3. Results from fitting experimental pH data of kefir grains inoculated 
in different substrates using Logistic mathematical model.
Tabla 3. Resultados de la aplicación del modelo matemático Logístico a los 
datos experimentales de pH derivados de la inoculación de los granos de 
kéfir en diferentes sustratos.

Treatment Lumped specific rate of reaction (h-1) R2

GMBSK 0.033 ± 0.005a 0.95

CMBSK 0.048 ± 0.011a 0.95

GMK  0.046 ± 0.018a 0.94

CMK 0.050 ± 0.000a 0.98

a, b, c Different superscript letters within a column indicate significant diffe-
rences (p < 0.01). 
Data represent the mean values ± SD (n = 3).
GMBSK= Goat milk brown sugar kefir; CMBSK= Cow milk brown sugar kefir; 
GMK= Goat milk kefir; CMK= Cow milk kefir.

CONCLUSIONS
This study suggests that kefir beverage substrates 

play a key role in antioxidant activity, pH decrease, and kefir 
grain biomass increase. Goat milk was the substrate associa-
ted with the highest kefir beverage antioxidant activity, and 
kefir grain biomass productivity. On the other hand, brown 
sugar substrate significantly reduced the parameters of kefir 
grains biomass increase. The Gompertz and Logistic models 
adequately modeled the variation of kefir biomass produc-
tion and pH kefir beverages variation. Therefore, kefir subs-
trates selection and modeling may be a relevant strategy to 
increase grains biomass and bioactivity of these beverages 
and develop a cost-effective bioprocess. Nevertheless, in vivo 
studies and metabolomic analyses are needed to determine 
the molecular mechanisms of action of all active substances 
present in kefir beverages recognized as health promoters.
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RESUMEN
Rhyzopertha dominica (F.) es una plaga del trigo 

almacenado y para su control se usa indiscriminadamente 
sustancias químicas provocando resistencia a insectos, ade-
más de problemas ambientales y de salud. Por consiguiente, 
el objetivo fue evaluar el efecto de los aceites esenciales de 
Melaleuca viridiflora Gaertn, Lippia palmeri Watson y Eucalyp-
tus camaldulensis Dehnhardt sobre la mortalidad, repelencia, 
emergencia de R. dominica, y la pérdida de peso en trigo, 
saturando la atmósfera con diferentes concentraciones de 
aceites (0, 5, 10, y 15 μL/kg) y tiempos de exposición (24, 48 
y 72 h) sobre R. dominica. Los resultados mostraron actividad 
insecticida de los aceites quedando en el siguiente orden de 
importancia M. viridiflora, E. camaldulensis y L. palmeri. Existe 
una relación directamente proporcional en el parámetro 
de mortalidad con respecto al tiempo de exposición y la 
concentración de los aceites. De estos, el que mejor efecto 
exhibió fue M. viridiflora sobre la mortalidad de R. dominica, la 
emergencia de insectos adultos y la reducción en la pérdida 
de peso. Mientras, L. palmeri fue el que mejor repelencia pre-
sentó. Se concluye que los tres aceites esenciales presentan 
potencial actividad para el control de R. dominica disminu-
yendo la pérdida de peso en el grano. 
Palabras clave: Plaga, Aceites esenciales, almacenamiento, 
trigo.

ABSTRACT
Rhyzopertha dominica (F.) is a stored wheat pest and 

its control uses indiscriminately chemical substances that 
causes resistance to insects, as well as environmental and 
health problems. Therefore, the objective was to evaluate the 
effect of the essential oils of Melaleuca viridiflora Gaertn, Lip-
pia palmeri Watson, and Eucalyptus camaldulensis Dehnhardt 
on mortality, repellency, R. dominica emergence, and weight 
loss in wheat, saturating the atmosphere with different oil 
concentrations (0, 5, 10, and 15 µL/kg) and exposure times 
(24, 48 and 72 h) on R. dominica. The results showed insec-
ticidal activity of the oils and were arranged in the order of 
importance: M. viridiflora, E. camaldulensis and L. palmeri. 
There is a directly proportional relationship in the mortality 
parameter with respect to the oils exposure time and concen-

tration. Of these, the one that exhibited the best effect was 
M. viridiflora on the mortality of R. dominica, the emergence 
of adult insects and the reduction in weight loss. Whereas, L. 
palmeri showed the best repellency. It is concluded that the 
three essential oils have potential activity for the control of R. 
dominica, reducing the wight loss in the grain.
Keywords: Pest, essential oils, storage, wheat.

INTRODUCCIÓN
Uno de los problemas importantes durante el alma-

cenamiento de los granos de trigo son las pérdidas causadas 
por los insectos estimándose del 5 a 15% a nivel mundial 
(Nayak y Daglish, 2018). Entre las especies más comunes 
en cereales se encuentra Rhyzopertha dominica Fabricius 
(Coleoptera: Bostrichidae), que es una plaga cosmopolita 
primaria de desarrollo interno, es decir los adultos ponen 
los huevos en el exterior del grano y las larvas de primer 
estadio penetran y se desarrollan en el interior del grano 
hasta alcanzar el estado adulto que emerge del grano y se 
dispersa (Rees, 1995; Iturralde-García et al., 2020). Los mé-
todos de control de insectos durante el almacenamiento 
son de diferentes tipos, siendo el químico el más utilizado, 
donde su uso continuo y discriminado ha tenido un impacto 
ambiental negativo, incluyendo pérdidas de calidad de agua, 
contaminación del habitad natural (como en el caso del uso 
de bromuro de metilo), resistencia de las especies que eran 
objeto de control (con el uso de fosfina), junto con problemas 
de seguridad y exposición del consumidor a los residuos de 
plaguicidas en el alimento, en el aire y en el suelo (Bouvier et 
al., 2001). En la actualidad ha incrementado la demanda del 
consumidor por alimentos seguros, en el cual se han estado 
desarrollando métodos alternativos al control químico que 
son libres de residuos y que no produzcan daños en el medio 
ambiente para el control de insectos plagas de almacén. Uno 
de los métodos alternativos que han tomado relevancia es 
el uso de aceites esenciales debido a sus componentes que 
le confieren la función de tipo de insecticida natural (Batish 
et al., 2008; Martínez-Evaristo et al., 2015). En este contexto, 
los extractos y aceites esenciales se presentan hoy en todo 
el mundo, como una excelente alternativa ofreciendo, bio-
disponibilidad, biodegradabilidad y selectividad. Diversos 
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trabajos documentan la bioactividad de estos compuestos 
frente a diferentes insectos plaga de almacén (Reyes-Guzmán 
et al., 2012; Martínez-Evaristo et al., 2015; Yang et al., 2017; 
Ghabbari et al., 2018). Por lo anterior, el presente estudio 
es con el propósito de tener información y contribuir en la 
búsqueda de productos naturales que puedan controlar a R. 
dominica sin afectar la calidad del grano y evitar la pérdida 
de peso durante su almacenamiento. Por lo tanto, el objetivo 
del presente estudio fue evaluar el efecto de los aceites esen-
ciales de Melaleuca viridiflora Gaertn, Lippia palmeri Watson 
y Eucalyptus camaldulensis Dehnhardt sobre la mortalidad, 
repelencia, emergencia de R. dominica, así como la pérdida 
de peso en trigo. R. dominica, y determinamos la pérdida 
de peso del trigo producido por el insecto con tres tipos de 
aceite esencial a diferentes dosis y periodos de exposición.

MATERIALES Y MÉTODOS
Se utilizaron grano de trigo (Triticum aestivum L.) 

variedad tarachi. Los ejemplares de Rhyzopertha dominica 
provinieron de una colonia desarrollada en el laboratorio de 
Entomología del Departamento de Investigación y Posgrado 
en Alimentos de la Universidad de Sonora. La colonia se de-
sarrolló bajo condiciones controladas de temperatura (27 ± 
2 °C), humedad relativa (70 ± 5 %) y fotoperiodo (12L:12O). 
Después de siete días durante los cuales se llevó a cabo la 
oviposición, los insectos progenitores fueron removidos y 
los granos infestados se mantuvieron en incubación por 45 
días adicionales para la emergencia de nuevos insectos. La 
progenie resultante fue empleada para infestar las muestras 
de grano de trigo que se expusieron a los aceites esenciales.

Aceites esenciales
Los aceites esenciales utilizados fueron Melaleuca vi-

ridiflora Gaertn (Myrtales: Myrtaceae) obtenido del comercio 
local de la marca Soria natural distribuidos por la casa Her-
bofarm Madrid, España; Eucalyptus camaldulensis Dehnhardt 
(Myrtales: Myrtaceae) obtenido de hoja recolectada de 
árboles ubicados a 29° 00´ 44” N y 111° 08´ 02” O; y orégano 
Lippia palmeri Watson (Verbena: Verbenaceae) en 29º 02’ 52’’ 
N y 110° 50’ 16’’ O.

Extracción de los aceites esenciales en hoja
El aceite esencial fue extraído mediante el proceso 

de destilación por arrastre de vapor de agua siguiendo el 
Método Oficial de la A.O.A.C. 6.006 (Association of Official 
Analytical Chemists 1975), para lo cual se utilizó un destilador 
tipo Clevenger de capacidad de 2 L donde se colocaron 100 
gramos de hojas de las plantas que fueron recolectadas de 
E. camaldulensis y L. palmeri, cortadas a mano en partículas 
pequeñas de 2 cm. Una vez obtenidos los aceites se almace-
naron en viales color ámbar a 4 °C para su conservación.

Mortalidad de R. dominica
Se realizaron pruebas in vitro por saturación atmosfé-

rica para lo cual se añadieron 10 adultos de R. dominica de 
edades estandarizadas (10 días) con 5 g de trigo y se impreg-

naron discos de papel filtro de 2 cm de circunferencia con 
concentraciones de 5, 10 y 15 μL/kg para cada aceite esencial 
y a tres tiempos de exposición (24 48 y 72 h), en cajas Petri 
selladas con parafilm para prevenir la fuga de gases, así como 
un tratamiento sin añadir aceites esenciales como testigo. 
Se consideró como insecto muerto a todos los que no mos-
traron movimientos ante la punción con aguja de disección 
entomológica. Los resultados de mortalidad se calcularon 
mediante la fórmula de Abbott (1925). 

Índice de repelencia (IR) de R. dominica
Para evaluar la efectividad de los aleloquímicos 

vegetales volátiles (toxicidad, repelencia, concentraciones 
efectivas, tiempo de exposición u otros tipos de estímulos), 
se realizaron bioensayos con los tres tipos de aceites esencia-
les sobre R. dominica, utilizando un olfatómetro, adaptados a 
una técnica en común. Dos recipientes de plástico de 250 mL 
cada uno, se conectaron mediante un tubo de plástico de 15 
x 1 cm de diámetro en los que se abrió una pequeña ventana 
de 1 x 1 cm equidistante a los dos recipientes. En uno de los 
recipientes se colocó 10 g de grano entero tratado con la 
fracción de aceite esencial y en el otro recipiente se colocó 
10 g de grano entero sin tratar como control. Sobre esa dieta 
fueron aplicados los aceites con una concentración de 5, 10 y 
15 μL/kg con los respectivos testigos en blanco. Los envases 
se cerraron herméticamente quedando apoyados por una de 
sus caras para evitar movimientos y asegurar la estabilidad 
de la estructura. Luego de aplicado el aceite, se incorporaron 
20 adultos de R. dominica edades estandarizadas (10 días) en 
el centro del tubo a través del hueco central, que posterior-
mente fue sellado con parafilm.

Se registró el número de insectos en cada recipiente 
luego de 24, 48 y 72 horas para determinar repelencia y 
mortalidad respectivamente. Mediante esta evaluación olfa-
tométrica se pueden discriminar dos conductas: individuos 
que eligen la fuente aromática (atracción) y los que se alejan 
de ella (repelencia) dirigiéndose hacia los granos sin tratar. 
Para cada tratamiento se registró el número de insectos 
presentes en los envases, transformándolo en porcentaje 
de repelencia y/o mortalidad. Permitiendo calcular el índice 
de repelencia (IR) según lo descrito por Mazzonetto (2002), 
donde el tratamiento se clasifica como neutro si el índice es 
igual a 1, atrayente si es mayor a 1 y repelente si es menor a 1. 
El cálculo será por la siguiente fórmula:

Dónde: IR: Índice de repelencia
G: Porcentaje de insectos en el tratamiento
P: Porcentaje de insectos en el testigo

Emergencia de progenies (F1) de R. dominica
Para la estimar la emergencia se tomó una muestra 

representativa de 50 gramos con 20 ejemplares insectos de 
edades estandarizadas (10 días) para cada tratamiento con 
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los tres aceites esenciales, donde se aplicaron las dosis de 
5, 10 y 15 µL/kg a intervalos de exposición de 24, 48 y 72 h. 
Una vez transcurrido el período de exposición los insectos 
adultos y los granos fueron colocados en un frasco de vidrio 
y dejados en una cámara climática con las condiciones de 
temperatura de 27 ± 2 °C y una humedad relativa del 70 ± 
5%, por un periodo de 45 a 50 días para obtener la progenie 
(F1) del insecto R. dominica.

Pérdida de peso del grano de trigo
El grano del ensayo anterior para cada tratamiento fue 

utilizado para determinar la pérdida de peso. Esta evaluación 
se realizó siguiendo la técnica propuesta por Adams y Schul-
ten, 1976, en el que se compara el peso promedio del grano 
sano y daños de la muestra. Este método requiere el cálculo 
de la proporción en peso del grano dañado por el insecto y 
el porcentaje de grano no dañado y es calculado mediante la 
siguiente fórmula:

Donde S= peso de grano sano
D = peso de grano dañado
Ns = números de granos sanos
Nd = números de granos dañados
El porcentaje de grano dañado será calculado me-
diante la siguiente formula
Grano dañado (%) = Peso de granos dañados/peso 
original del grano x100

Análisis estadístico
El experimento se llevó a cabo en un arreglo factorial, 

donde el factor A son los aceites esenciales, factor B dosis (5, 
10 y 15 μL/kg) y el factor C tiempos (24, 48 y 72 h) y cinco 
repeticiones por tratamiento y testigo.

Los datos obtenidos de la mortalidad, el índice de 
repelencia, la emergencia de insectos adultos y la pérdida de 
peso en el grano se sometieron a un análisis de varianza de 
dos vías (ANDEVA). Todos los datos se compararon con Tukey 
a un nivel de significancia de 0.05. El análisis estadístico se 
realizó utilizando un paquete computacional JMP versión 8.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Mortalidad de R. dominica

La mortalidad en el tratamiento control fue cero, en el 
cual no existió una respuesta de muerte natural del insecto 
adulto en los periodos evaluados. Los tres tipos de aceite 
esencial mostraron una fuerte actividad contra R. dominica, 
obteniendo diferentes porcentajes de mortalidad entre los 
tratamiento y tiempos de exposición (Tabla 1). Además, su 
efectividad fue mayor al incrementar el tiempo de exposi-
ción y la dosis, existiendo una interacción entre los factores 
probados (Tabla 2). El aceite esencial de M. viridiflora fue el 
tratamiento que obtuvo una mayor efectividad sobre R. 
dominica alcanzando el 100% de mortalidad a las 24 h de 
exposición en todas las dosis probadas; el aceite de E. ca-

maldulensis presentó un efecto intermedio sobre el insecto 
y obteniendo una mortalidad completa en un periodo de 24 
h para las dosis de 10 y 15 µL/kg; el aceite de L. palmeri fue el 
tratamiento con menor incidencia sobre la plaga obteniendo 
una mortalidad de 82% con una dosis de 15 µL/kg a las 72 
h (Tabla 1 y 2). Sin embargo, la mortalidad obtenida en los 
tratamientos de L. palmeri a las dosis probadas de 5 y 10 µL/
kg se encontraron por debajo del límite establecido del 50% 
de mortalidad para el uso de productos de origen botánico 
(Lagunes, 1994).

Tabla 1. Porcentaje de mortalidad (Error estándar) de R. dominica expues-
tos con tres aceites esenciales a diferentes dosis y periodos de exposición.
Table 1. Percentage of mortality (Standard error) of R. dominica exposed 
with three essential oils at different doses and exposure times.

*Dosis 
(µL/kg) Aceite esencial

Tiempo (h)
24 48 72

5
M. viridiflora 94 ± 1.73ab 100a -

E. camaldulensis 86 ± 1.73b 100a -
L. palmeri 14 ± 1.73d 32 ± 1.41c 36 ± 1.73c

10
M. viridiflora 100a - -

E. camaldulensis 92 ± 1.41b - -
L. palmeri 32 ± 1.41d 32 ± 1.73d 46 ± 1.73c

15
M. viridiflora 100a - -

E. camaldulensis 100a - -
L. palmeri 46 ± 1.73d 64 ± 1.73c 82 ± 1.41b

Valores con diferente letra en cada dosis tratada son significativamente 
diferentes (Prueba de Tukey, P < 0.05).

 

Tabla 2. Prueba factorial del porcentaje de mortalidad para R. dominica en 
diferentes aceites esenciales, dosis y periodos de exposición.
Table 2. Factorial test of mortality percentage of R. dominica at different 
essential oils, doses, and exposure times

Parámetros 
estadísticos

Dosis (µL/kg)
5 10 15

Tiempo
F 53.91 27.28 131.63
P < 0.001 < 0.001 < 0.001
gl 2 2 2

Aceite esencial
F 865.66 1301.65 789.75
P < 0.001 < 0.001 < 0.001
gl 2 2 2

Tiempo*
Aceite esencial

F 5.86 8.34 131.63
P < 0.01 < 0.001 < 0.05
gl 4 4 4

Los grados de libertad de las repeticiones por los factores y sus interaccio-
nes fueron 44.

El uso de los aceites esenciales como alternativas de 
control en el manejo de plagas depende de la dosis y del pe-
ríodo de exposición. Se han demostrado que al incrementar 
la dosis de los aceites esenciales aumenta la eficiencia sobre 
los adultos de R. dominica, reportando mortalidades totales 
de este insecto a las 24 h de exposición utilizando dosis de 
hasta 129.03 µL/L(aire) de los aceites esenciales de Mentha puli-
geum L. (Lamiales: Lamiaceae), Lavanda stoechas L. (Lamiales: 
lamiaceae) y Ruta chalepensis L. (Sapindales: Rutaceae) (Ncibi 
et al., 2020). Además, se han reportado que al incrementar el 
tiempo de exposición la efectividad de los aceites de Eucalyp-
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tus globulus L. (Myrtales: Myrtaceae) y L. stoechas aumenta 
sobre el insecto R. dominica (Ebadollahi et al., 2010; Chandel 
et al., 2019). Estos resultados comparados con los datos ob-
tenidos en el estudio nos permiten subrayar la presencia de 
insecticidas potenciales contra R. dominica. 

Índice de Repelencia (IR) de R. dominica 
Los tres aceites esenciales registraron una actividad 

repelente sobre los adultos de R. dominica, obteniendo un IR 
menor de 1 en cada dosis y tiempos de exposición probado, 
lo cual los clasifica como repelentes. (Figura 1). 
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Figura 1. Índice de repelencia de R. dominica expuestos con tres aceites 
esenciales a diferentes dosis (A) 5 µL/kg, (B) 10 µL/kg y (C) 15 µL/kg. Valores 
con diferente letra son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, P < 
0.05).
Figure 2. Repellency index of R. dominica exposed with three essential oils 
at different doses A) 5 µL/kg, (B) 10 µL/kg y (C) 15 µL/kg. Values with differ-
ent letters are significantly different (Tukey’s test, P < 0.05).

Tabla 3. Prueba factorial del índice de repelencia de R. dominica en diferen-
tes aceites esenciales, dosis y periodos de exposición.
Table 3. Factorial test of R. dominica repellency index at different essential 
oils, doses, and exposure times.

Parámetros 
estadísticos

Dosis (µL/kg)
5 10 15

Tiempo F 4.91 26.74 10.81
P < 0.05 < 0.001 < 0.001
gl 2 2 2

Aceite esencial F 27.09 41.57 12.65
P < 0.001 < 0.001 < 0.001
gl 2 2 2

Tiempo*
Aceite esencial

F 1.86 11.40 2.99
P 0.139 < 0.001 < 0.05
gl 4 4 4

Los grados de libertad de las repeticiones por los factores y sus interaccio-
nes fueron 44

Además, el IR fue significativamente diferente para 
cada aceite esencial y tiempo de exposición en las diferentes 
dosis probadas, mostrando una interacción entre estos facto-
res para las dosis de 10 y 15 μL/kg (Tabla 3). El aceite de L. pal-
meri mostró una mayor actividad repelente sobre los adultos 
de R. dominica en todas las dosis probadas con respecto a los 
otros dos aceites esenciales (Figura 1). El aceite de M. viridiflo-
ra fue el que obtuvo un IR intermedio y el E. camaldulensis fue 
el aceite que menor actividad repelente presentó para cada 
dosis probada (Figura 1 A, B). Sin embargo, al incrementar 
la dosis a 15 µL/kg no mostró diferencias significativas con 
respecto al aceite de M. viridiflora (Figura 1 C).

El IR de los aceites esenciales en contra del insecto 
R. dominica depende de la especie de la planta donde se 
extrae el aceite esencial y el período de exposición, como es 
en el caso de E. camaldulensis que al incrementar el tiempo 
de exposición de 72 horas el IR disminuye, puede ser al que 
el insecto se va adaptando a los componentes volátiles del 
aceite esencial. Se ha observado este tipo de comportamien-
tos en R. dominica con los aceites esenciales de E. globulus 
y E. camaldulensis indicándose que los aceites esenciales 
ejercen un efecto activador del metabolismo de los insectos 
para sintetizar una mayor cantidad de enzimas amilolíticas, y 
así contrarrestar el efecto insecticida permitiendo al insecto, 
digerir el almidón del grano (Reyes-Guzmán et al., 2012). 
(Figura 1B). También se ha reportado que la concentración 
del aceite esencial influye sobre la actividad repelente, 
estudios con Eucalyptus globulus en contra de R. dominica 
encontraron que cuando la dosis se incrementa a 0.16, 0.24 
y 0.32 µL/cm2 la actividad repelente tiende aumentar a 43.5, 
47.5 y 62.5% respectivamente, después de las 36 horas de 
exposición (Aref y Valizadegan, 2015). Otros estudios han 
registrado la repelencia sobre R. dominica con el uso de otros 
aceites esenciales a una dosis de 70 µL/L aire de las especies 
de Eucalyptus kruseana, E. floribunda, E. dundasii L. (Myrtales: 
Myrtaceae) con un índice de repelencia de 0.23, 0.39 y 0.39, 
respectivamente (Aref y Valizadegan, 2015). Estos valores se 
encuentran dentro de los rangos observados en nuestros 
resultados obteniendo un IR máximo de 0.84 y un mínimo 
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de 0.12 para E. camaldulensis y L. palmeri, respectivamente 
(Figura 1). En base a los resultados obtenidos los aceites 
esenciales de L. palmeri, M. viridiflora y E. camaldulensis pue-
den ser considerados candidatos como agentes repelentes 
de R. dominica. 

Emergencia de la progenie (F1) R. dominica
La emergencia de adultos de R. dominica en el tratamiento 
control fue mayor en comparación con los demás tratamien-
tos con los aceites esenciales obteniendo una media de 41.8 
individuos (P < 0.05). Los tres aceites esenciales registraron 
emergencia de los individuos adultos de R. dominica (Figura 
2). 
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Figura 2. Emergencia de adultos de R. dominica expuestos con tres aceites 
esenciales a diferentes dosis (A) 5 µL/kg, (B) 10 µL/kg y (C) 15 µL/kg. Valores 
con diferente letra son significativamente diferentes (Prueba de Tukey, P < 
0.05).
Figure 2. Emergency of R. dominica adults exposed with three essential 
oils at different doses (A) 5 µL/kg, (B) 10 µL/kg y (C) 15 µL/kg. Values with 
different letter are significantly different (Tukey’s test, P < 0.05).

La emergencia de los adultos de R. dominica fue signi-
ficativamente diferente para cada aceite esencial y tiempo de 
exposición probados, mostrando una interacción entre estos 
dos factores para cada dosis tratada (Tabla 4). El aceite de M. 
viridiflora presentó un mayor efecto sobre la emergencia de 
R. dominica con respecto a los otros dos aceites esenciales, 
donde solamente lograron emerger una media de 1.2 indi-
viduos en la dosis de 15 µL/kg a las 24 h de exposición (Fi-
gura 2 C). El aceite de E. camaldulensis fue el que mostró una 
emergencia intermedia en general del insecto en todas las 
dosis probadas (Figura 2). El aceite L. palmeri a una dosis de 
5 µL/kg a un tiempo de exposición de 72 h fue el que obtuvo 
un menor efecto sobre la emergencia de R. dominica con una 
media de 21 adultos emergidos (Figura 1 A).

Tabla 4. Prueba factorial de la emergencia de adultos de R. dominica en 
diferentes aceites esenciales, dosis y periodos de exposición.
Table 4. Factorial test of the emergency of R. dominica adults at different 
essential oils, doses, and exposure times.

Parámetros 
estadísticos

Dosis (µL/kg)
5 10 15

Tiempo
F 209.33 91.87 25.94
P < 0.001 < 0.001 < 0.001
gl 2 2 2

Aceite esencial
F 33.01 109.32 8.72
P < 0.001 < 0.001 < 0.001
gl 2 2 2

Tiempo*
Aceite esencial

F 14.55 22.24 4.07
P < 0.001 < 0.001 < 0.01
gl 4 4 4

Los grados de libertad de las repeticiones por los factores y sus interaccio-
nes fueron 44

Otros estudios han reportado una inhibición total de 
la progenie F1 de R. dominica en dosis de 10 y 15 μL/kg del 
aceite esencial de Eucalyptus globulus a un tiempo de exposi-
ción 72 h, pero con el aceite de E. camaldulensis se tiene una 
emergencia máxima de 29.3 individuos por un tiempo de ex-
posición de 72 h y una mínima de 14 individuos a un periodo 
de 48 h, ambas con la dosis de 15 μL/kg (Reyes-Guzmán et 
al., 2012). Estos resultados con el aceite E. camaldulensis son 
similares a los obtenidos en nuestro estudio, teniendo el mis-
mo comportamiento que ha medida incrementa el período 
de exposición aumenta el número de adultos emergidos de 
R. dominica. Batish et al. (2008), reportó que impregnando al 
grano con el aceite esencial de Eucalyptus spp. se endurece la 
capa externa del huevo y previene su desarrollo por la falta 
de oxígeno. Sin embargo, en este estudio se obtuvo un efec-
to de estrés sobre el insecto adulto mediante la saturación de 
la atmosfera con los diferentes tipos aceite esencial utilizados 
y aumentando la dosis aplicada.

Pérdida de peso del grano de trigo
La pérdida de peso producido por R. dominica en el 

tratamiento control fue mayor en comparación con los trata-
mientos de los aceites esenciales obteniendo una media de 
11% (P < 0.05), además los tres aceites esenciales influyeron 
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sobre la alimentación del insecto (Tabla 5). La pérdida de peso 
obtenido fue significativamente diferente para cada aceite 
esencial y el tiempo de exposición, así como su interacción 
para los tratamientos de 5 y 10 µL/kg, para la dosis de 15 µL/
kg la interacción de los factores aceite esencial y tiempo de 
exposición no fue significativo (Tabla 4). El aceite de M. viri-
diflora fue el tratamiento que obtuvo una menor pérdida de 
peso registrando una mínima de un 0.22% con una dosis de 
15 µL/kg a las 24 h de exposición, mientras que el aceite E. ca-
maldulensis presentó una mayor pérdida de hasta un 4.61% 
con una dosis de 5 µL/kg a las 72 h de exposición (Tabla 5). 

Tabla 5. Porcentaje de la pérdida peso del trigo (Error estándar) producido 
por R. dominica expuestos con tres aceites esenciales a diferentes dosis y 
periodos de exposición.
Table 5. Percentage of wheat loss weight (Standard error) produced by R. 
dominica exposed to three essential oils at different doses and exposure 
times.

Dosis 
(µL/kg) Aceite esencial

Tiempo (h)
24 48 72

5
M. viridiflora 1.87 ± 0.07c 1.16 ± 0.11d 1.24 ± 0.04d

E. camaldulensis 0.76 ± 0.04e 4.33 ± 0.03b 4.61 ± 0.06a
L. palmeri 0.72 ± 0.04e 1.08 ± 0.05d 1.27 ± 0.07d

10
M. viridiflora 0.70 ± 0.06f 1.32 ± 0.07d 1.11 ± 0.04de

E. camaldulensis 1.73 ± 0.06c 3.68 ± 0.06b 4.17 ± 0.05a
L. palmeri 0.70 ± 0.05f 1.04 ± 0.05e 1.30 ± 0.08d

15
M. viridiflora 0.22 ± 0.09d 0.92 ± 0.47cd 0.80 ± 0.35cd

E. camaldulensis 1.66 ± 0.08bc 2.62 ± 0.12ab 2.19 ± 0.08b
L. palmeri 2.30 ± 0.09b 1.10 ± 0.08cd 3.56 ± 0.10a

Valores con diferente letra en cada dosis tratada son significativamente 
diferentes (Prueba de Tukey, P < 0.05).

Tabla 6. Prueba factorial de la pérdida de peso del trigo por R. dominica en 
los diferentes aceites esenciales, dosis y periodos de exposición.
Table 6. Factorial test of wheat loss weight by R. dominica at different 
essential oils, doses, and exposure times.

Parámetros 
estadísticos

Dosis (µL/kg)
5 10 15

Tiempo
F 46.01 132.52 8.49
P < 0.001 < 0.001 < 0.01
gl 2 2 2

Aceite esencial
F 80.73 312.23 23.18
P < 0.001 < 0.001 < 0.001
gl 2 2 2

Tiempo*Aceite 
esencial

F 52.35 41.87 0.75
P < 0.01 < 0.001 0.475
gl 4 4 4

Los grados de libertad de las repeticiones por los factores y sus interaccio-
nes fueron 44

La pérdida de peso para cada aceite esencial fue 
variando a medida que se trataban con diferentes dosis, en 
la dosis de 5 µL/kg los aceites que obtuvieron una menor 
pérdida de peso fueron E. camaldulensis y L. palmeri, para 
la dosis de 10 µL/kg fueron M. viridiflora y L. palmeri, y final-
mente en la dosis de 15 µL/kg fue M. viridiflora. Estos datos 
fueron registrados a las 24 h de exposición, sugiriendo que al 
incrementar el periodo de exposición con los aceites esencia-

les el insecto suele adaptarse a ellos y aumenta su actividad 
metabólica. La actividad metabólica de R. dominica depende 
de sus enzimas digestivas que le permiten alimentarse de los 
granos y están conformadas por isoamilasas que hidrolizan 
el almidón y enzimas del tipo serina proteasas (Zhu-Salzman 
et al., 2003; Cinco-Moroyoqui et al., 2008; Osuna-Amarillas et 
al., 2012). 

Otros estudios han registrado alteraciones en la 
fisiología nutricional con Sitophilus oryzae L. (Coleoptera: 
Curculionidae) utilizando el aceite esencial de hojas y frutos 
de Schinus molle L. (Magnoliopsida: Anacardiaceae), además, 
el aceite de frutos produjo efecto inhibitorio de la alimenta-
ción con un índice fagodisuasivo de 62% (Benzi et al., 2009). 
En nuestro estudio la pérdida de peso del trigo fue menor 
en los tratamientos con los aceites esenciales con respecto 
al control debido a que la emergencia de la nueva gene-
ración F1 fue relativamente baja. Además, se sugiere que 
los estados larvarios (etapa con mayor apetito del insecto) 
fueron afectados por estar expuestos a los aceites esenciales 
alterando su alimentación, ya que los componentes de los 
aceites esenciales por lo general son desfavorables para el 
insecto, produciendo una inhibición de su alimentación u 
ovoposición (Cruzat et al., 2009). 

CONCLUSIONES
El potencial de efectividad de los aceites esenciales 

para el control correctivo de la plaga R. dominica difiere 
de acuerdo con el tipo de aceite esencial quedando en el 
siguiente orden: M. viridiflora, E. camaldulensis y L. palmeri. 
La mortalidad de R. dominica incrementa con el aumento de 
las dosis y el periodo de exposición. Además, entre los aceites 
esenciales probados M. viridiflora fue el que ejerció un mayor 
efecto inhibitorio sobre la emergencia de R. dominica y a su 
vez obtuvo la mayor reducción en la pérdida de peso en el 
grano de trigo. También, los aceites esenciales seleccionados 
mostraron tener un control preventivo sobre el insecto, sien-
do L. palmeri el que mostró mayor actividad repelente con 
respecto a los otros dos aceites esenciales. Sin embargo, al 
incrementar el periodo de exposición con los aceites esencia-
les disminuía su actividad repelente. Estos aceites esenciales 
pueden ser utilizados como una alternativa natural para re-
ducir la presencia de insectos durante el almacenamiento de 
trigo, constituye una herramienta de bajo impacto ambiental 
adaptada a las necesidades socio-económicas de pequeños 
y medianos productores. 
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