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Abstract

The development of supplements is a strategy to promote population health. This study aimed to
develop a powdered supplement containing mesquite flour, pea protein, cocoa, agavins, xanthan
gum, vitamins, and minerals; characterize its phytochemical and nutritional composition; and
evaluate its glycemic index, glycemic load, and effects on bone mineral density and body
composition. The impact of particle size and mixing time on wettability, solubility, fluidity, and foam
stability was assessed through physicochemical analysis; formulations with 600 pum particles
exhibited greater stability, water absorption, solubility, and fluidity. The nutritional profile was
established in accordance with NOM-051-SCFI/SSA1-2010, yielding an energy value of 366.03
kcal/100 g, with 29.53 g of carbohydrates, 58.59 g of proteins, and 1.15 g of lipids. The phytochemical
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profile identified by LC-MS/MS revealed a polyphenol content of 6608.57 ug/100 g, highlighting
hydroxycinnamic acids (2597.12 ug/100 g), flavanols (1606.77 ug/100 g), and flavonols (1526.47
ng/100 g). In an adult intervention study (n=32, 18-40 years, 30 g/day for two months), the
supplement showed a glycemic index of 11.18 and a glycemic load of 5.59. Consumption improved
bone health in both sexes, particularly in the radial and femoral regions, and reduced body fat,
especially visceral fat.

Keywords: supplement, functional food, bone health, body composition, health

Resumen

El desarrollo de suplementos es una estrategia para favorecer la salud poblacional. Este estudio
buscé elaborar un suplemento en polvo con harina de mezquite, proteina de chicharo, cocoa,
agavinas, goma xantana, vitaminas y minerales; caracterizar su composicién fitoquimica y
nutricional; y evaluar indice glucémico, carga glucémica y efecto sobre densidad mineral dsea y
composicion corporal. Se analizé fisicoquimicamente el impacto del tamafio de particula y tiempo
de agitacion sobre humectabilidad, solubilidad, fluidez y estabilidad de la espuma; las
formulaciones con particulas de 600 um mostraron mayor estabilidad, absorcién de agua,
solubilidad y fluidez. El perfil nutricional se establecié conforme a la NOM-051-SCFI/SSA1-2010,
obteniéndose un valor energético de 366.03 kcal/100 g, con 29.53 g de carbohidratos, 58.59 g de
proteinas y 1.15 g de lipidos. El perfil fitoquimico identificado por LC-MS/MS mostr6 un contenido
de 6608.57 ug/100 g, destacando acidos hidroxicinamicos (2597.12 ug/100 g), flavanoles (1606.77
ug/100 g) y flavonoles (1526.47 ug/100 g). En el modelo de intervencion en adultos (n=32, 18-40 afios,
dosis de 30 g/dia por dos meses), el suplemento presentdé un indice glucémico de 11.18 y carga
glucémica de 5.59. Su consumo mejord la salud dsea en ambos sexos, especialmente en regiones
radial y femoral, y redujo grasa corporal sobre todo visceral.

Palabras clave: suplemento, alimentos funcionales, salud 6sea, composicion corporal, salud

1. Introduction

The development of nutritional supplements with functional ingredients represents a
promising strategy for supporting metabolic and bone health, thereby contributing to body
recomposition and musculoskeletal integrity in adults. An appropriate combination of
macronutrients (proteins, carbohydrates, and lipids, as primary sources of energy and structural
substrates) and micronutrients (vitamins and minerals, required cofactors for enzymatic catalysis
and regulators of metabolic homeostasis), together with glycemic index and caloric content, can
promote body recomposition and maintenance of musculoskeletal tissue through thermogenesis and
bone regeneration processes (Martiniakova et al., 2022).

Cocoa-derived compounds contribute to the prevention of cardiovascular, neurodegenerative,
metabolic, and bone-related conditions (Fideles et al., 2023). Xanthan gum, employed as a stabilizing
agent in cocoa-based beverages, enhances viscosity and stability without affecting antioxidant
activity (Muhammad et al., 2021). In addition, agave, mesquite, and pea protein provide dietary
fiber, polyphenols, and proteins with anabolic, hypoglycemic, hypolipidemic, and prebiotic
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properties, which promote the balance of the gut microbiota and metabolic homeostasis (Jaimes-
Morales et al., 2022; Medina-Larqué et al., 2022; Wang et al., 2022).

Considering these physiological benefits, it is relevant to assess the use of functional supplements in
clinical settings where body composition alterations (such as visceral and subcutaneous fat
accumulation and decreased bone mineral density) are increasingly observed, even in adults under
45 years old. These conditions may compromise quality of life and predispose to long-term health
difficulties (Herath et al., 2022). Diagnostic assessment is typically performed via dual-energy X-ray
absorptiometry (DXA), the gold-standard imaging modality for estimating T-scores (-1.0 to -2.5) and
accurately measuring fat, lean, and bone mass, as well as body fat distribution.

Based on this evidence, a supplement was formulated with functional ingredients (mesquite flour,
pea protein, non-alkalized cocoa, agavins, xanthan gum as a stabilizer, and a premix of vitamins and
minerals) to characterize its physicochemical and nutritional properties, determine its glycemic
index and glycemic load, and evaluate its effects on bone mineral density and body composition in
a longitudinal study involving adult men and women.

2. Materials and methods

2.1 Materials

2.1.1 Chemical reagents

Catechin, epicatechin, epigallocatechin gallate, procyanidin Bl, quercetin, quercetin-3-O-
glucoside, naringenin, apigenin, rutin, hesperidin, taxifolin, phloretin, phloridzin, kaempferol,
quinic acid, protocatechuic acid, syringic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, p-coumaric acid,
shikimic acid, gallic acid, salicylic acid, ferulic acid, sinapic acid, trans-cinnamic acid, and benzoic
acid were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Acetonitrile, formic acid, and
ethyl acetate were obtained from ].T. Baker Inc. (Phillipsburg, NJ, USA). The vitamin and mineral
premix (A, Bi1 (thiamine), Bz (riboflavin), Bs (pantothenic acid), Bs (pyridoxine), Bz (biotin/H), Be (folic
acid), Biz (cobalamin), C (ascorbic acid), Ds (cholecalciferol), K, calcium, phosphorus, potassium,
magnesium, iron, zinc, copper, manganese) was purchased from Alimentos América S.A. de C.V.
(Guadalajara, Jalisco, Mexico).

2.1.2 Experimental materials

Mesquite pods were collected in Durango, Dgo., Mexico (24° 02’ N, 104° 40" W). The pods
were disinfected using a 1 % sodium hypochlorite solution, dried at 32 °C for 36 hours, pulverized,
and homogenized through a 2 mm mesh sieve. The resulting flour was vacuum-sealed and stored at
ambient temperature until use. Pea protein isolate (90 % protein content) was obtained from a local
commercial supplier. Agavins were acquired from Nutriagaves de México (Guadalajara, Jalisco,
Mexico). Cocoa powder and xanthan gum were sourced from a local retail outlet in Durango, Dgo.,
Mexico.
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2.1.3 Formulation and mixing procedure

The supplement was formulated by mixing powders at different proportions, including
hydrolysed pea protein, mesquite flour (Prosopis juliflora), agave fructans, non-alkalized cocoa
powder, xanthan gum, and a premix of vitamins and minerals (Table 1). All powders were
homogenized to ensure a uniform mixture and transferred to a 250 mL beaker, where they were
stirred using an Ika Eurostar Power digi-visc homogeniser (Staufen, Germany) equipped with helical
turbine geometry, at 50 rpm for 0, 180, and 240 seconds.

Table 1. Distribution of powders in the supplement blend
Tabla 1. Distribucién de los polvos en la mezcla del suplemento

Ingredients Proportion (% w/w)
Pea protein 72

Mesquite powder 16

Agave fructans 6

Non-alkalized cocoa powder 5

Xanthan gum 0.50

Vitamins 0.25

Minerals 0.25

This formulation was used as the foundational matrix for all
assays conducted in this study

2.2 Methods

2.2.1 Physicochemical analysis of powder attributes
2.2.1.1 Bulk and compacted density

Bulk density and compacted density of the powder mixture were evaluated according to the
methodology described by Camargo et al. (2019). To determine Bulk density, 10 g of the sample was
weighed and transferred to a 25mL graduated glass cylinder (2.5cm in diameter). The volume
occupied by the powder was recorded directly from the cylinder. Compacted density was obtained
using the same cylinder and sample mass. The cylinder was tapped 30 times against a stainless steel
surface covered with a sheet of ethylene vinyl acetate, and the final volume was recorded. Both
densities were calculated as the ratio of sample mass to the volume occupied in the cylinder (Goula
and Adamopoulos, 2012).
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2.2.1.2 Wettability

Wettability was determined using a previously established method (Ji et al., 2016). A 6g
portion of each powder sample was carefully sprinkled into a 400 mL beaker (70 mm diameter)
containing 100 mL of distilled water at 25 °C. The time required to achieve complete wetting was
recorded.

2.2.1.3 Solubility

Solubility was determined following the procedure proposed by Liaotrakoon et al. (2022).
One gram of powdered sample was weighed into a centrifuge tube, mixed with 10 mL of distilled
water, and vigorously homogenized. The mixture was incubated at 37 °C for 30 min, followed by
centrifugation at 3000 rpm for 10 min. The insoluble residue was dried in a convection oven at 105 °C
for 3 h. Solubility was expressed as the percentage of soluble solids, calculated using Eq. (1).

(g of residue)

Solubility = ( ) x 100 Eq. )

(g de sample)

2.2.1.4 Carr and Hausner indices

The Carr and Hausner indices were calculated using the method proposed by Macias-Cortés
et al. (2022). In summary, the Carr index was determined using Eq. (2) and the Hausner index using

Eq. (3).

(Bulk density — tapped density)
Carr Index = ( : x 100 Eq. (2)
tapped density
Bulk density
Hausner Index = —————— Eq. 3)
Tapped density

2.2.1.5 Foam properties

Foam formation in reconstituted powders was considered a fundamental quality parameter,
closely linked to consumer acceptance. Foams were produced by vigorously shaking a sealed
cylindrical container (130 mL internal volume, graduated to 100 mL in 1 mL increments) filled with
40 mL of solution and 90 mL of air (Marinova et al., 2017). Foam stability was evaluated across three
time points (0, 180, and 600 s) during a 600-second observation. The total volume of foam and
underlying liquid (VF+L, upper limit) and the volume of drained liquid (VDrL, lower limit) were
registered. Calculation of the liquid fraction within the foam (&) was performed based on Eq. (4), and
the gas fraction (¢7') was determined using Eq. (5) (Marinova et al., 2017).

(40 — VDrL)
" (VF+L-VDrL)

Eq. (@)
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—1 _ Vtotal

= Eq. (5)

Vgas

2.2.2 Characterization of the supplement
2.2.2.1 Determination of caloric content

The energy content of the supplement was estimated based on its nutritional composition,
in accordance with Mexican Official Standard NOM-051-SCFI/SSA1-2010. Quantification of the total
macronutrient content (proteins, lipids, and carbohydrates) was performed. Subsequently,
Atwater’s general conversion factors were applied, assigning 4 kcal per gram to proteins and
carbohydrates, and 9 kcal per gram to lipids (Sanchez-Pefia et al., 2017). Results were represented as
kilocalories per 100 grams of supplement (kcal/100 g).

2.2.2.2 Phytochemical characterization

Triplicate portions of 100 mg were prepared for phytochemical analysis. The samples
dissolved in distilled water at a 1:10 (w/v) ratio and homogenized for 1 minute using an Ultra-Turrax
(Ika Eurostar Power Digi-visc homogenizer, Staufen, Germany) for 1 minute. The homogenates were
centrifuged, and the supernatant was recovered. Subsequently, liquid-liquid microextraction was
performed with ethyl acetate (2:1, v/v). Vortex agitation was applied for 1 minute, and the sample
was then centrifuged to recover the organic phase. The washing was repeated a second time. Both
supernatants were combined in a single tube and concentrated using a Labconco CentriVap
centrifugal vacuum concentrator (Thermo Fisher Scientific, US). The samples were dissolved in 200
uL of methanol and filtered using 0.45 um PTFE membranes before analysis.

The phytochemical profile was defined according to the methodology described by De Santiago-
Romero et al. (2024). Chromatographic separations were performed using LC-MS/MS, employing
7.5 mM formic acid in Milli-Q water (solvent A) and acetonitrile (solvent B). A concentration gradient
of solvent B was applied at 0, 1.2, 3.8, 11.4, and 13.2 minutes, with concentrations of 3 %, 9 %, 16 %,
50 % and 3 %, respectively. An Acquity BEH C18 column (1.7 um, 2.1 x 50 mm) was used at 35 °C,
with a constant flow rate of 0.250 mL/min! and a stabilisation time of 2.8 minutes at 3 % solvent B.
Electrospray ionisation (ESI) was performed in negative mode, using nitrogen as the nebulising gas.
ESI source included a capillary voltage of 2.25 kV, cone voltage of 30 V, and a collision gas flow of
0.15mL/min". Collision energies were adjusted to 5.0 eV for MS and 20.0 eV for MS/MS. Desolvation
and source temperatures were maintained at 400 °C and 150 °C, respectively. Compounds were
identified and quantified through multiple reaction monitoring (MRM), ensuring selective detection.

2.2.3 Biological methods (human intervention model)

The intervention model was approved by the Research Ethics Committee of Comité de Etica
en Investigacion (CEITecNM/LT. Durango) (registration number CEI-003-2022-0301-003). A non-
probabilistic convenience sampling technique was applied, as the participants were volunteers who
met the inclusion criteria and provided written informed consent. This approach is both ethically
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acceptable and methodologically consistent for exploratory nutritional interventions in healthy
populations. It enabled the determination of the glycemic index and glycemic load of the supplement
through a cross-sectional assessment, in accordance with International Standard ISO 26642:2010(E).
The effect of supplement consumption on body indicators and bone density was also analyzed
through a longitudinal assessment.

a RECRUITMENT
e (n=32)
o) Beginning of intervention study
= (n=32)
I
[ |
Men Women
17/32 15/32

l |
I

Taking of vital signs
Consumption of first dose of the supplement

=
3) Determination of the glycemic index and glycemic load
First DXA scan
[
Men Women
Desertion of 17/32 15/32
participants: I ]

Non-attendance to the |
study —

Second DXA scan

End of intervention study (n=26)
|
Men Women
11726 15/26

I l
[

Data analysis and results of
the intervention study

/

(5)

)

Figure 1. Flow of participants through the study stages. (1) recruitment (n = 32); (2) intervention start (17 men,
15 women); (3—4) supplement intake, glycemic index and load assessment, DXA scans (baseline and after 2
months), with dropout of 6 men; (5) final data collection and analysis

Figura 1. Se muestra el flujo de los participantes a través de las etapas de (1) reclutamiento (n = 32); (2) inicio
de intervencién (17 hombres, 15 mujeres); (3)-(4) consumo del suplemento, medicién de indice y carga
glucémica, escaneos DXA (inicio y 2 meses), registrando disercion por abandono del estudio de 6 hombres; (5)
obtencion de resultados y analisis final

A total of 32 participants (15 women and 17 men) were initially recruited. Eligibility required an age
range of 18 to 40 years and the absence of any metabolic disease diagnosis, which was verified
through the clinical record of each participant. Evaluations were conducted at the facilities of the
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Laboratorio Nacional CONAHCYT de Apoyo a la Evaluaciéon de Productos Bioticos (LaNAEPBi),
part of the Tecnoldgico Nacional de México /I.T. Durango. After signing the informed consent form,
clinical records were initiated, including the recording of vital signs such as blood pressure,
respiratory rate, heart rate, and oxygen saturation. Body composition was assessed via DXA,
providing data on weight (kg), body mass index (kg/m?), fat, lean and bone mass (%), subcutaneous
adipose tissue area (cm?), and bone mineral density in various anatomical regions (radius, femur,
and spine). Participants were directed to consume a daily dose of 30 g of the supplement dissolved
in water, a portion defined in the study design as practical, safe, and consistent with ranges reported
in nutritional interventions (20—40 g/day) and commercial powdered supplements. Following the
initial dose, a glucose tolerance test was performed to determine the glycemic index and glycemic
load of the supplement. Daily supplementation continued for two months. At the end of the
intervention, the DXA scan was repeated to assess post-intervention changes in body composition

(Fig. 1).
2.2.4 Experimental design and data analysis

Experimental data of physicochemical properties were expressed as mean * standard
deviation, and the data of biological model were expressed as mean + standard error due to the
nature of the data. A one-way analysis of variance (ANOVA) was performed, followed by Tukey's
post hoc test for multiple comparisons (p < 0.05 was considered statistically significant), using
Statistica v12.1 software (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Mixture homogeneity was assessed through
analysis of skewness and kurtosis. T-scores and body composition variables were analyzed using
the relative change method (Fold Change) via the MetaboAnalyst v6.0 platform.

3. Results and discussion

3.1 Physical properties of the supplement

The analyses were performed on the formulated supplement, and all results reflect the
properties of the complete mixture (Table 1). Based on the data presented in Table 2, both mixing
time and particle size had statistically significant effects (p <0.05) on the specific evaluated responses.
However, the analysis of variance showed that the interaction between mixing time and particle size
did not significantly influence the results (p > 0.05), suggesting that each variable independently
impacts the physical properties of the supplement. Regarding wettability, a higher water absorption
capacity was observed in treatments with 600 pm particles, probably attributable to a lower specific
surface area and increased porosity, potentially facilitating water penetration into the particle matrix.
This property is essential, as powder reconstitution represents the initial stage of the process (Gaudel
et al., 2023). Conversely, the decrease in wettability with increasing mixing time could be due to
physical redistribution of the particles; in this case, the resulting values may represent a weighted
average of the entire mixture (Ong et al., 2020).

In terms of solubility, the 600 um particle size showed greater solubility compared to smaller sizes
(25 % vs. 21 %) (p < 0.05). This behaviour can be attributed to the presence of mesquite flour, which
is rich in carbohydrates that enhance molecular interactions, favouring system solubility. Although
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mixing time did not exert a statistically significant effect on this parameter, its indirect influence may
be related to the dispersion of soluble ingredients. These values were consistent with results reported
by Lai et al. (2024) in alfalfa leaf powder mixtures. In particular, the results for bulk and compact
density did not indicate statistically significant differences with respect to mixing time or particle
size, indicating that these properties are more influenced by powder composition than by processing
conditions.

To evaluate fluidity, the intermediate mixing time condition was selected to calculate the Carr and
Hausner indices. The values obtained were favorable (Table 2), indicating that the presence of pea
protein decreases the cohesion of the particles present in the supplement, promoting its handling
and transport; therefore, the addition of ingredients that could enhance fluidity is not necessary. The
Hausner index and the Carr index are two empirical parameters, closely related to each other, that
are used to estimate the flowability of a powder. Despite the above, it is essential to mention that the
Carr index was developed based on the concept that the more compressed a material is, the less
flowable it will be. In contrast, the Hausner index was conceived as an indicator of the friction
conditions between powders (Saker et al., 2019). Therefore, based on the data shown and the
description above, the addition of an ingredient is not necessary.

Table 2. Rehydration and flow properties of the powders used to obtain the supplement
Tabla 2. Rehidratacién y propiedades de fluidez de los polvos utilizados para obtener el suplemento

Time Particle size Bulk density Compact Hausner Solubility
(s) (mm) (g/cm3) density (g/cm?) Carr index index Wettability (s) index (%)
0 0.600 0.302+0.08 0.397+0.00 23.90£1.50 1.31+0.02 33.0£0.50 25.46+0.40
0 0.250 0.299+0.02 0.423+0.01 24.2241.10 1.42+0.12 26.5£0.50 26.8310.05
0 0.145 0.285+0.01 0.401+0.00 29.05£1.12 1.41+0.02 25.5+0.50 21.1341.10
180 0.600 0.294+0.00 0.411+0.00 28.46+0.00 1.40+0.00 35.0£0.50 26.70+0.50
180 0.250 0.295+0.01 0.401+0.00 26.68+1.25 1.360.02 25.5+0.50 21.50+2.70
180 0.145 0.302+0.01 0.401+0.00 25.6842.24 1.31+0.04 25.5+0.50 20.30£1.63
240 0.600 0.294+0.00 0.397+0.00 25.93£0.74 1.34+0.01 36.5£0.50 24.81+0.40
240 0.250 0.295+0.01 0.409+0.01 28.11£0.20 1.38+0.00 25.5£0.50 23.23+0.60
240 0.145 0.292+0.01 0.406+0.01 28.20£0.30 1.38+0.00 25.5£0.50 21.53+0.05

The results are expressed as mean + standard deviation

The results in Table 3 show the foaming values at different times. In the case of foaming at time zero,
it can be seen that mixing time has an influence, as a higher liquid fraction value (¢) was observed in
the powders that were mixed (0.81 vs. 0.76, approximately), regardless of the foaming time applied.
Although this behavior becomes insignificant over time (¢ at 0 s vs. € at 600 s), there is a tendency



Herrera-Rocha et.al

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, e2089

for foam stability to improve in treatments with longer mixing times, as the liquid fraction remains

constant.

Table 3. Foaming properties of reconstituted powder mixtures
Tabla 3. Propiedades espumantes de las mezclas de polvos reconstituidos

Time Particle size

(s) (mm) e0s €180 s €600 s (e-1)0s (e-1)180 s (e-1)600 s
0 0.600 0.76x0.02 0.77+0.02 0.77+0.02 0.24+0.02 0.23+0.02 0.23+0.02
0 0.250 0.77+0.03 0.79+0.02 0.79+0.02 0.23+0.03 0.21+0.02 0.21+0.02
0 0.145 0.80+0.02 0.81+0.01 0.81+0.03 0.20+0.02 0.19+0.03 0.19+0.03
180 0.600 0.81+0.03 0.81+0.01 0.81+0.01 0.19+0.03 0.19+0.01 0.19+0.01
180 0.250 0.78+0.03 0.78+0.02 0.78+0.02 0.22+0.03 0.22+0.02 0.22+0.02
180 0.145 0.80+0.03 0.80+0.03 0.80+0.03 0.20+0.03 0.20+0.03 0.20+0.03
240 0.600 0.80+0.02 0.79+0.02 0.80+0.01 0.20+0.02 0.21+0.02 0.20+0.01
240 0.250 0.77+0.02 0.78+0.02 0.77+0.02 0.23+0.02 0.22+0.02 0.23+0.02
240 0.145 0.76x0.02 0.78+0.01 0.78+0.01 0.24+0.02 0.22+0.01 0.22+0.01

The results are expressed as mean + standard deviation

Regarding particle size, no significant influence was observed on the liquid or gas fraction of the

foam, indicating that this variable does not directly impact the foam formation capacity or stability

under the conditions evaluated. The drainage volume, calculated as the difference between the
liquid fraction at 600 s and at 0 s, showed that the agitation time had a positive influence on foam

stability (Fig. 2). No significant change was recorded in the agitated powders. In contrast, an increase

in drainage volume was observed in the non-agitated powders. The homogenization of the powder

can explain this behavior during agitation, which allows for a more uniform distribution of the

protein in the system, favoring the formation of more stable bubbles (Narsimhan and Xiang, 2018).

In addition, the inclusion of xanthan gum in the mixture may have contributed to the observed

stability, as this polysaccharide supplies structural support to the foam formed by the protein,

preventing premature collapse of the foam matrix (Sheng et al., 2021).

10
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Figure 2. Effect of agitation time on the liquid drainage of the foam in the reconstituted supplement. The bars
indicate the standard deviation, while the dots are the average values

Figura 2. Efecto del tiempo de agitaciéon sobre el drenaje liquido de la espuma en el suplemento reconstituido.
Las barras indican la desviacién estandar, mientras que los puntos son los valores medios

3.2 Supplement formulation

The supplement formulation had a functional and phytochemical profile, as detailed in Table 4. The
total caloric content was 366.03 kcal/100 g with a macronutrient distribution of 29.53 g of
carbohydrates, 58.59 g of protein, and 1.15 g of lipids. This composition primarily consists of a
protein supplement, which may promote muscle protein synthesis processes and help regulate
energy metabolism (Lim et al., 2024). Micronutrient analysis revealed that the vitamin and mineral
premix contained 430.93 mg/100 g, reinforcing its functional potential to contribute to physiological
functions, including bone mineralization processes and electrolyte balance (Schiefermeier-Mach et
al., 2020).

As a complement to the formulation, the intervention study helped determine the glycemic index
and glycemic load, with values of 11.18 and 5.59, respectively. This indicates a low glycemic
response, which is proper for preventing metabolic sensitivity or the risk of insulin resistance (Yu et
al., 2025). These parameters are vital for preventing postprandial glucose and insulin spikes,
especially in preventive contexts and in metabolic disorders such as type 2 diabetes mellitus or
insulin resistance (Peres et al., 2023).

11
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Table 4. Nutritional statement for the dietary supplement developed from mesquite flour, agave
fructans, agavins, cocoa, pea protein, and a blend of vitamins and minerals

Tabla 4. Declaracion nutricional del suplemento dietético elaborado a partir de harina de mezquite,
fructanos de agave, agavinas, cacao, proteina de chicharo y una mezcla de vitaminas y minerales

Macronutrients Amount per100 g
Energy content 366.03 kcal
Total protein (g) 58.59

Pea protein 42.18
Total lipids (g) 1.51

Total carbohydrates (g) 29.53
Agave fructans 4.72
Micronutrients Amount per 100 g
Total vitamins (mg/100 g) 430.993
Thiamine (B1) 2.33
Riboflavin (B2) 2.64
Pantothenic acid (Bs) 10.88
Retinol (A) 1.55

Folic acid 311.11
Pyridoxine (Bs) 3.11
Ascorbic acid (C) 91.33
Cholecalciferol (Ds) 7.77

Biotin (H) 0.150
Vitamin K 0.120
Cyanocobalamin (B12) 0.003
Total minerals (mg/100 g) 1834.68
Calcium 871.27
Phosphorus 566.57
Potassium 244.70
Magnesium 137.25
Iron 5.88

Zinc 5.88
Copper 1.17
Manganese 1.96
Additional information Amount per 100 g
Non-alkaline cocoa (g/100 g) 5.00

12
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Total polyphenols (ug/100 g) 6608.57
Glycemic index (GI) 11.18
Glycemic load (GL) 5.59

The data correspond to the nutritional profile of the supplement used in the experimental
trials described in this study

Chemical characterization identified 35 polyphenolic compounds, with a total abundance of 6608.57
+ 168.60 pg/100 g, predominantly hydroxycinnamic acids (2597.12 + 106.65 ug/100 g), flavanols
(1606.77 + 65.85 ug/100 g), and flavonols (1526.47 + 94.96 ug/100 g), identified for their antioxidant
activity and modulating effects on inflammatory and metabolic pathways (Rudrapal et al., 2024).
Flavanones (9.84 +0.73 ug/100 g) and flavones (3.82 + 1.75 ug/100 g) were found in lower abundance,
completing the bioactive profile of the supplement (Table 5). These compounds, together with the
functional synergy of the base ingredients (pea protein, mesquite flour, agave fructans, cocoa, and
the vitamin and mineral premix), support their potential impact in promoting advances in bone
health and body recomposition (Bogdanis et al., 2023).

Table 5. Phytochemical profile of the supplement determined by LC-MS/MS
Tabla 5. Perfil fitoquimico del suplemento determinado por LC-MS/MS

Nominal mass Main RT Abundance
No. Compound (g/mol) transitions (min) Amax (ug/100g)
1. Shikimate 173.18 111.07,93.06 0598  297.53 378.14%34.04
2. Gallic acid 169.15 125.05,79.07  1.095  269.15 143.58+8.54
3. Protocatechuic acid 153.15 108.92, 81.09 2.159 79353 98.82+14.05
4. p-salicylic acid 137.04 93.05,65.09 3221 25453 20.18+1.06
5. Syringic acid 197.21 182.05,153.11 4152 27353 4.42+0.60
6.  Salicylic acid 137.04 93.05,65.09  6.410 25453 10.050.67
7. Benzoic acid 121.10 77.06 6.453 27253 21.34+2.56
8. Quinic acid 191.20 93.06, 85.06 0580  320.00 974.61+44.35
9. Neochlorogenic acid* 353.34 191.04,85.05  2.616 32453 9.15:1.14
10.  Caffeic acid 179.19 135.08,89.09  3.975 32253 12.02#1.08
11.  Chlorogenic acid 353.34 191.04, 85.05 3.565 32453 1551.77+81.60
12.  Cryptochlorogenic acid* - - - - 22.96+2.35
13.  p-coumaric acid 163.24 119.08,98.07 5111  308.53 32.69+2.51
14.  Ferulic acid 193.24 178.07,134.04 5720 32253 18.17%0.61
15.  Sinapic acid 223.24 164.06,149.04 5785 32353 0.81+0.88

13
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16. 3,4-dicaffeoylquinic acid* 515.43 353.20,179.06  6.638 32353 0.35+0.11
17.  t-cinnamic acid 147.17 103.08,77.07 8574 27553 8.55+2.79
18. Gallocatechin* 305.33 125.02 2.646 27353 1.54+0.16
19.  Procyanidin Bl 577.44 407.21,289.18 3253 27853 82.26+10.50
20.  Catechin 289.24 245.12,123.03 3.608  278.53 0604.73+40.39
21.  (epi)- catechin 289.24 245.12,123.03 4.474 27853 855.64+25.65
22.  (epi)- catechin gallate 441.27 169.04 6.080 276.53 2.58+0.15
23.  Rutin 609.28 300.24,271.13 5940  353.53 117.98+18.24
24.  Miquelianin 477.26 301.10,151.03 6.059  353.53 1166.73+86.03
25.  Isoquercetin® 463.35 300.42,271.11 6.086  353.53 78.1548.57
26.  Astragalin® 44734 284.24,255.12  6.667  347.53 10.23+0.86
27. Quercetin 301.20 179.04,151.02 8320  370.53 125.78+5.01
28.  Kaempferol 285.22 185.02,151.02 9.345  363.53 27.5848.46
29.  Apigenin 269.27 177.04,14858 9.151 33553 3.82¢#1.75
30.  Hesperidin 609.40 301.15,164.02 7.080 352,53 0.17+0.04
31.  Neohesperidin* 609.40 301.15,164.02 7.080 352,53 0.10+0.01
32. Naringenin 271.28 151.04,119.06 9.135  288.53 9-570.75
33.  Taxifolin 303.03 285.00,125.02 6.041  303.00 47.05:8.14
34.  Phloridzin 471.34 435.16,273.15  7.43 283.53 9-86x1.05
35.  Phloretin 273.23 167.03,123.08 9.233 284,53 118.69+1.00

Retention time; *Compounds identified based on their major transitions and peak spectra, abundance data are mean +
standard deviation (n=3)

3.3 The impact of supplement consumption on bone mineral density and body
composition

The intervention model began with 32 participants (17 men and 15 women) and concluded
with 26 active participants (15 women and 11 men). Despite this decrease, the final sample was
statistically valid. The supplement showed different effects in women and men, especially in bone
mineral density and visceral fat redistribution. Both groups maintained vital signs within normal
ranges (Table 6).
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Table 6. Health indicators and body composition of participants before and after the intervention
Tabla 6. Indicadores de salud y composicion corporal de los participantes antes y después de la intervencién

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, e2089

Women Men
Parameter Beginning End Beginning End
n= 15 15 17 11
Age (years) 28.26+1.94 28.26+1.94 24.45+1.08 24.45+1.08
Height (m) 1.62+0.01 1.62+0.01 1.71+0.01 1.71+0.01
Body weight (kg) 68.81+3.30 68.69+3.26 98.32+5.61 97.75+5.52
Body Mass Index (kg/m?) 25.55+1.03 25.92+1.17 33.51+1.64 33.10+1.64
Heart rate 72.53+2.27 72.53+2.27 69.00+1.36 69.00+1.36
Respiratory frequency 17.6+0.17 17.6+0.17 18.18+0.07 18.18+0.07
Systolic pressure 111.93+2.20 111.93+2.20 129.27+2.60 129.27+2.60
Diastolic pressure 72.33+1.21 72.33+1.21 77.54+2.37 77.54+2.37
Oxygen saturation 97.66+0.12 97.66+0.12 97.63+0.13 97.63+0.13

Data showed are the mean + standard error (SE).

DXA analysis showed improvements in body and radial T-scores after two months of intervention.
In women, an increase in radial bone density was observed (-1.81 + 0.17 to -1.50 + 0.17), while in
men, improvements were observed in radial (from -1.90 + 0.17 to —-1.45 + 0.16) and femoral (from
-0.07 = 0.15 to 0.17 = 0.11) densitometry (Table 7). These changes may be associated with the
synergistic action of the supplement'’s ingredients. Cocoa has been reported to have effects on the
femoral and lumbar regions by increasing levels of insulin-like growth factor 1 (IGF-I), which
reduced bone turnover in rats (Sarmadi et al., 2020). On the other hand, agave fructans improved
femoral calcium content and bone mineral density in calcium-deficient rats (Topolska et al., 2020).
Additionally, peas and mesquite provide polyphenols such as quercetin, rutin, catechin, and
epicatechin, and micronutrients such as calcium, phosphorus, zinc, and vitamin D, which help
modulate physiological pathways implicated in osteoblastogenesis and bone remodeling
(Shaghaghian et al., 2022; Tomczyk-Warunek et al., 2024).

With regard to body composition, a reduction in visceral fat was observed in both groups (Table 7).
Specifically, in the women's group, visceral fat decreased from 656.04 + 96.32 g to 603.07 + 88.31 g,
and in men, from 1310.59 + 174.11 g to 1253.13 + 154.55 g. This result can be explained by the plant
proteins, dietary fiber, and antioxidant compounds present in mesquite, peas, and cocoa, which
promote lipid oxidation and thermogenesis processes (Jean-Marie et al., 2021; Oliveira et al., 2021).
On the other hand, agave fructans may have contributed to the observed effect by modulating the
gut microbiota and enabling the production of microbial metabolites, such as butyrate, which is
involved in bone and lipid metabolism (Ocampo et al., 2023).
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Table 7. Body composition and mineral density of participants at beggining and at the end of the intervention study
Tabla 7. Composicién corporal y densidad mineral de los participantes al inicio y al final del estudio de intervencién

Women Men
Parameter Beginning End Beginning End
o 39.66+1.28 40.05+1.35 38.09+1.27 38.35+1.21
Fat mass (%)
0 57.36x1.19 56.80+1.23 59.23+1.16 58.99+1.10
Lean mass (%)
o 2.96x0.10 2.95+0.10 2.70+0.11 2.66x0.11
Bone mass (%)
. . . 135.30+13.13 128.87+12.87 208.40+22.66 203.96+19.99
Visceral adipose tissue area (cm?)
. . . 656.04+96.32 603.07+88.31 1310.59+174.11 1253.13+154.55
Visceral adipose tissue mass (g)
. . . 110.26+11.53 119.10+10.79 185.49+17.60 188.25+18.75
Visceral adipose tissue volume (cm?)
Body bone mineral density (T-score) -1.22+0.15 -1.19+0.15 -1.72+0.07 -1.76+0.06
Radial mineral density (T-score) -1.81+0.17 -1.50+0.17 -1.9+0.17 -1.45+0.16
Femoral mineral density (T-score) -0.26+0.17 -0.23+0.15 -0.07+0.15 0.17+0.11
0.73+0.14 0.78+0.14 0.59+0.06 0.60+0.05

Spinal mineral density (T-score)

Data showed are the mean + standard error (SE).

Likewise, multivariate Fold Change analysis confirmed and expanded upon the previous findings,

showing significant variations in body and radial bone density, as well as in the redistribution of

adipose tissue, particularly in the visceral area (Fig. 3ab). Positive values show patterns of tissue

redistribution and improvement in bone mineral density, which may reflect the physiological impact

of the supplement.
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Figure 3. Fold Change analysis in anthropometric parameters and bone densitometry in women (a) and men
(b). The bars represent the magnitude of change in each variable between comparative groups. The asterisk (*)
indicates the variables with the greatest positive changes.

Figura 3. Andlisis del cambio relativo en los parametros antropométricos y la densitometria 6sea en mujeres (a)
y hombres (b). Las barras representan la magnitud del cambio en cada variable entre los grupos comparativos.
El asterisco (*) indica las variables con los mayores cambios positivos.

4. Conclusions

The combination of functional ingredients enabled the development of a powdered
supplement with favorable physical properties, including a particle size of 600 um that ensured
stability, solubility, and fluidity. Its nutritional composition provided sustained energy intake of
366.03 kcal/100 g, with 29.53 g/100 g of carbohydrates, 1.15 g/100 g of lipids, and a high protein
content of 58.59 g/100 g, accompanied by an optimal glycemic index of 11.18 and a glycemic load of
5.59. The phytochemical profile revealed a polyphenol concentration of 6608.57 pg/100 g, with
hydroxycinnamic acids (2597.12 ug/100 g), flavonols (1606.77 ug/100 g), and flavanols (1526.47
ug/100 g) as the most abundant subfamilies.

Consumption improved bone mineral density in both sexes. In women, radial bone density increased
from -1.81 to -1.50, while in men improvements were observed both in radial (-1.90 to -1.45) and
femoral regions (-0.07 to 0.17). Supplement intake also promoted body recomposition, as evidenced
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by a reduction in visceral fat, with values in women decreasing from 656.04 g to 603.07 g, and in men
from 1310.59 g to 1253.13 g.

Overall, these findings may suggest the potential of the supplement with implications for population
health, particularly in supporting bone health and reducing visceral adiposity. Its innovative
formulation and synergistic effects highlight its relevance for nutritional interventions and future

research.
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Resumen

El amaranto posee buenas caracteristicas nutricionales, nutracéuticas y ademas es libre de gluten, lo
que lo hace interesante para ser incorporado en la industria alimentaria. Procesamientos como la
extrusion y germinacion modifican las caracteristicas bioquimicas del amaranto. El objetivo de esta
investigacion fue caracterizar las propiedades fisicoquimicas, nutricionales y nutracéuticas en
galletas de amaranto crudo, germinado, extrudido y germinado-extrudido. Las galletas se
elaboraron con solo amaranto (100 %) o suplementadas con trigo (50 %). Se determiné composicion
proximal, color, actividad de agua (aw), compuestos fendlicos totales (CFT), capacidad antioxidante
(CAoX) y digestion de proteina in vitro. La suplementacion con amaranto procesado (germinado y
extrudido 50 %) produjo cambios (p < 0.05) en el color de las galletas y se mantuvo la aw en niveles
adecuados, donde se evita el crecimiento de microorganismos. Las galletas con amaranto
presentaron valores mas altos en el contenido de proteina (1.06 a 1.26 veces mas), CFT (1.50 a 10
veces mas) y CAoX (1.32 a 9.0 veces mas), comparado con la galleta de trigo. La galleta con 100 %
amaranto germinado (GAG100) tuvo los valores mas altos de CFT y CAoX. La digestion de proteina
de las galletas fue mejor en la galleta con amaranto extrudido suplementada con trigo al 50 %
(GAET50). En conclusion, el amaranto procesado, tanto extrudido como germinado o ambos en
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conjunto, resulta un ingrediente muy interesante para el desarrollo de galletas funcionales o libres
de gluten.

Palabras clave: galletas, atributos fisicoquimicos, alimentos funcionales, germinacion, extrusion.

Abstract

Amaranth has a high potential to be incorporated into the food industry due to its nutritional value,
its nutraceutical characteristics and it is a gluten-free grain. Processing methods as extrusion and
germination modify its biochemical characteristics. The aim of this work was to characterize the
physicochemical, nutritional and nutraceutical properties of cookies of raw, extruded, germinated
and germinated-extruded amaranth. The cookies were manufactured only with amaranth (100 %) or
supplemented (50 %) with wheat. Proximate composition, color, water activity, total phenolic content
(CFT), antioxidant capacity (CAoX) and in vitro protein digestibility were determined. The
supplementation with processed amaranth (germinated and extruded at 50 %) produced changes (p
< 0.05) in cookies color and water activity was maintained at adequate levels to prevent the growth
of microorganism. The cookies with amaranth showed higher values in protein content (1.06 to 1.26
times plus), CFT (1.50 to 10 times plus) and CAoX (1.32 to 9.0 times plus), compared to control wheat
cookie. The cookie of germinated amaranth (GAG100) has the highest CFT and CAoX levels. The
cookie of extruded amaranth, supplemented with wheat at 50 % (GAET50) showed the best in vitro
protein digestion value among cookies. In conclusion, processed amaranth, extruded, germinated or
extruded-germinated, is a very interesting ingredient for the development of functional foods or
gluten free cookies.

Keywords: cookies, physicochemical attributes, functional foods, germination, extrusion.

1. Introduccion

Alrededor del mundo, los productos horneados como las galletas, son alimentos basicos que
se distinguen por aportar un contenido energético alto y ser de baja humedad, lo que incrementa su
vida de anaquel en comparacion con otros alimentos (Diaz y Hernandez, 2012). Hoy en dia, la
sociedad se caracteriza por una alimentacién con alto consumo de alimentos con bajo valor
nutricional, los cuales poseen grandes cantidades de grasas saturadas, aztcares refinados, aditivos,
conservadores y presentan un alto contenido caldrico (Hall, 2016). Las galletas son un tipo de
producto con bastante aceptacion en diferentes grupos de edades, ya que son bocadillos elaborados
mayoritariamente a base de harina de trigo obtenidas mediante el proceso de coccion en horno. Estos
productos presentan variaciones en su composicion nutricional, lo cual estd relacionado con la
materia prima utilizada, por lo que incorporar ingredientes ricos en proteinas, antioxidantes y fibra
(Martinez et al., 2017), aporta ventajas marcadas sobre las galletas convencionales caracterizadas por
altos contenidos de azticares y grasas.

Dichas ventajas dependeran directamente del grano a utilizar como base para la elaboracion de
galletas (como lo es el trigo y amaranto), ya que estas ventajas en componentes nutrimentales o
nutracetticos son inherentes a la materia prima desde su produccion, hasta su consumo final. En el
caso del amaranto, un grano popular desde las civilizaciones azteca, maya e inca, su potencial como
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cultivo esta basado en diferentes factores como su capacidad para crecer en diversas areas con
buenos rendimientos, su resistencia a las plagas, temperaturas altas y sequias, junto con su
composicién quimica atractiva y su alto valor nutricional en comparacién con otros granos (Bressani,
1994). Dichas caracteristicas hacen del amaranto un cultivo prometedor, ya que se puede producir
en condiciones climdticas variables, haciéndolo una opcién favorable para la produccién y consumo
en areas marginadas del pais. Ademas, puede ser incluido en una amplia gama de productos tales
como granola, productos panificados, pastas y los alimentos extrudidos. Asimismo, su potencial uso
como concentrado proteico y en la elaboracién de barras energéticas y alimentos funcionales y
nutricionales disefiados para mejorar la salud (Luis et al., 2018).

El amaranto es una de las fuentes mas importantes de proteina vegetal, con un contenido proteico
superior al de los cereales comunes (13 a 19 %), destacando principalmente por su buen balance de
aminoacidos esenciales, por lo que su proteina es de una calidad excepcionalmente alta,
particularmente por el contenido de lisina, el cual es aminoacido limitante en cereales como el maiz,
trigo y arroz (Montoya-Rodriguez et al.,, 2015a). La proteina de amaranto también es relativamente
rica en aminoacidos azufrados, los cuales son aminoacidos limitantes en las leguminosas (Segura-
Nieto et al., 1994). Aunado a esto, el grano de amaranto esta reconocido como alimento libre de
gluten, siendo apto para consumo en pacientes con enfermedad celiaca (Mlakar et al.,, 2009). El
amaranto es fuente rica de fibra soluble e insoluble, vitaminas y minerales, asi como metabolitos
secundarios como compuestos fendlicos y pigmentos tales como las betacianinas (Alegbejo, 2014;
Miguel, 2018). Debido a sus cualidades nutricionales y nutracetticas, se le ha atribuido al amaranto
un potencial efecto benéfico a la salud, ya que se ha documentado tener actividad antioxidante,
antiinflamatoria, anti aterosclerdtica, entre otras (Montoya-Rodriguez et al., 2014a; Montoya-
Rodriguez et al., 2014b; Suarez et al., 2016; Aragén-Gutiérrez et al., 2018).

Hoy en dia, las necesidades de la sociedad radican en el interés por alimentos que aporten un efecto
benéfico a la salud, encontrando una creciente preocupacion por la conexién entre el estado de salud
personal y el tipo de alimentacion que se posee (Alvidrez-Morales et al.,, 2002). En este sentido, la
adicién de harina de amaranto en productos reposteros como las galletas, representa una opciéon
para crear alimentos funcionales que ofrecen beneficios a la salud (Cavieres et al., 2016). La obtencion
de las harinas y mejora de sus propiedades puede lograrse mediante procesos complementarios
como la germinacion y la extrusion. Se ha reportado que el proceso de germinacién produce un
incremento en las propiedades nutracéuticas del amaranto, al liberar compuestos con potencial
actividad antioxidante, pasando de 2.13 a 12.6 mmol equivalentes de Trolox por 100 g base seca
(mmol ET/100 g, b. s.) para amaranto sin procesar y amaranto germinado, respectivamente (Perales-
Sanchez et al., 2014; Chauhan et al., 2015).

Por otro lado, se ha documentado que el proceso de extrusion incrementa el potencial bioldgico del
amaranto, al liberar péptidos con actividad bioldgica, aumentando la inhibiciéon de marcadores pro-
ateroscleréticos de un 0 % a un 27 % para amaranto sin procesar y amaranto extrudido,
respectivamente (Montoya-Rodriguez et al., 2014b). El proceso de germinacion, seguido del proceso
de extrusion es una alternativa para producir una harina con potencial uso en la elaboraciéon de
productos de panificacién, ya que dicha combinacién de procesos ha mostrado que incrementa
propiedades nutracetticas y nutricionales de las harinas obtenidas (Madrigales-Reatiga et al., 2024).
El reemplazo de cereales comunes con harinas germinadas-extrudidas de forma parcial o total
podria representar una alternativa para el elaborar alimentos funcionales novedosos.
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El objetivo de esta investigacion fue caracterizar las propiedades fisicoquimicas, nutricionales y
nutracéuticas de galletas de amaranto crudo, germinado, extrudido y germinado-extrudido. Las
galletas elaboradas fueron de amaranto crudo, extrudido, germinado y germinado-extrudido al 100
%; asi como también galletas de amaranto crudo, extrudido, germinado y germinado-extrudido
suplementadas con 50 % de trigo.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

Se utilizé amaranto con buenas caracteristicas agrondmicas, cosechado en 2022 en Temoac,
Morelos, México. Los granos, después de su recoleccién, fueron limpiados y almacenados en
recipientes herméticos (-20 °C) hasta su utilizacion. Los ingredientes para las galletas y la harina de
trigo se compraron en un mercado local.

2.2 Métodos

2.2.1 Germinacion y extrusion

Para germinar el amaranto se utilizé la metodologia descrita por Sandoval-Sicairos et al.,
(2020). Las semillas se germinaron 78 h en periodos de luz/oscuridad (12 h/12 h) a 30 °C y 80 % de
humedad relativa en una camara de germinacion (Percival Scientific DR36VL, Geneva Scientific Lab
Equipment Solutions). Las muestras se secaron en un deshidratador a 55 °C por 24 h. Mientras que
el proceso de extrusion se llevo a cabo de acuerdo con lo reportado por Montoya-Rodriguez (2011).
La harina de amaranto sin procesar y germinado se sometieron a extrusién con las siguientes
condiciones: humedad 28 %, temperatura de extrusiéon 105 °C y velocidad de tornillo 242 rpm, en un
extrusor de tornillo simple Modelo 20 DN (CW Brabender Instruments, Inc., NJ, EUA) con un
diametro de tornillo de 19 mm longitud-diametro 20:1, compresién nominal 2:1, utilizando un dado
de salida de 3 mm y una velocidad de alimentacién de 30 rpm. Las muestras de amaranto sin
procesar, germinado, extrudido y germinado-extrudido se sometieron a molienda (UD Cyclone
Sample Mill, UD Corp, Boulder, CO, EUA) hasta pasar a través de malla 80 (0.180 mm), las harinas
obtenidas se empacaron en bolsas polietileno y se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion.

2.2.2 Elaboracidn de galletas

Las galletas se elaboraron de acuerdo con lo descrito por Mudgil et al. (2017) con ligeras
modificaciones. La formulacion base se muestra en la Tabla 1. Para iniciar, se pesaron todos los
ingredientes. Después, en un recipiente se mezclaron los ingredientes secos, las harinas (de trigo,
amaranto o las mezclas), polvo para hornear y sal. En otro recipiente se coloc6 la mantequilla y
manteca vegetal con un huevo previamente batido y se agité con la batidora (KitchenAid® 4.7 L,
KSM150PSJP) mientras se afiadia el aztcar, una vez mezclados, los ingredientes secos se fueron
incorporados poco a poco a la mezcla. La masa ya preparada se coloco y se extendid en papel
encerado. La masa estirada se cortd utilizando un molde de galletas (4 cm de diametro) para dar
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forma. Las galletas se colocaron en charolas (38 x 25 cm) y se hornearon por 10 min a 185 °C en horno
convencional estufa MABE® previamente calentado, posteriormente las galletas se enfriaron a
temperatura ambiente. Las galletas resultantes tuvieron un grosor de 0.51 a 0.62 cm y didmetro de
3.19 a 3.74 cm. Se elaboraron 30 galletas de cada grupo por duplicado para analisis posteriores.

Tabla 1. Formulacion base de las galletas.
Table 1. Cookies formulation
Ingrediente @ GT GACT GAET GAGT GAGET GAC GAE GAG GAGE

(%) 50 50 50 50 100 100 100 100
Harinade o0 hoos 0675 2675 2675
trigo
Harina de
2675 2675 2675 2675 535 535 535 535
amaranto
Huevo 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Polvode —, g2 0.2 0.2 0.2 02 02 0.2 0.2
hornear
Mantequilla 13 13 13 13 13 13 13 13 13
Manteca 13 13 13 13 13 13 13 13 13
vegetal
Sal 03 03 0.3 0.3 0.3 03 03 03 03
Aziicar 15 15 15 15 15 15 15 15 15

GT. Galleta control de trigo. GACT50. Galleta de trigo con amaranto crudo (50:50 p/p). GAET50. Galleta de trigo con amaranto
extrudido (50:50 p/p). GAGT50. Galleta de trigo con amaranto germinado (50:50 p/p). GAGET50. Galleta de trigo con amaranto
germinado extrudido (50:50 p/p). GAC100. Galleta de amaranto crudo. GAE100. Galleta de amaranto extrudido. GAG100.
Galleta de amaranto germinado. GAGE100. Galleta de amaranto germinado extrudido.

GT. Control cookies of wheat. GACT50. Wheat cookie added with raw amaranth (50:50 w/w). GAET50. Wheat cookie added
with extruded amaranth (50:50 w/w). GAGT50. Wheat cookie added with germinated amaranth (50:50 w/w). GAGET50.
Wheat cookie added with germinated-extruded amaranth (50:50 w/w). GAC100. Raw amaranth cookie. GAE100. Extruded

amaranth cookie. GAG100. Germinated amaranth cookie. GAGE100. Germinated-extruded amaranth cookie.

2.3 Propiedades fisicoquimicas

La actividad de agua (aw) fue determinada utilizando un medidor de actividad de agua Aqua
Lab Serie 3B (Decagono, Devices Inc, Pullman, WA, EUA). La lectura se realiz6 en 10 galletas de cada
grupo (Shafi et al., 2016) por triplicado. El color se determiné utilizando un colorimetro Minolta (CR-
400, Minolta LTD, Japén) usando el sistema de color CIE-L*a*b* (CIE-Lab). Se registraron los valores
de color (L*, a*y b*) de 25 galletas de cada grupo por triplicado (Kaderides et al., 2020). La diferencia
total de color (AE) se calculé comparando con la galleta de trigo utilizando un mosaico blanco
(Kaderides et al., 2020), aplicando la ecuacién (Ec. 1):

AE =./(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)? Ec. (1)
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Por otra parte, se calcularon el angulo de color (H) y croma (C) usando las ecuaciones (Ecs. 2-4):
H = arc tan’;—z Ec. (2)

sia*<0yb*>0 entonces

H =180+ arc tanz—i Ec. (3)
C=vVa?+b2 Ec. (4)

2.4 Analisis proximal

Se utilizaron los siguientes métodos de la AOAC (1999) para la determinacion de la
composicion proximal: secado a 105 °C durante 24 h, para determinar la humedad (Método 925.09
B); incineracién a 550 °C, para cenizas (Método 923.03); desgrasado en aparato Soxhlet con éter de
petrdleo para lipidos (Método 920.39 C); microKjeldahl para proteina (Método 960.52). Se uso el Kit
de ensayo Megazyme [Total Starch Assay Kit (AA/AMG)] para medir el contenido de almidén total.
La absorbancia se midié a 510 nm utilizando un espectrofotémetro UV-Visible (Thermo Scientific 201
Evolution, Multiskan GO, Madison, EUA) (Cornejo et al., 2019). Todas las evaluaciones se realizaron
por triplicado y la determinacién de otros carbohidratos se realiz6 por diferencia, de acuerdo con la
ecuacion (Ec. 5):

Otros carbohidratos (%) = 100 — (proteina + grasas + humedad + cenizas + almidén) Ec.
(5)

El contenido de carbohidratos se presentd como otros carbohidratos, indicando la presencia de
azucares libres y fibra que podrian estar presente en las galletas dado que el contenido de almidén
fue cuantificado.

2.5 Evaluacion nutricional y nutraceutica

El contenido de fendlicos totales se determiné utilizando el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau (Singleton et al., 1999), el cual se basa en la reaccion de los compuestos fendlicos con el
reactivo de Folin-Ciocalteu, que consiste en una mezcla de &cido fosfomolibdico y acido
fosfottiingstico y los resultados se expresaron como pg equivalentes de acido galico por g de muestra
en base seca (ug EAG/g bs). Para la determinacion de la CAoX se prepararon extractos metandlicos
siguiendo la metodologia descrita por Milan-Noris et al. (2018). Para la medicion de la CAoX se
utilizé el método de decoloracion del cation radical ABTS propuesto por Re et al. (1999), con las
modificaciones de Quintero-Soto et al. (2021), y los datos fueron expresados como pmol equivalentes
de trolox por 100 g de muestra en base seca (umol ET/100 g, b. s.). Para la digestibilidad proteinica in
vitro, se utiliz6 el método de caida de pH de Hsu et al. (1997) con algunas modificaciones, descrito
por Tinus et al. (2012). Donde se utilizan las siguientes enzimas para la digestion: Quimiotripsina
(C4129, alfa-quimiotripsina de pancreas bovino tipo II), tripsina (T0303, tripsina de pancreas porcino
tipo IX-S) y proteasa (P5147, proteasa de Streptomyces griseus Tipo XIV) (Sigma-Aldrich). El porcentaje
de digestibilidad de proteina (% DPIV) se calculé usando la ecuacién (Ec. 6):
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% DPIV = 65.66 + 18.10 (ApH10min) Ec. (6)

Todas las evaluaciones, tanto de CFT, CAoX y DPIV se llevaron a cabo por triplicado.

2.6 Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA de una sola via y el analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el
software JMP 14 utilizando la prueba de Tukey para comparacion de medias con un valor de
significancia de p < 0.05. Se consideraron como variables independientes el tipo de proceso y el
porcentaje de suplementacién, siendo las variables de dependientes las propiedades fisicoquimicas,
la composicion proximal, el % DPIV, el CFT y la CAoX.

3. Resultados y discusion

En la Tabla 2 se muestran los valores de aw y color de las galletas. Los valores de aw van en
un rango entre 0.38 a 0.69 siendo la GAET50 la que presentd el valor mas bajo, lo cual se podria
explicar debido a que la extrusion al utilizar condiciones de temperatura y presion altas causa la
evaporacion del agua (Makowska et al., 2014; Shelar y Gaikwad, 2019). Mientras que en las galletas
adicionadas con harina de amaranto germinada no se observa un cambio en el contenido de aw con
respecto a la harina de amaranto sin procesar. Resultados similares a lo reportado por Ramos-
Pacheco et al. (2024) en quinoa germinada quienes reportaron valores de 0.23 y 0.24 para quinoa
cruda y quinoa germinada, respectivamente. El proceso de germinacion al mantener hidratada la
muestra, mantiene los valores de aw, contrario al efecto causado por el proceso de extrusion, ya que
se utilizan alta temperatura y presion. Valores de aw debajo de 0.75 se consideran valores aceptables
para la prevencion del crecimiento de microorganismos (Jan et al., 2017). Sin embargo, de acuerdo
con Fontana (2000), valores bajos de aw podria ocasionar una rapida oxidacién de los lipidos
presentes, comprometiendo la vida ttil de los productos. La aw de las galletas evaluadas se encuentra
por debajo de los limites para bacterias (0.90), levaduras (0.85 — 0.88) y mohos (0.80) perjudiciales
(Inglett et al., 2015). La aw ademas de indicar riesgos microbioldgicos, tiene un papel importante en
la textura de los alimentos, asociando a los productos con baja aw de presentar una textura crujiente
(Carter et al., 2015).

Los valores de color se muestran en la Tabla 2. Los valores de a* y b* variaron de 1.17 a 5.01 y 11.67 a
14.53, respectivamente. Se observé que al mezclar amaranto crudo, extrudido, germinado y
germinado-extrudido, el valor de a* incrementd y se atribuye a la incorporaciéon de amaranto en la
formulacién, como lo reportd Shukla et al. (2020), quienes observaron incrementos de a* con el
incremento de la cantidad de amaranto. Mientras que el valor de b* también increment6 al ahadir
amaranto crudo, extrudido, germinado y germinado-extrudido a la formulacion. Inglet et al. (2015),
reportaron un decremento en b* atribuido a la formulacion de galletas, lo cual es diferente a lo
encontrado en este trabajo, lo cual esta ligado a los ingredientes para elaborar las galletas. El valor de
L* (p <0.05) varid significativamente con la adiciéon de amaranto, lo cual gener6 galletas mas oscuras.
Cambios similares han sido reportados previamente en galletas de amaranto-avena, amaranto-trigo
y amaranto-arroz, donde el incremento en harina de amaranto disminuyd la luminosidad de las
galletas (Inglet et al., 2015; Chauhan et al., 2016; Shukla et al., 2020).
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Tabla 2. Actividad de agua y color de las galletas de trigo y galletas de amaranto procesado
Table 2. Water activity and color of wheat and processed amaranth cookies

Color
Galletas aw a* b* L* H C AE

GT 0.45+0.013¢ -0.21+0.021  13.12+0.124  46.39+0.26> 90.90+0.08%  13.13+0.12¢f  0.23+0.14"
GACT50 0.69+0.0052 -0.02+0.03»  14.53+0.08*  50.56+0.37%  90.13+0.13> 14.53+0.08>  4.41+0.37f
GAET50 0.38+0.002f 1.89+0.13¢  13.57+0.29¢d  40.75+0.65¢  82.06+0.56¢  13.70+0.28¢  6.04+0.57¢
GAGT50 0.69+0.0022 2.98+0.05¢  13.79+0.13bc  42.69+0.54c 77.79+0.20f 14.11+0.13>c  4.94+0.39f
GAGET50  0.41+0.002¢ 5.01£0.012  14.26+0.10®* 37.90+0.16¢ 70.65+0.14"  15.11+0.09*  10.02+0.1¢
GAC100 0.69+0.0012 1.17+0.085  13.74+0.13¢  43.82+0.28 85.15+0.29¢  13.79+0.13«¢  2.98+0.188
GAE100 0.53+0.001° 1.64+0.04f  13.45+0.58¢  38.94+1.41c 83.04+0.25¢  13.55+0.584¢ 7.71+1.284
GAG100 0.69+0.0022 3.2940.07¢  12.61+0.10¢  33.95+0.20f 75.38+0.198  13.03+0.11f  12.92+0.1b
GAGE100  0.42+0.0054 4.25+0.10>  11.67+0.23f  31.31+0.368 69.97+0.16'  12.42+0.258  15.78+0.32

GT. Galleta control de trigo. GACT50. Galleta de trigo con amaranto crudo (50:50 p/p). GAET50. Galleta de trigo con amaranto
extrudido (50:50 p/p). GAGT50. Galleta de trigo con amaranto germinado (50:50 p/p). GAGET50. Galleta de trigo con amaranto
germinado extrudido (50:50 p/p). GAC100. Galleta de amaranto crudo. GAE100. Galleta de amaranto extrudido. GAG100.
Galleta de amaranto germinado. GAGE100. Galleta de amaranto germinado extrudido. Los valores representan las medias +
la desviacion estandar. Medias con letras diferentes por columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

GT. Control cookies of wheat. GACT50. Wheat cookie added with raw amaranth (50:50 w/w). GAET50. Wheat cookie added

with extruded amaranth (50:50 w/w). GAGT50. Wheat cookie added with germinated amaranth (50:50 w/w). GAGET50.
Wheat cookie added with germinated-extruded amaranth (50:50 w/w). GAC100. Raw amaranth cookie. GAE100. Extruded

amaranth cookie. GAG100. Germinated amaranth cookie. GAGE100. Germinated-extruded amaranth cookie.

En la Fig. 1, se pueden observar las distintas galletas elaboradas, asi como la apariencia y el color de
cada una de ellas. El color de una galleta es el factor principal que afecta su aceptabilidad para
consumo en el mercado (Al-Tarifi et al., 2020). La diferencia total de color (AE), se calcul6 tomando
como referencia un mosaico blanco y se compararon todas las galletas con respecto a la GT. Los
valores de AE fueron diferentes entre todas las galletas (p < 0.05), siendo las galletas GAG100 y
GAGE100 las que presentaron mayores diferencias con respecto a la GT. El aumento de AE, marca la
diferencia entre la muestra y el control, observandose una muestra mas oscura cuando el AE es alto,
y en este caso, este resultado esta ligado con la disminucion de L* (pérdida de luminosidad), lo cual

puede ser explicado que durante el proceso de extrusion puede ocurrir caramelizacion o reacciones
de Maillard.

Este tipo de reacciones también se presentan en el proceso de germinacion, ya que, al hidrolizarse las
proteinas y el almiddn, facilita la apariciéon de reacciones de Maillard, lo cual repercute en la
apariencia (Menegassi et al., 2011; Nayak et al., 2011; Chauhan et al., 2016; Sanchez-Osuna et al., 2018).
Los valores de C variaron de 12.42 a 15.11 lo que indica la saturacién de color, es decir, las galletas
presentaron mayor intensidad en color. Mientras que los valores de H variaron de 69.97 a 90.90, los
cuales son valores cercanos al amarillo (H=90) (McGuire, 1992).
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Figura 1. Apariencia de las galletas. GT. Galleta control de trigo (a). GACT50. Galleta de trigo con amaranto
crudo (50:50 p/p) (b). GAET50. Galleta de trigo con amaranto extrudido (50:50 p/p) (c). GAGT50. Galleta de trigo
con amaranto germinado (50:50 p/p) (d). GAGET50. Galleta de trigo con amaranto germinado extrudido (50:50
p/p) (e). GAC100. Galleta de amaranto crudo (f). GAE100. Galleta de amaranto extrudido (g). GAG100. Galleta
de amaranto germinado (h). GAGE100. Galleta de amaranto germinado extrudido (i).

Figure 1. Cookies appearance. GT. Control cookies of wheat (a). GACT50. Wheat cookie added with raw
amaranth (50:50 w/w) (b). GAET50. Wheat cookie added with extruded amaranth (50:50 w/w) (c). GAGT50.
Wheat cookie added with germinated amaranth (50:50 w/w) (d). GAGET50. Wheat cookie added with
germinated-extruded amaranth (50:50 w/w) (e). GAC100. Raw amaranth cookie (f). GAE100. Extruded amaranth
cookie (g). GAG100. Germinated amaranth cookie (h). GAGE100. Germinated-extruded amaranth cookie (i).

3.2 Composicion proximal

En la Tabla 3 se muestra la composicién proximal de las galletas elaboradas. El proceso de
germinacion, asi como la combinacion de germinacion-extrusion incremento el contenido de proteina
y esto puede deberse a la actividad enzimatica durante este bioproceso, donde se digiere el almidon,
liberando proteinas empaquetadas en la estructura de la semilla (Thakur et al., 2021), a la sintesis de
proteinas (Uwaegbute et al., 2000; Chaparro-Rojas et al, 2010; Chauhan et al, 2015) o la
descomposicion de los componentes peptidicos en aminoacidos por proteasas, resultando en un
mayor contenido de proteina en los germinados (Narsih et al., 2012). La galleta con menor porcentaje
de proteina fue la GT (p < 0.05) comparada con el resto de las galletas, observandose un incremento
significativo (p <0.05) al incorporar harina de amaranto, debido a que el amaranto posee mas proteina
que el trigo. Las galletas adicionadas con amaranto germinado o germinado-extrudido presentaron
valores mas altos (p < 0.05) de contenido de proteina, siendo la GAG100 la de mayor contenido de
proteina. La combinacion de procesos, asi como la germinacion sola, tuvieron un efecto positivo al
incrementar el contenido de proteina de las harinas usadas en las formulaciones de las galletas.

Los resultados de contenido de cenizas de las galletas se observan en la Tabla 3. Este parametro fue
mayor en las galletas suplementadas con amaranto y las elaboradas solo de amaranto, debido a que
el amaranto presenta mayor contenido de minerales que el trigo (Rastogi y Shukla, 2013). Las galletas
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que contienen harina de amaranto germinado muestran un contenido de cenizas mas alto, lo que
coincide con lo reportado por Chauhan et al. (2015) quienes observaron que la harina de amaranto
germinado mostré un contenido mas alto de cenizas en comparacion con la de amaranto crudo. Los
resultados de las galletas con harina germinada coinciden con lo reportado por Guardianelli et al.
(2019), quienes observaron un aumento en el contenido de proteina (de 14.4 a 15.5 %) y cenizas (de
2.71a 3.11 %) al comparar con galleta control. Estos resultados indican buena presencia de minerales
en las galletas elaboradas suplementadas con amaranto procesado (germinado, germinado-
extrudido).

Tabla 3. Composicién quimica de las galletas de trigo y de amaranto procesado
Table 3. Chemical composition of wheat and processed amaranth cookies

Galletas  Proteina (%) Cenizas (%) Lipidos (%)  Almiddn (%) Otros carbohidratos (%)
GT 7.98 +0.26¢ 0.89+0.01¢  27.06+0.692  51.89 +2.642 14.23 +0.80¢
GACT50 8.92 +0.08> 1.50 £0.01«¢  26.72£0.13>  45.64 +0.81c 16.23 +0.13bcd
GAET50 8.49+0.04c  1.61+0.18>d 2628 +0.03®>  50.4 +0.53q® 15.42 +0.05<
GAGT50 9.07 +0.03> 1.77 £0.06><  26.52+0.09%>  46.86 + 3.34bc 16.83 +0.01b¢
GAGET50  9.02+£0.19» 1.71 £0.09  27.26+0.022  48.06 + 0.93abc 16.60 + 0.76b<d
GAC100 9.21+0.23>  2.11+0.49%  26.71+0.59%  45.23 +1.32¢ 15.28 +£0.91<
GAE100 9.14 +0.03> 2.31+0.08>  22.32+0.78  48.54 +1.77abc 18.47 +1.00°
GAG100 10.09 +0.00= 2.54+0.052  25.42+0.12> 36.65+1.334 24.90 + 0.372
GAGE100  9.82 +0.00° 2.50 + 0.092 23.15+0.21c  39.65 + 0.504 26.25 + 0.262

GT. Galleta control de trigo. GACT50. Galleta de trigo con amaranto crudo (50:50 p/p). GAET50. Galleta de trigo con amaranto
extrudido (50:50 p/p). GAGT50. Galleta de trigo con amaranto germinado (50:50 p/p). GAGET50. Galleta de trigo con amaranto
germinado extrudido (50:50 p/p). GAC100. Galleta de amaranto crudo. GAE100. Galleta de amaranto extrudido. GAG100.
Galleta de amaranto germinado. GAGE100. Galleta de amaranto germinado extrudido. Los valores representan las medias +
la desviacion estandar. Medias con letras diferentes por columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

GT. Control cookies of wheat. GACT50. Wheat cookie added with raw amaranth (50:50 w/w). GAET50. Wheat cookie added

with extruded amaranth (50:50 w/w). GAGT50. Wheat cookie added with germinated amaranth (50:50 w/w). GAGET50.
Wheat cookie added with germinated-extruded amaranth (50:50 w/w). GAC100. Raw amaranth cookie. GAE100. Extruded

amaranth cookie. GAG100. Germinated amaranth cookie. GAGE100. Germinated-extruded amaranth cookie.

Por otro lado, el contenido de lipidos fue menor (p < 0.05) en galletas de amaranto extrudido
(GAE100) y geminado-extrudido (GAGE100). Esto podria deberse a que, durante el proceso de
extrusion, la temperatura y velocidad de tornillo causan una posible degradacion de los lipidos,
ademas de que los acidos grasos pueden formar complejos con la amilosa, dificultando su
cuantificacion (Tovar-Hernandez et al., 2017). El contenido de almidén disminuyd por la adicion de
amaranto, debido a que el amaranto posee menos almidén que el trigo (Singh y Liu, 2021). A pesar
de esto no se encontraron diferencias significativas en el contenido de almidén en galletas con
amaranto crudo (GACT50/GAC100).

Las galletas con amaranto germinado y germinado-extrudido mostraron los valores mas bajos de
almiddn al compararse con las otras galletas. Estos resultados podrian explicarse por incrementos en
la actividad de la a-amilasa durante la germinacion, lo cual provoca una descomposicion del granulo
de almidén (Thakur et al., 2021). Ademas, durante el proceso de extrusion el almidon se gelatiniza y
con el trabajo mecanico se produce un aumento en la fragmentacién del almidén mejorando su

10



Milin-Noris et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, e2171

digestibilidad, al igual que el cizallamiento del proceso puede ocasionar la retrogradacion del
almidén (Menegassi et al., 2011; Ye et al.,, 2018; Dupuis et al., 2014). La diferencia en el contenido de
otros carbohidratos, es debido a que el analisis proximal (composicién quimica) de las galletas fue
diferente y los carbohidratos se calcularon por diferencia como se indic6 en la ecuacién (Ec. 5).

A pesar de que el amaranto suele tener mas fibra que el trigo (Liu y Chen, 2023), solo las galletas
suplementadas con amaranto germinado al 50 % (GAGT50) y las de amaranto extrudido (GAE100),
germinado (GAG100) y geminado-extrudido (GAGE100) se observd una diferencia significativa. En
algunos estudios se ha reportado el aumento de fibra por el proceso de extrusién y germinacion
(Gamez-Valdez et al., 2021; Thakur et al., 2021).

3.2 Capacidad nutracéutica y nutricional

3.2.1 Compuestos fendlicos totales (CFT)

La adicién de amaranto procesado (extrudido, germinado y germinado-extrudido) a la
formulacion de las galletas incrementé el CFT entre 1.5 y 6.0 veces mas al compararla con la galleta
control de trigo (GT). Mientras que al compararla con las galletas de amaranto extrudido y amaranto
germinado (100 %) incremento 1.97 y 10.0 veces mas el CFT, respectivamente (Fig. 2).
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Figura 2. Contenido de compuestos fenolicos totales (g EAG/g) en las galletas de amaranto procesado. CFT.
Compuestos fendlicos totales. GT. Galleta control de trigo. GACTS50. Galleta de trigo con amaranto crudo (50:50
p/p). GAET50. Galleta de trigo con amaranto extrudido (50:50 p/p). GAGT50. Galleta de trigo con amaranto
germinado (50:50 p/p). GAGET50. Galleta de trigo con amaranto germinado extrudido (50:50 p/p). GAC100.
Galleta de amaranto crudo. GAE100. Galleta de amaranto extrudido. GAG100. Galleta de amaranto germinado.
GAGE100. Galleta de amaranto germinado extrudido.
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Figure 2. Total phenolic compound content (ug GAE/g) in processed amaranth cookies. CFT. Total phenolic
content GT. Control cookies of wheat. GACT50. Wheat cookie added with raw amaranth (50:50 w/w). GAET50.
Wheat cookie added with extruded amaranth (50:50 w/w). GAGT50. Wheat cookie added with germinated
amaranth (50:50 w/w). GAGET50. Wheat cookie added with germinated-extruded amaranth (50:50 w/w).
GAC100. Raw amaranth cookie. GAE100. Extruded amaranth cookie. GAG100. Germinated amaranth cookie.
GAGE100. Germinated-extruded amaranth cookie.

Por otro lado, las galletas con amaranto germinado (GAGT50 y GAG100) tuvieron los valores mas
altos de CFT (p < 0.05), presentando valores de 426.02 y 699.09 ug EAG/g b. s., respectivamente.
Perales-Sanchez et al. (2014) reportaron que el incremento de CFT en amaranto después de la
germinacion, esta asociado a la activacion de las enzimas que degradan la pared celular, provocando
la liberacion de los compuestos fendlicos. Ademads, se observo que el contenido de CFT disminuye (p
<0.05) en las galletas con amaranto germinado-extrudido (GAGET50 y GAGE100) al compararse con
su contraparte germinada (GAGT50 y GAG100), lo cual se puede explicar debido a que la
temperatura utilizada durante el proceso de extrusion causa degradacion de compuestos fendlicos y
la liberacion de composiciones fendlicas unidas (Xu y Chang, 2008).

3.2.2 Capacidad antioxidante (CAoX)

En la Fig. 3 se observan los resultados de CAoX de las galletas de amaranto procesado. De
las galletas suplementadas con amaranto procesado al 50 % (GAET50, GAGT50 y GAGET50), la
galleta GAGT50 incrementd 2.64 veces mas (p < 0.05) en CAoX con respecto a GT. Mientras que al
comparar la GT con las galletas de amaranto procesado 100 % (GAE y GAG), la CAoX incremento
2.0 y 9.0 veces mas para GAE y GAG, respectivamente. Similar a lo observado con CFT, la CAoX
disminuyo en galletas con amaranto germinado-extrudido (GAGET50, 755.77 pmol ET/100 g, b. s. y
GAGE100, 2324.37 umol ET/100 g, b. s.) al compararse con su contraparte germinada (GAGT50,
1332.55 umol ET/100 g, b. s. y GAG100, 4537.83 umol ET/100 g, b. s.), asi como las galletas de amaranto
extrudido (GAE100) comparado con galleta de amaranto crudo (GAC100). Esto se le puede atribuir
a las reacciones de polimerizacion de compuestos fendlicos durante el procesamiento de extrusion,
lo que los hace menos extraibles, provocando que presenten una menor contribucién a la actividad
antioxidante cuantificable (Almirudis-Echeverria et al., 2020). Por su parte, el proceso de germinacion
(GAG100) incrementd la CAoX y se puede atribuir a los cambios metaboélicos que se producen
durante la germinacion de las semillas, debido principalmente a un aumento en la actividad de la
enzima hidrolitica enddgena, tales como la enzima degradadora de pared celular y la fenilalanina
amonio liasa (Perales-Sanchez et al., 2014; Chauhan et al., 2015). Esto se ve reflejado en la CAoX de
las galletas con amaranto germinado como GAGT50, GAGE100 y GAG100, siendo ésta tltima la que
presento el valor mas alto (p <0.05), mostrando un valor de 4537.83 umol ET/100 g, b. s.)
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Figura 3. Capacidad antioxidante de las galletas de amaranto procesado. ABTS. Ensayo basado en cationes
radicales 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico). GT. Galleta control de trigo. GACT50. Galleta de trigo
con amaranto crudo (50:50 p/p). GAET50. Galleta de trigo con amaranto extrudido (50:50 p/p). GAGT50. Galleta
de trigo con amaranto germinado (50:50 p/p). GAGET50. Galleta de trigo con amaranto germinado extrudido
(50:50 p/p). GAC100. Galleta de amaranto crudo. GAE100. Galleta de amaranto extrudido. GAG100. Galleta de
amaranto germinado. GAGE100. Galleta de amaranto germinado extrudido.

Figure 3. Antioxidant capacity of processed amaranth cookies. ABTS. Assay based on radicals’ cations 2,2"-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonic) GT. Control cookies of wheat. GACT50. Wheat cookie added with raw
amaranth (50:50 w/w). GAET50. Wheat cookie added with extruded amaranth (50:50 w/w). GAGT50. Wheat
cookie added with germinated amaranth (50:50 w/w). GAGET50. Wheat cookie added with germinated-
extruded amaranth (50:50 w/w). GAC100. Raw amaranth cookie. GAE100. Extruded amaranth cookie. GAG100.

Germinated amaranth cookie. GAGE100. Germinated-extruded amaranth cookie.

3.2.3 Digestibilidad proteinica in vitro

Los resultados de la digestibilidad proteinica in vitro (% DPIV) se muestran en la Tabla 4. La
galleta GAET50 presentd el valor de % DPIV mas alto, esto podria deberse a la complementariedad
de los aminoacidos entre ambos granos (Poutanen et al., 2022) y a que durante el proceso de extrusion
se pueden inactivar compuestos antinutricionales (acido fitico, inhibidores de a-amilasa, taninos,
saponinas) presentes en el amaranto crudo, lo que permite una mayor biodisponibilidad de las
proteinas, asi como para los minerales como el hierro, zinc y calcio, que se ven afectados por
antinutrientes, sumado a la desnaturalizacion parcial de las proteinas por consecuencia del proceso
(Olawoye y Gbadamosi, 2017; Almirudis-Echeverria et al., 2020).
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Las galletas con amaranto germinado (GAGT50/GAGI100) y germinado-extrudido (GAGE100)
presentaron los valores mas bajos de % DPIV con respecto a las galletas control (GT o GAC100). El
proceso de germinacion libera compuestos fendlicos los cuales podrian estar interfiriendo con la
accion de las proteasas y disminuyendo la digestibilidad proteinica (Cirkovic-Velickoc y Stanic-
Vucinic, 2018).

Tabla 4. Digestibilidad proteinica in vitro (% DPIV) de las galletas de amaranto procesado
Table 4. In vitro protein digestibility (% IVPD) of processed amaranth cookies

Galletas DPIV (%)
GT 80.59 + (0.38b¢
GACT50 79.24 + (0.26bcd
GAET50 83.76 + 0.007
GAGT50 74.98 +0.13¢
GAGET50 78.51 £ (0.77cde
GAC100 81.41 +0.773
GAE100 81.05 + 0.26b¢
GAGI100 76.16 + 1.54¢f
GAGE100 77.33 +(0.134det

GT. Galleta control de trigo. GACT50. Galleta de trigo con amaranto crudo (50:50 p/p). GAET50. Galleta de trigo con amaranto
extrudido (50:50 p/p). GAGT50. Galleta de trigo con amaranto germinado (50:50 p/p). GAGET50. Galleta de trigo con amaranto
germinado extrudido (50:50 p/p). GAC100. Galleta de amaranto crudo. GAE100. Galleta de amaranto extrudido. GAG100.
Galleta de amaranto germinado. GAGE100. Galleta de amaranto germinado extrudido. Los valores representan las medias +
la desviacion estandar. Medias con letras diferentes por columna indican diferencia significativa (p < 0.05).

GT. Control cookies of wheat. GACT50. Wheat cookie added with raw amaranth (50:50 w/w). GAET50. Wheat cookie added

with extruded amaranth (50:50 w/w). GAGT50. Wheat cookie added with germinated amaranth (50:50 w/w). GAGET50.
Wheat cookie added with germinated-extruded amaranth (50:50 w/w). GAC100. Raw amaranth cookie. GAE100. Extruded

amaranth cookie. GAG100. Germinated amaranth cookie. GAGE100. Germinated-extruded amaranth cookie.

4. Conclusiones

La suplementacion de galletas de trigo con harina de amaranto germinado y harina de
amaranto germinado-extrudido incrementd su contenido de proteinas, compuestos fendlicos y
capacidad antioxidante. Se observaron los valores mas altos para estos atributos en galletas
elaboradas con amaranto germinado o germinado-extrudido. La digestibilidad proteinica fue mayor
en galletas preparadas con amaranto extrudido y trigo al 50 % (GAET50), debido al proceso de
extrusion y a la complementariedad de los granos en cuanto al contenido de aminodacidos. Por lo
tanto, el amaranto procesado, ya sea extrudido, germinado o germinado-extrudido, es una
interesante alternativa tecnoldgica y nutricional para desarrollar productos de panificaciéon con
potencial nutracéutico. Asimismo, su potencial aplicacién para alimentos libres de gluten lo hace
una alternativa para el desarrollo de alimentos para este nicho especializado de la industria
alimentaria.
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Abstract

This study evaluated the potential of total chickpea protein (TP), the glutelin fraction (Glu), and their
<10 kDa hydrolysates (TPH and GluH) as functionalizing agents in the green synthesis of selenium
nanoparticles (SeNPs). Physicochemical parameters, including particle size, zeta potential,
polydispersity index, surface plasmon resonance (SPR), and antioxidant activity, were analyzed
using ORAC and ABTS assays. The results showed that the hydrolysates interacted more efficiently
with SeNPs than the intact proteins, generating more defined spectral profiles. SeNPs functionalized
with TP and Glu did not exhibit higher antioxidant activity than their parent proteins. In contrast,
SeNPs functionalized with GluH and TPH displayed significantly greater antioxidant activity (+53
% and +21 % in ORAC and ABTS, respectively) compared to the hydrolysates. GluHSeNPs reached
a particle size of 136 nm, while TPHSeNDPs formed aggregates larger than 1 um, demonstrating low
colloidal stability. Both systems exhibited low zeta potentials (-9 to -13 mV). These findings indicate
that <10 kDa chickpea glutelin hydrolysates are promising materials for the synthesis of
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nanostructures with high antioxidant activity, with potential applications in functional foods and
biomedicine.

Keywords: Selenium nanoparticles, green synthesis, Chickpea proteins, antioxidant activity,
glutelin protein

Resumen

Este estudio evalu6 el potencial de la proteina total de garbanzo (TP), la fraccion de glutelina (Glu)
y sus hidrolizados de <10 kDa (TPH y GluH) como agentes funcionalizantes en la sintesis verde de
nanoparticulas de selenio (SeNPs). Se analizaron parametros fisicoquimicos, incluyendo tamano de
particula, potencial zeta, indice de polidispersidad, resonancia de plasmon superficial (SPR) y
actividad antioxidante mediante los ensayos ORAC y ABTS. Los resultados mostraron que los
hidrolizados interactiian mas eficientemente con las SeNPs que las proteinas intactas, generando
perfiles espectrales mas definidos. Las SeNPs funcionalizadas con TP y Glu no presentaron mayor
actividad antioxidante que sus proteinas de origen. En contraste, las SeNPs funcionalizadas con
GluH y TPH exhibieron una actividad antioxidante significativamente superior (+53 % y +21 % en
ORAC y ABTS, respectivamente) en comparacién con los hidrolizados. GluHSeNPs alcanzaron
dimensiones de 136 nm, mientras que TPHSeNPs formaron agregados >1 um, evidenciando baja
estabilidad coloidal. Ambos sistemas presentaron bajos potenciales zeta (-9 a -13 mV). Estos
hallazgos indican que los hidrolizados <10 kDa de glutelina de garbanzo son materiales
prometedores y novedosos para la sintesis de nanomateriales con elevada actividad antioxidante,
con potencial aplicacién en alimentos funcionales y medicina.

Palabras clave: nanoparticulas de selenio, sistesis verde, proteinas de garbanzo, actividad
antioxidante, glutelina proteinas

1. Introduction

Selenium is a vital trace element involved in protecting against oxidative damage, regulating
thyroid hormone metabolism, and modulating immune function (Zhou et al., 2022). Dietary Se
deficiency has been linked to increased susceptibility to oxidative stress, cardiovascular diseases,
cancer, and impaired immune function (Shimada et al., 2021). Inorganic Se salts, such as sodium
selenite, are widely used as supplements but present limitations due to narrow safety margins, low
bioavailability, and potential toxicity at higher doses (EFSA Panel, 2023). Recently, selenium
nanoparticles (SeNPs) have gained attention as promising alternatives because they can improve
bioavailability, decrease toxicity, and provide controlled release characteristics (Waqar, 2025).

Nowadays, green synthesis of nanoparticles using biomolecules from plants and food proteins has
gained increasing attention as a sustainable and safe approach compared to conventional chemical
methods (Osman et al., 2024). Proteins and peptides can act as both reducing and stabilizing agents,
conferring colloidal stability and bioactivity to nanoparticles (Spicer et al., 2018). Legume proteins,
particularly from chickpea (Cicer arietinum L.), are abundant, and rich in bioactive peptides with
antioxidant, antihypertensive, and immunomodulatory properties (Kumar et al., 2025). Enzymatic
hydrolysis of chickpea proteins releases low molecular weight peptides with enhanced solubility
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and radical scavenging activity (Ghribi et al, 2015; Xu et al, 2020), which may improve the
stabilization and functionality of SeNDPs.

Glutelin from germinated chickpeas in the presence of selenium has been identified as the protein
fraction with the greatest capacity for accumulating this micronutrient, surpassing albumin and
globulin (Serrano-Sandoval et al., 2019; Herndndez-Grijalva et al., 2022). Furthermore, selenized
glutelin has demonstrated superior emulsifying and antioxidant capacity, as well as greater colloidal
stability compared to other protein fractions (Hernandez-Grijalva et al., 2022; Milan-Noris et al.,
2025). These properties offer significant advantages for the design of nanostructured systems with
applications in functional foods, nutraceuticals, and cosmetics, where the combination of SeNPs with
plant proteins can enhance bioactivity and protection against oxidative stress.

Despite the growing interest in legume derived peptides their application in the synthesis and
functionalization of SeNPs remains poorly explored. Accordingly, this study aimed to develop
SeNPs produced and functionalized through a green approach using chickpea proteins and their
hydrolysates, to characterize their physicochemical properties and antioxidant activity. Overall, this
research offers novel insights into chickpea derived peptides as sustainable biomaterials for
designing functional foods enriched with Se based nanoparticles.

2. Materials and methods

2.1 Chickpea flour production

Kabuli chickpea (Cicer arietinum L.) seeds were sourced from Angostura, Sinaloa, Mexico.
Seeds were disinfected with 200 mL of a 0.2 % sodium hypochlorite solution, rinsed three times with
distilled water, spread on a metal tray and dried in a convection oven (UNOX, Padua, Italy) at 50 +
1°C for 24 h. Once dried, the seeds were ground using Standard Model No. 5 Wiley Mill
(Swedesboro, NJ, USA) and sieved through a No. 60 mesh; the resulting flour was packed in plastic
bags and stored at 4 °C until needed (Guardado-Félix et al., 2017).

2.2 Total protein extraction

Total protein was extracted from chickpea flour following Serrano-Sandoval et al. (2019). In
short, the flour was defatted with hexane (1:4, w/v) under continuous agitation at 50 °C for 12 h,
replacing the solvent after 6 h. Then 20 g of flour were mixed with 200 mL of distilled water, and the
pH was raised to 8.5 with 1 M NaOH. The suspension was stirred for 2 h and centrifuged at 10,000
x g for 20 min at 4 °C (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). Supernatant and pellet were separated;
the supernatant was kept at 3 °C, while the pellet was resuspended in distilled water (1:5, w/v) and
centrifuged under the same conditions. The supernatant from this second spin was pooled with the
first, the pH was lowered to 4.5 using 1 M HCI, the mixture was stirred for 2 h and centrifuged again.
The final pellet was freeze dried and stored for subsequent analyses.
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2.3 Glutelin extraction

The glutelin (Glu) fraction was extracted sequentially following Serrano et al. (2019).
Defatted chickpea flour was suspended in distilled water (1:4 w/v) and stirred at 3000 rpm for 2 h,
then centrifuged at 10,000 x g for 20 min. The pellet was resuspended in 5 % NaCl (1:4 w/v), stirred
for 2 h and centrifuged again under the same conditions. The final residue was solubilized in 0.1 M
NaOH and stirred for 2 h; precipitation was induced by adjusting the pH to 4.8 with 1 M HCl,
followed by centrifugation at 10,000 x g for 20 min. The resulting pellet, corresponding to the Glu
fraction, was lyophilized and stored at -20 °C until analysis.

2.4 In vitro enzymatic digestion

The protein extracts were hydrolyzed according to the protocol reported by
Serrano-Sandoval et al. (2019). The protein solution (5 % w/v, in distilled and deionized water with
0.02 % sodium azide) was adjusted to pH 2.0 with 1M HCI before pepsin (4 % w/w, protein base)
was added. The solution was incubated at 37 °C for 1 h and then the pH was adjusted to 5.3 with
0.9M NaHCO:s. Pancreatin (4% w/w, protein base) was added, and the pH was adjusted to 7.5 with
1M NaOH. The solution was further incubated at 37 °C for 2 h and subsequently immersed in boiling
water to terminate the digestion. The digested protein was centrifuged at 16,000 x g for 10 min, and
the supernatant, containing the peptides of interest, was collected. Finally, the hydrolysates were
freeze-dried and stored at 4 °C until further use.

2.5 Preparation of hydrolysates <10 kDa by ultrafiltration

The supernatants from the enzymatic digestion were processed using Amicon® Ultra-15
centrifugal filters (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and centrifuged at 5,000 rpm for 30 min
(Eppendorf Centrifuge 5804 R, Germany). Filtrates containing peptides <10 kDa were collected,
lyophilized, and stored for later use.

2.6 Quantification of total soluble protein

Total soluble protein in TPH and GluH was measured using the Pierce BCA Protein Assay
Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s protocol. A standard
curve prepared with bovine serum albumin (BSA) was employed, and results were expressed in
pg/mL.

2.7 Obtaining methanolic extracts of GluH and TPH (<10 kDa)

Extracts were prepared following Guardado-Félix et al. (2017). Briefly, 50 mg of chickpea
hydrolysate were combined with 1 mL of 80 % methanol, stirred for 10 min, and centrifuged at 3,000
rpm for 15 min at 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Germany). The precipitate was removed and
the supernatant was dried to completeness under reduced pressure at 45 °C in a Carbolite PF 200
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oven (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). The dried residue was subsequently reconstituted in
200 pL of 80 % methanol for the quantification of total phenolic compounds.

2.8 Quantification of phenolic compounds in GluH and TPH

Total phenolic content in the methanolic extracts was measured by the Folin Ciocalteu
colorimetric assay. In brief, 20 puL of each sample were placed into a 96 well plate, and to both the
gallic acid standard (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and the samples were added 180 uL of
Folin Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 50 pL of 7 % Na,COs. After
incubating the mixtures at 25 °C for 90 min, absorbance was read at 750 nm on a microplate reader
(Synergy HT, Biotek Instruments), using methanol as the blank. Total phenolic content was reported
as ug of gallic acid equivalents (GAE) per mL of sample.

2.9 Synthesis of Se nanoparticles functionalized with Glu and TP

SeNPs functionalized with either chickpea total protein (TP) or glutelin (Glu) were prepared
based on Zhang et al. (2018) with slight modifications. Ascorbic acid was used as the reducing agent
and functionalization was performed with GluH or TPH. In brief, 1 mL of a 1 % (w/v) hydrolyzed
protein solution was combined with 5 mL of 0.3 M ascorbic acid and 3 mL of deionized water while
stirring at 600 rpm. Then 1 mL of 0.06 M sodium selenite (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was
added under 300 rpm stirring to trigger reduction; the development of a red color signaled
nanoparticle formation, and the mixture was stirred for another 30 min at 25 °C to homogenize. The
pH was adjusted to 3.5. The nanoparticle suspension was filtered through a 0.45 pm membrane,
centrifuged at 5,000 rpm for 15 min at 4 °C, and stored at 4 °C until use.

2.10 Synthesis of SeNPs functionalized with Glu and TP hydrolysates (<10 kDa)

GluHSeNPs and TPHSeNPs were synthesized following the method of Ye et al. (2020) with
minor modifications. Ascorbic acid served as the reducing agent, while <10 kDa hydrolysates
derived from total chickpea protein (TPH) or glutelin (GluH) were employed as stabilizing agents.
Briefly, 4 mL of 4 mM ascorbic acid, 4 mL of 1 mM sodium selenite (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), and 1 mL of <10 kDa hydrolysates (600 pug/mL) were combined in a 50 mL Erlenmeyer flask.
The mixture was agitated at 150 rpm for 1 h at 55 °C, and pH was adjusted to 8. The change from a
clear to an orange solution signaled the formation of nanoparticles. The resulting SeNPs were stored
at 4 °C until further use.

2.11 Surface plasmon resonance characterization, droplet size, polydispersity
index, and zeta potential of SeNPs

The surface plasmon resonance (SPR) of SeNPs was analyzed using a UV-Vis
spectrophotometer (Multiskan GO, Thermo Scientific) over a wavelength range of 200-800 nm.
Droplet size, polydispersity index (PDI), and zeta potential of the SeNPs were measured by dynamic
light scattering (DLS) using a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) at room temperature
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(25+0.5°C). Measurements were taken at a scattering angle of 173°. For the analysis, the nanoparticle
suspensions were diluted in deionized water (1:20, v/v) and placed into a disposable DTS1070 cell
(Malvern Instruments, UK).

2.12 Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) assay

The ORAC assay was conducted following Ou et al. (2001) with minor adjustments.
Fluorescein was used as the fluorescent probe, AAPH (2,2'-Azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride) acted as the radical generator, and Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) served as the standard. Samples, Trolox
standards, and AAPH were diluted in 75 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4). Aliquots of 25 uL
were loaded into a 96 well plate and measured with a Synergy HT microplate reader (BioTek
Instruments). Kinetic readings were taken every 2 min for 60 min with excitation at 485 nm and
emission at 538 nm. Antioxidant activity was determined from the difference in area under the curve
(AUC) of fluorescein decay between the blank and each sample, and results were reported as pmol
Trolox equivalents (TE) per mL.

2.13 Determination of antioxidant activity by ABTS assay

The ABTS radical cation assay (2,2"-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) was
carried out according to Re et al. (1999). A stock ABTS+ solution was generated by reacting ABTS
with 2.45 mM potassium persulfate and kept in the dark for 12-16 h prior to use. This solution was
diluted with PBS to reach an absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm. Aliquots of 7.5 uL of blanks,
samples, and standards were placed into a 96-well plate, then 292.5 pL of the ABTS+ solution was
added to start the reaction. After incubating the plate at room temperature for 10 min, absorbance at
734 nm was recorded using a Multiskan GO spectrophotometer (Thermo Scientific). The decrease in
absorbance was calculated against the blank, and antioxidant capacity was reported as pmol Trolox
equivalents (TE) per mL of sample.

2.14 Statistical analysis

All experiments were carried out with at least three independent replicates. Results are
reported as mean * standard deviation (SD). Statistical analysis was performed by ANOVA, and
mean comparisons were made using Tukey’s test with a significance level of p<0.05. Analyses were
conducted using JMP version 14 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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3. Results and discussion

3.1 Soluble protein, total phenolic content, and antioxidant activity of GluH and
TPH

Table 1 displays the soluble protein content, total phenolic content, and antioxidant activities
(ORAC and ABTS) for the <10 kDa fractions of GluH and TPH. Although both treatments showed
similar amounts of soluble protein, GluH exhibited a 51 % higher concentration of phenolic
compounds than TPH, resulting in a greater abundance of bioactive metabolites in the glutelin
fraction.

Regarding antioxidant activity, GluH showed higher ORAC values (16.88 %) than TPH, treatments,
whereas ABTS values were not statistically different between treatments. This difference between
methods may be attributed to the chemical nature of the radicals assessed: ORAC measures the
ability to neutralize peroxyl radicals, whereas ABTS measures the ability to act against cationic
radicals (Munteanu & Apetrei, 2021). The higher ORAC activity in GluH may be related to the
presence of phenolic compounds and low-molecular-weight antioxidant peptides. These findings
align with previous studies reporting enhanced antioxidant bioactivity following protein hydrolysis
in plant sources such as Brassica napus and lentil (Hernandez-Jabalera et al., 2015; Rezvankhah et al.,
2021).

Table 1. Soluble protein, total phenolic content, and antioxidant activity (ABTS and ORAC) of hydrolysates <10
kDa of GluH and TPH.

Tabla 1. Proteina soluble, contenido fenoélico total y actividad antioxidante (ABTS y ORAC) de los hidrolizados
<10 kDa de GluH y TPH.

Sample Soluble protein Total phenolic ORAC ABTS
(ng/mL) content (umol (umol
(ug/mL) TE/mL) TE/mL)
TPH 897.27 + 34.712 1746.45 + 82.11° 15.4 +0.35° 1.62 +0.05
GluH 953.18+ 9.642 2636.77+ 55.632 18.0 £0.22 1.72+£0.18

Values are expressed as mean + standard deviation (SD) of three replicates. Different letters within the column
for each type of protein hydrolysate indicate significant differences according to Tukey’s HSD test (p < 0.05).
GluH: hydrolysate of chickpea glutelin; TPH: hydrolysate of chickpea total protein.

3.2 Surface plasmon resonance (SPR) of Se nanoparticles

The UV-Vis spectra presented in Fig. 1 confirms the successful formation of Se nanoparticles
(SeNDPs) functionalized with chickpea proteins and their hydrolysates, with apparent differences
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observed between intact proteins and hydrolyzed fractions. Selenium nanoparticles functionalized
with (A) glutelin and (B) total protein displayed broader, less defined absorption bands, which is
indicative of a heterogeneous size distribution and partial aggregation; whereas those functionalized
with (C) glutelin hydrolysate and (D) total protein hydrolysate showed sharper, and more intense
bands. These spectral features are consistent with the formation of smaller, more uniformly
dispersed nanoparticles and improved colloidal stability.
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Figure 1. Surface plasmon resonance of Se nanoparticles functionalized with chickpea proteins and
hydrolysates <10 kDa. (A) GluSeNPs: Se nanoparticles functionalized with chickpea glutelin, (B) PTSeNPs: Se
nanoparticles functionalized with chickpea total protein, (C) GluHSeNPs: Se nanoparticles functionalized with
hydrolysate of chickpea glutelin, (D) PTSeNPs: Se nanoparticles functionalized with hydrolysate of chickpea
total protein.

Figura 1. Resonancia plasmoénica superficial de nanoparticulas de selenio funcionalizadas con proteinas y
hidrolizados de garbanzo de menos de 10 kDa. (A) GluSeNPs: nanoparticulas de selenio funcionalizadas con
glutelina de garbanzo, (B) PTSeNPs: nanoparticulas de selenio funcionalizadas con proteina total de garbanzo,
(C) GluHSeNPs: nanoparticulas de selenio funcionalizadas con hidrolizado de glutelina de garbanzo, (D)
PTSeNPs: nanoparticulas de selenio funcionalizadas con hidrolizado de proteina total de garbanzo.
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These variations can be explained by the presence of low molecular weight peptides and phenolic
compounds in the hydrolysates, which introduce additional functional groups (-OH, -COOH,
amide) capable of coordinating with surfaces. This enhanced interaction reduces nanoparticle
aggregation and stabilizes smaller particles. Similar stabilization mechanisms have been reported in
green synthesis approaches. For instance, Alhawiti (2022) described SeNPs synthesized with citric
acid and alginate, showing a distinct surface plasmon resonance and at 296 nm and high stability
due to hydroxyl and carboxyl groups acting as capping agents. Likewise, Alagesan and Venugopal
(2019) reported that SeNPs were obtained using a Withania somnifera extract, with an SPR maximum
at 320 nm, in which flavonoids and tannins served as reducing and stabilizing agents, thereby
enhancing antioxidant activity. Taken together, these findings suggest that chickpea hydrolysates
act in a manner comparable to plant derived extracts or biopolymers, providing effective
stabilization of SeNPs.

3.3 Antioxidant activity of SeNPs functionalized with proteins and hydrolysates
<10 kDa

For the synthesis of nanoparticles using intact proteins (PT and Glu) and their respective
hydrolysates (PTH and GluH), the concentrations of ascorbic acid, sodium selenite, protein, and pH
conditions differed. Although a direct comparison of antioxidant activity between the two systems
is not feasible, the activity of each component can be evaluated in relation to the synthesized
nanoparticles. Fig. 2, panel A) shows the antioxidant activity of nanoparticles functionalized with
<10 kDa PTH and GluH, together with ascorbic acid (4 mM), sodium selenite (1 mM), hydrolysates
(600 pg/mL), and their combinations. Panel B) shows the antioxidant activity of nanoparticles
functionalized with PT and Glu fraction, as well as their components: ascorbic acid (0.3 mM), sodium
selenite (0.06 mM), 1 % (w/v) protein, and respective combinations.

The results showed that in both ORAC and ABTS assays, nanoparticles functionalized with <10 kDa
PTH and GluH (PTHSeNPs and GluHSeNDPs) exhibited 53 % higher antioxidant activity than
ascorbic acid alone or in combination with PTH, GluH, and sodium selenite (Fig. 2, panel A). A
similar trend was observed in the ABTS assay, where PTHSeNPs and GluHSeNPs displayed more
than 21 % higher antioxidant activity compared to ascorbic acid and its combinations. Sodium
selenite, in contrast, showed no antioxidant activity in either assay. PTH and GluH alone exhibited
significantly lower activity than both nanoparticles and ascorbic acid (Fig. 2, panel A). These findings
indicate that SeNPs functionalized with <10 kDa hydrolysates of PT and Glu generate nanostructures
with enhanced antioxidant capacity, surpassing the properties of their hydrolysates and ascorbic
acid. Furthermore, no significant difference was observed between the antioxidant activity of
PTHSeNPs and GluHSeNPs.

Panel B of Fig. 2 shows the antioxidant activity, measured by ORAC and ABTS, of nanoparticles
functionalized with TP and Glu fraction of chickpeas. In the ORAC assay, the highest activity was
observed for combinations of ascorbic acid with PT and Glu, exhibiting up to 39.2 % higher activity
than PTSeNPs and GluSeNDPs. A similar trend was observed in the ABTS assay, where ascorbic acid
and its combinations with protein fractions and sodium selenite, as well as PTSeNPs and GluSeNPs,
showed the highest activities.
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Figure 2. Antioxidant activity of SeNPs functionalized with proteins and hydrolysates <10 kDa. PT: Chickpea
total protein, Glu: chickpea glutelin, PTH: Hydrolysate of PT, GluH: Hydrolysate of Glu, PTSeNPs: Se
nanoparticle functionalized with PT, PTHSeNPs: Se nanoparticle functionalized with PTH, GluSeNPs: Se
nanoparticle functionalized with Glu, GluHSeNPs: Se nanoparticle functionalized with GluH. The
concentrations of the components correspond to the conditions used for nanoparticle synthesis: SeNPs with
intact protein=Naz5eOs 0.06 M, ascorbic 0.3 M and protein 1 % (w/v), SeNPs with hydrolysates = Na:5eOs 1 mM,
ascorbic acid 4 mM, hydrolysates 600 pig/mL.

Figura 2. Actividad antioxidante de las nanoparticulas de selenio (SeNPs) funcionalizadas con proteinas e
hidrolizados de menos de 10 kDa. PT: Proteina total de garbanzo, Glu: glutelina de garbanzo, PTH: hidrolizado
de PT, GluH: hidrolizado de Glu, PTSeNPs: nanoparticulas de Se funcionalizadas con PT, PTHSeNPs:
nanoparticulas de Se funcionalizadas con PTH, GluSeNPs: nanoparticulas de Se funcionalizadas con Gluy,
GluHSeNPs: nanoparticulas de Se funcionalizadas con GluH. Las concentraciones de los componentes

10
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corresponden a las condiciones utilizadas para la sintesis de nanoparticulas: SeNPs con proteina intacta =
Na,SeO; 0,06 M, acido ascdrbico 0,3 M y proteina al 1 % (p/v); SeNPs con hidrolizados = Na,SeO; 1 mM, acido
ascorbico 4 mM, hidrolizados 600 pg/mL.

No significant differences were found among the samples. Notably, the concentration of ascorbic
acid (0.06 mM) used in the synthesis of these nanoparticles was higher than that employed in the
hydrolysate-based system, which may interfere with the measurement of the actual antioxidant
activity of each component and nanoparticles. Therefore, to compare hydrolyzed and non-
hydrolyzed chickpea proteins, it is necessary to establish a synthesis method under identical
concentration conditions, as this study followed previously established protocols for SeNPs
synthesis.

The use of peptides for the synthesis of selenium nanoparticles has been proven successful. Tang et
al. (2020) developed a novel method for synthesizing selenium nanoparticles (5eNPs) by directly
reducing sodium selenite with ascorbic acid and using tilapia polypeptides (TPs) as stabilizing
agents. The main bonding forces of TPSeNPs were electrostatic and hydrophobic interactions. Ye et
al. (2020) employed peanut flour peptides as stabilizing agents in SeNPs synthesis, obtaining
particles of approximately 140 nm, with stabilization primarily attributed to electrostatic and
hydrophobic interactions, as well as Se-O and Se-N bonds. In the case of intact proteins used as
stabilizing agents, [3>-lactoglobulin has been successfully applied, yielding particle sizes of 36.8 + 4.1
nm, with its NH, and OH functional groups responsible for binding to SeNPs (Zhang et al., 2018).

The use of proteins and peptides as stabilizing agents for SeNPs has been less studied than the use
of polysaccharides (Shi et al.,, 2021). Chickpea proteins, particularly the glutelin fraction and its
peptides, represent a novel alternative for synthesizing nanostructures with high antioxidant
potential. However, further studies are needed to elucidate the interactions of chickpea protein and
peptide functional groups with selenium, which remain undocumented, as well as to analyze the
peptide profile.

3.4 Size, polydispersity index, and zeta potential of GluHSeNPs and TPHSeNPs

Table 2 summarizes the hydrodynamic diameter, polydispersity index (PdI), and zeta
potential of SeNPs functionalized with hydrolyzed chickpea proteins. Notable differences were
detected between GluH coated SeNPs and those functionalized with total protein (TPH).

The GluHSeNPs exhibited a markedly smaller average size (135.7 nm) compared to TPHSeNPs
(1043.7 nm), indicating that glutelin peptides favored the formation of more compact and
homogeneous nanoparticles. This finding aligns with previous reports indicating that glutelin
fractions from chickpea sprouts accumulate higher levels of Se and yield more stable antioxidant
hydrolysates (Serrano-Sandoval et al., 2019; Hernandez-Grijalva et al., 2022). In contrast, the larger
aggregates observed in TPHSeNPs suggest that the heterogeneous mixture of peptides in the total
protein fraction promoted extensive cross linking and agglomeration, a phenomenon also described
for biogenic SeNPs synthesized by Bacillus subtilis and Azospirillum species, where particle size varied
widely depending on the biomolecular corona (Tugarova et al., 2018; Ullah et al., 2021).
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The PdI values (0.41-0.45) indicate moderate polydispersity in both systems, consistent with other
protein or plant mediated SeNPs, which typically exhibit broader distributions than chemically
stabilized nanoparticles (Zhang et al., 2018). GluHSeNPs exhibited a more compact size distribution,
supporting the idea that glutelin derived peptides act as more effective coating agents.

Regarding surface charge, both nanoparticle system types exhibited negative zeta potentials, with
TPHSeNPs showing a higher magnitude (-12.9 mV) than GluHSeNPs (-9.1 mV). These values fall
within the range reported for biogenic SeNPs stabilized by proteins or polysaccharides (-18 to -27
mV), which confer relative colloidal stability through electrostatic repulsion (Tugarova et al., 2018;
Ullah et al., 2021). However, the less harmful potential of GluHSeNPs suggests that stability is not
solely electrostatic but also involves steric hindrance from peptide adsorption, as previously
observed in [3-lactoglobulin SeNPs and peanut peptide SeNPs (Zhang et al., 2018; Ye et al., 2020).

Overall, these results show that glutelin hydrolysates are superior stabilizers compared to total
protein hydrolysates, yielding smaller, more uniform SeNPs with adequate surface charge. This is
consistent with the higher antioxidant and emulsifying activities reported for glutelin fractions
enriched with Se (Serrano-Sandoval et al., 2019; Hernandez-Grijalva et al., 2022).

Table 2. Size, polydispersity index (PdI), and zeta potential of GluHSeNPs and TPHSeNPs
Tabla 2. Tamario, indice de polidispersidad (PdI) y potencial zeta de las GluHSeNPs y las TPHSeNPs

Sample Z-average (d.nm) PdI Zeta Potential (mV)
GluHSeNPs 135.73 +12.21° 0.45 + 0.05 -9.12+1.85°
TPHSeNPs 1043.7 + 44.40° 0.41 +0.90 -12.87 +0.312

Values are expressed as mean * standard deviation of three repetitions. Different letters within the column
indicate significant differences among types of nanoparticles according to the Tukey HSD test (p < 0.05).
PTHSeNPs: Se nanoparticle functionalized with hydrolysate of chickpea total protein, GluHSeNPs: Se
nanoparticle functionalized with hydrolysate of chickpea glutelin.

4. Conclusions

This study demonstrates that the <10 kDa glutelin hydrolysate of chickpea is an effective
biomaterial for the green synthesis and functionalization of SeNPs, enhancing their antioxidant
activity. GluHSeNPs exhibited more than 50 % higher antioxidant activity compared to glutelin
peptides. Nevertheless, several limitations remain. The characterization was restricted to
physicochemical and antioxidant properties, without biological validation such as cytotoxicity or
bioavailability assays. In addition, structural characterization techniques, including transmission or
scanning electron microscopy (TEM/SEM) and FTIR spectroscopy, were not applied, leaving gaps in
the understanding of nanoparticle morphology and protein—selenium interactions. Addressing these
aspects in future work will be essential to strengthen the translational potential of SeNPs in
nutraceutical and biomedical applications.
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Abstract

Emerging extraction technologies gained position due to their advantages in obtaining high-quality
metabolites. Supercritical fluid extraction (SFE) recovers bioactive molecules while preserving their
integrity. In this study, SFE was applied to Buddleja scordioides Kunth (salvilla) bush leaves, a species
rich in phenolic compounds with medicinal properties. A central composite design of three factors
was used: co-solvent percentage (ethanol), pressure, and extraction time. Extracts were evaluated
for yield, total flavonoid content, antioxidant activity (ORAC and ABTS) and quantification of
phenolic compounds by UPLC-PDA-ESI-MS/MS. Extraction yields ranged from 3.63-6.27 %, total
phenolic content varied from 219.17-314.72 ug CE/mg extract. Antioxidant activity was ranged from
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53.54-81.88 mmol TE/mg of salvilla leaves extract (SE) for ABTS and 78.69-185.40 mmol TE/mg SE
for ORAC. The total phenolic content determined by UPLC-PDA-ESI-MS/MS was ranged from
4188.1-13008.2 ng/mg SE with the co-solvent as the most influencer factor. According to the general
linear model (GLM), the central points (120 min, 150 bar, 20 % co-solvent) yielded the highest results.
This work is original in its application of SFE, to improve the extraction of bioactive molecules. This
work provides novelty by applying SFE, to enhance the extraction and quality of bioactive
compounds. These results enhance the SFE as a sustainable strategy for the valorization of medicinal
plants.

Keywords: salvilla, emerging extraction, supercritical fluids, phenolic acids, flavonoids.

Resumen

Las tecnologias de extraccion emergentes cobraron relevancia por sus ventajas en la obtencién de
metabolitos de calidad. La extraccion con fluidos supercriticos (SFE) recupera moléculas bioactivas
preservando su integridad. En este estudio, se aplico SFE a las hojas del arbusto de Buddleja
scordioides Kunth (salvilla), especie rica en compuestos fendlicos con propiedades medicinales. Se
empled un disefio central compuesto de tres factores: porcentaje de co-solvente (etanol), presion y
tiempo. Los extractos se analizaron para rendimiento, flavonoides totales, actividad antioxidante
(ABTS y ORAC) y cuantificacion fendlica mediante UPLC-PDA-ESI-MS/MS. Los rendimientos
oscilaron entre 3.63-6.27 %, los compuestos fenolicos totales entre 219.17-314.72 ug CE/mg de
extractos de hojas de salvilla (SE), actividad antioxidante entre 53.54-81.88 mmol TE/mg SE para
ABTS y 78.69-185.40 mmol TE/mg SE para ORAC y el analisis por UPLC-PDA-ESI-MS/MS oscilé
entre 4188.1-13008.2 ng/mg SE siendo el co-solvente la variable de mayor influencia. De acuerdo con
el modelo lineal general (MLG), los puntos centrales (120 min, 150 bares y 20 % de co-solvente)
tuvieron los mejores resultados. Este trabajo aporta originalidad al aplicar SFE, para mejorar la
extraccion de compuestos bioactivos y su calidad. Los resultados exponen a la SFE como estrategia
para obtener compuestos fendlicos de salvilla con capacidad antioxidante relevante, respaldando su
aplicabilidad en la valorizacion sostenible de plantas medicinales.

Palabras clave: salvilla, extracciéon emergente, fluidos supercriticos, acidos fenoélicos, flavonoides.

1. Introduction

The extraction of natural compounds has been an integral part of human culture since
antique times. Early societies, like the Chinese, Egyptians and even Mayans, relied on rudimentary
methods like maceration and steam distillation for the preparation of herbal medicines, perfumes,
and food preservatives (Azmir et al., 2013). Over centuries, these techniques evolved, but solvent-
based extractions remained predominant, often relying on large volumes of organic solvents and
energy-intensive processes.

Despite their widespread use, traditional extraction methods present significant disadvantages
when applied to bioactive compound extraction. Prolonged extraction times and high temperatures
can cause the degradation of thermolabile molecules, such as phenolic compounds, diminishing their
activity (Chemat et al., 2019). Moreover, the use of toxic solvents of organic nature causes alarms
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about environmental contamination, operator protection, and solvent residues in the final product,
directly contradicting the principles of green chemistry (Mustafa & Turner, 2011). These tasks
highlight the necessity for more sustainable and efficient options.

Emerging extraction technologies have gained momentum in recent decades as part of a broader
shift toward green chemistry. Techniques such as ultrasound-assisted extraction (UAE), microwave-
assisted extraction (MAE), pressurized liquid extraction (PLE) and supercritical fluid extraction
(SFE) have demonstrated significant rewards over conventional technologies, like improved yields
of bioactive compounds, shorter extraction times, and reduced solvent use (Usman et al., 2023). They
are closely associated with the 12 principles of green chemistry, offering cleaner, safer, and more
energy-efficient approaches to phytochemical recovery (Chemat et al., 2015).

Among these, supercritical fluid extraction (SFE) stands out for its unique physico-chemical
foundation. SFE uses the properties of fluids in their supercritical phase, beyond their critical
pressure and temperature, where they demonstrate gas-like diffuseness and liquid-like dissolving
power (Banafi et al., 2023). For this, carbon dioxide (CQOy), is the commonly utilized supercritical fluid
since it is non-toxic, easily removed from extracts, inexpensive, and non-flammable, properties given
by its low critical pressure (73.8 bar) and temperature (31.1 °C). The closed, oxygen-free, and low-
temperature environment of SFE minimizes oxidation and thermal degradation, making of this
technology particularly appropriate for obtaining thermosensitive bioactive molecules (Vinitha et
al., 2022; Sheibani et al., 2024). In this way this technique allows the use of co-solvents, such as
ethanol that offers several advantages in the obtention of bioactive compounds. By adjusting
pressure, temperature, and the proportion of ethanol, the extraction process can be selectively
directed to obtain more specific chemical profiles with fewer impurities, while requiring significantly
smaller solvent volumes compared to conventional ethanolic extractions (Herrero et al.,, 2006;
Reverchon & De Marco, 2006).

In this context, SFE offers notable potential for the obtention of phenolic molecules, key secondary
metabolites that have anti-inflammatory, antimicrobial and antioxidant activities from medicinal
plants. In this tenor, Buddleja scordioides Kunth, commonly known as "salvilla," is an endemic bush
widely disseminated in Mexico and habitually used in traditional medicine for its healthy properties
such as anti-inflammatory and wound-healing properties (Avila-Acevedo & Romo-de-Vivar, 2002;
Diaz-Rivas et al., 2015; Villegas Novoa et al., 2019). Phytochemical studies have revealed that salvilla
is rich in polyphenols, particularly flavonols and phenolic acids, which confer its pharmacological
activities (Macias-Cortés et al., 2022).

Given the sensitivity of polyphenolic compounds to heat and oxidation, SFE emerges as a
particularly advantageous method for their recovery from salvilla. Previous research has
demonstrated the successful application of SFE for extracting polyphenols and other bioactives from
diverse plant matrices, including Amaryllidaceae alkaloids (Pilafova et al., 2025), rosemary (Salvia
rosmarinus) (Ayyildiz et al., 2024), green tea (Camellia sinensis) (Debczak et al., 2024), and grape seeds
(Vitis vinifera) (Coelho et al., 2018), achieving high yields and preserving bioactivity. Such precedents
highlight the promise of optimizing SFE conditions to maximize the yield and functionality of
salvilla leaves extracts, paving the way for their potential use for pharmaceutical, nutraceutical, and
cosmetic products. The aim of the present work is to evaluate the extraction of bioactive compounds
from Buddleja scordioides Kunth (salvilla) using the supercritical fluid extraction, using a central
composite design; this can help to determine the optimal conditions to maximize yield, phenolic
content, and antioxidant activity of the salvilla leaves extracts.
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2. Materials and methods

2.1 Chemical reagents

For total flavonoids catechin, (HPLC grade), potassium persulfate (K25:0s), aluminum
chloride (AICls), sodium hydroxide (NaOH), and sodium nitrite (NaNO:z) were used. Finally, for 2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic) acid (ABTS) and Oxygen Radical Absorbance
Capacity (ORAC) antioxidant techniques fluorescein, monobasic potassium phosphate, ABTS
radical, dibasic potassium phosphate, 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)
radical and Trolox® were used. For the Ultra High-Performance Liquid Chromatography system
coupled to a Xevo TQS triple-quadrupole detector with photodiode array and electrospray interfaces
(UPLC-PDA-ESI-MS/MS) determinations, this reference standards and solvents were employed:
luteolin, quinic acid, neohesperidin, ferulic acid, 4-hydroxybenzoic acid, apigenin, chlorogenic acid,
acetonitrile (HPLC grade), syringic acid, protocatechuic acid, naringenin, caffeic acid, benzoic acid,
eryodictiol, kaempferol 3-O-glucoside, ethanol, sinapic acid, shikimic acid, rutin, 2,4,6-
trihydroxybenzaldehyde, vanillic acid, acacetin, quercetin-O-glucoside, trans-cinnamic acid,
naringin, myricetin, methanol, 4-O-caffeoylquinic acid, quercetin, coumaric acid, quercetin
glucuronide, kaempferol. All chemical reagents (reagent or LC grade) and standards (HPLC grade)
were purchased from Sigma-Aldrich® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

2.2 Methods
2.2.1 Collection of salvilla leaves

In 2018, wild bushes of Buddleja scordioides Kunth were harvested near Victoria de Durango,
Durango, México (24°00'00" N, 104°24'59" W). After collection, the salvilla leaves were detached from
the stems and air-dried at 25 °C under light-protected conditions. Once dehydrated (with a moisture
content of 5.32 + 0.3 %), the plant material was ground using a #2 sieve knife mill (IKAS®, Staufen,
Germany) and subsequently kept in sealed containers until further use.

2.2.2 Supercritical fluid extraction (SFE)

A portion of milled salvilla leaves (55 g) was introduced into the extraction chamber of a
Thar® SFE system (Pittsburg, USA). Extractions were carried out at 40 °C, using CO; as the primary
solvent and ethanol as co-solvent with a 10 mL/min flow, varying the co-solvent percent, pressure,
and time (described in statistical analysis). To recover each extract, the ABPR valve was gradually
opened in increments to prevent freezing, with the instrument software controlling the opening at a
rate of 5 % per minute, enabling collection from the separator vessel. A total of fifteen SFE conditions
were used (Table 1). After each extraction, the system was slowly depressurized, the collected
material was retrieved from the vessel, and it was stored under refrigeration and protected from light
until further analysis.
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Table 1. Treatment conditions
Tabla 1. Condiciones de los tratamientos

Treatment Run Time (min) Pressure (Bar) Co-solvent (%)
1 13 162.4 1854 16.5
2 4 162.4 114.6 23.5
3 14 77.6 185.4 23.5
4 1 77.6 114.6 16.5
5 7 60 150 20
6 15 180 150 20
7 9 120 100 20
8 6 120 200 20
9 2 120 150 15
10 5 120 150 25
11 3 120 150 20
12 10 120 150 20
13 8 120 150 20
14 11 120 150 20
15 12 120 150 20

2.2.3 SFE extracts pre-treatment to lyophilization

Because all extracts were generated using ethanol as the co-solvent, it was necessary to
remove the organic phase before freeze-drying. For this purpose, distilled water equivalent to 25 %
(v/v) of each extract was added, followed by solvent removal in a Biichi® rotary evaporator (New
Castle, USA) at 40 °C. Once the alcohol had been eliminated, the aqueous extracts were frozen and
subsequently lyophilized in a Labconco® freeze dryer (Kansas City, Missouri, USA). The resulting
dry powders were kept under desiccated conditions until further use.

2.2.4 Extraction yield

The energy content of the supplement was estimated based on its nutritional composition,
in accordance with Mexican Official Standard NOM-051-SCFI/SSA1-2010. Quantification of the total
macronutrient content (proteins, lipids, and carbohydrates) was performed. Subsequently,
Atwater’s general conversion factors were applied, assigning 4 kcal per gram to proteins and
carbohydrates, and 9 kcal per gram to lipids (Sdnchez-Pefa et al., 2017). Results were represented as
kilocalories per 100 grams of supplement (kcal/100 g).

To determine the extraction yield, 55 g of dried salvilla leaves were exposed to the SFE procedure
and later lyophilized. Extraction yield was expressed as the percentage of recovered extract relative
to the dry mass:

lyophilized extract mass
x 100

Extraction yeld(%) = initial dry mass
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2.2.5 Total flavonoid content

Total flavonoids were assessed using the methodology reported by Rosales-Villarreal et al.
(2022). For the calibration curve, catechin solutions (0-300 pg/mL) were prepared. Samples of the
lyophilized SFE extracts were diluted in a milliliter (mL) of deionized water. Then, 20 uL of each
standard, blank, or sample were blended with 5 % NaNO, (7.5 puL), 10% AICl; (15 uL), 1 M NaOH
(50 pL), and 157 pL distilled water. The reaction mixtures were protected from light for 5 min, and
absorbance was recorded at 570 nm using a Daigger microplate reader (Buffalo Grove, IL, USA).
Results were expressed as pg of catechin equivalents per mg of salvilla leaves extract (ug CE/mg SE).

2.2.6 Antioxidant activity of samples

For this project, both electron-transfer (ABTS) and hydrogen-donation (ORAC) assays were
used to evaluate antioxidant capacity in all treatments.

The ABTS assay was performed according to the method reported by Macias-Cortés et al. (2022).
After the ABTSe* radical was activated by mixing equal quantities of ABTS solution (7 mM) and
potassium persulfate solution (2.45 mM) and allowing them to react at room temperature for 16 h in
the dark, this was diluted with 5 mM phosphate buffered-saline (PBS) buffer (pH 7.4) to achieve an
absorbance of 0.700 £ 0.02 nm at 750, then 10 uL of diluted blank, sample, or Trolox® (50pM) were
aggregated to 190 pL of diluted ABTSe* radical. After 10 min in the dark, absorbance was measured
at 750 nm using a Daigger® microplate reader (Vernon Hills, IL, USA). Results were reported as
mmol Trolox equivalents per mg of salvilla leaves extract (mmol TE/mg SE). In other hand, ORAC
assay was adapted from Rosales-Villarreal et al. (2022). Each well received 20 uL of diluted blank,
sample or Trolox® (50uM), and then, 200 pL fluorescein (1.09 uM) were added. After a 15 min
incubation at 37 °C using a Synergy HT® microplate reader (Bio-Tek, Winooski, VT, USA), 75 uL of
2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) radical (79.65 mM) were added. In this
assay, fluorescence of each well was monitored each 1.5 min, finishing at 2.5 h. The readout was
programmed at 485 nm for excitation and 535 nm for emission. Antioxidant activity was calculated
from the area under each decomposition curve and reported as mmol TE/mg dry salvilla leaves
extract.

2.2.7 Phenolic characterization by Liquid chromatography — mass spectroscopy
(UPLC-PDA-ESI- MS/MS)

For phenolic characterization, profiling was performed following the Diaz-Rivas et al. (2018)
method with some modifications. Analyses were performed using a Waters Ultra High-Performance
Liquid Chromatography (UPLC) system coupled to a Xevo TQS triple-quadrupole detector with PDA
and ESI interfaces (Xevo TQS, Waters Corp., Wexford). Samples were injected via a temperature-
controlled manager (6 °C) into an Agilent® C18 column (150 x 2.1 mm, 1.7 um). The elution involved
solvent A composed of 7.5 mM formic acid and solvent B that is acetonitrile, this according to the
following gradient: 97:3 (A:B) at 0 min; 91:9 at 1.23 min; 84:16 at 3.82 min; 50:50 at 11.40 min; returning
to 97:3 at 13.24-15.00 min. The elution flow rate was 250 uL/min, while methanol/formic acid
introduced at 0.210 mL/min as co-solvent was added post-separation to stabilize ion formation. Total
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runtime was 15 min. Mass spectrometry was conducted in Multiple Reaction Monitoring (MRM)
mode, operating in negative ESI with the following parameters: cone 30 V, capillary 2.25 kV,
desolvation 400 °C, source 150 °C, desolvation gas 800 L/h, cone gas 150 L/h, collision gas 0.13
mL/min, MS collision energy 2.0 eV, and MS/MS 20 eV. Phenolic standards at 20 ng/uL were used to
establish retention times, m/z values, and fragmentation patterns. Data acquisition and processing
were performed using MassLynx v4.1 Software (Waters Corp., Milford, MA). Samples were prepared
at 10 mg per milliliter (mg/mL), filtered through 0.45 um acrodiscs, and placed into amber vials in
the autosampler, wich injected 1 microliter for the assay. The results were expressed as ng of phenolic
compound per mg of salvilla leaves extract.

2.2.8 Experimental design and data analysis

The use of a central composite design (CCD) is widely recommended for multivariable
optimization in extraction technologies, particularly in SFE, where process efficiency and selectivity
depend on synergistic effects between operational parameters (Herrero et al.,, 2006; Bezerra et al.,
2008). For the experiment a CCD was chosen, small type, with 15 experimental runs: 10 without
central points and 5 with central points, using an alpha (o) of 1.41421. The independent variables
were extraction time, pressure and cosolvent percent according to the follow table 2:

Table 2. Independent variables of the experiment
Tabla 2. Variables independientes del experimento

Factor -1 -o 0 o 1
Time (min) 60 77.57 120 162.43 180
Pressure (bar) 100 114.64 150 185.36 200
Co-solvent (%) 15 16.46 20 23.54 25

Furthermore, a general linear model (GLM quadratic modeling) was employed to analyze the
experimental data because it allows the simultaneous evaluation of the individual and interactive
effects of the extraction variables included in the central composite design. Results are shown in RSM
graphics. The analysis was performed using obtained data from statistical software Design Expert ®
(Minneapolis, USA) and Statistica v. 12.0 software (Palo Alto, CA, USA).

3. Results and discussion

3.1 Extraction yield

Once the SFE salvilla leaves extracts were obtained, all treatments were lyophilized and their
yield considered, where all samples were from 3.6 to 6.3 % (central points had an average of 4.90 +
0.1 %). These results were fitted to a linear model in which the most influential factor according to
their equation is ethanol (p = 0.0001) (Table 3).
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Table 3. Modeling for each extraction parameter
Tabla 3. Modelamiento para cada parametro de extraccion

EP Model P
value
Yield 1.60+ 0.02a + 0.003b —0.07¢ 0.0001
TFM  -295.23 —1.10a + 3.37b — 29.31¢ — 0.01ab + 0.11ac — 0.05bc + 0.004a2 + 0.001b2 — 0.70c2 0.0011
ABTS —19.05-1.49a + 0.88b + 7.89¢ + 0.0007ab + 0.03ac — 0.04bc + 0.004a2 + 0.00002b2 — 0.10c2 0.005
ORAC -1749.04 +5.17a+9.43b + 94.31¢c + 0.01ab — 0.06ac — 0.28bc — 0.02a2 — 0.01b2 — 1.21c2 0.0005

TPC  —152999 +400.76a +658.99b + 9576.79¢ - 0.37ab — 11.52ac — 24.71bc — 0.52a2 — 0.58b2 — 114.18c2  0.0004

*EP= extraction parameters; TFM = Total flavonoids (microplate); TPC = total phenolic compounds a= time b= pressure
c= cosolvent

Although the co-solvent is the most influential factor, it can be noticed that minimum yield
corresponds to a 60 min of extraction, while 6.3 % corresponds to 162.4 min, treatment obtained at
180 min had a yield of 6.0 %. Fig. 1 showed the yield modeling in a 2D surface method response
graphic. In this respect, the obtained results of yield were smaller than the observed by traditional
technologies such as the reported by Avila-Acevedo & Romo-de-Vivar (2002), who made a successive
extraction of salvilla, beginning with hexane, then ethyl acetate and finally methanol, reporting 15.15
% of yield. Another case is the salvilla extract obtained using an infusion method made (Herrera-
Carrera et al., 2015), obtained a 20.31 + 0.61 % of yield extraction. In the other hand, SFE showed
lower yield extraction than the other one obtained by ultrasound assisted extraction (UAE), an
emergent technology made by Macias-Cortés et al. (2022), who reported a yield extraction of 10.58 +
0.33 t0 12.92 +0.40 % in hydroalcoholic salvilla leaves extracts obtained with different conditions such
as wave amplitude, time, and ethanol percent. The yield obtained in this work is similar to the
described by Perez-Gutierrez & Vargas-Solis (2008) who reported a yield of 7.6 % in a successive
extraction consisted of hexane, chloroform and methanol (in this order) salvilla extract. Fig. 1.

Despite the comparatively lower extraction yields obtained through supercritical fluid extraction
(SFE), this behavior is consistent with the intrinsic characteristics of the technique. SFE typically
produces smaller quantities of extract than conventional or solvent-intensive methods
(Pourmortazavi & Hajimirsadeghi, 2007); however, it offers significant technological advantages that
justify its use for the recovery of bioactive compounds. Because CO; is non-toxic, non-flammable,
and easily removed from the final product, SFE generates cleaner extracts free of solvent residues,
which is particularly valuable for applications in food, nutraceutical, and pharmaceutical
formulations (Herrero et al., 2006; Reverchon & De Marco, 2006). Additionally, the process operates
under mild temperatures, reducing thermal degradation of thermolabile compounds and improving
the preservation of antioxidant constituents (Plaza & Turner, 2015). From an environmental
perspective, SFE is considered a more sustainable alternative, as it minimizes the use of organic
solvents and allows CO, to be recycled within the system, reducing waste generation and ecological
impact. Therefore, although the yields obtained in this study were lower than those reported for
traditional extraction techniques, the high purity, safety, and sustainability associated with SFE
position it as a competitive and environmentally responsible method for salvilla bioactive compound
recovery.
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Figure 1. Yield of salvilla leaves extract (2D surface response model)
Figura 1. Rendimiento del extracto de salvilla (modelo de superficie de respuesta en 2D)

3.2 Total flavonoid content

The flavonoids are a group of secondary metabolites acknowledged for their anti-
inflammatory, antioxidant, and protective properties against oxidative stress. Their quantification is
a key indicator of the biological potential of plant extracts and serves as an important criterion to
assess the efficiency of extraction methods. Therefore, determining the total flavonoid content
provides valuable insight into the capacity of supercritical fluid to recover bioactive compounds with
functional relevance (Herrero et al., 2006; Macias-Cortés et al., 2020).

In this tenor, a total flavonoid content by microplate was done for all treatments. These results were
adapted to a quadratic model where the most influential factor according to their equation was
ethanol (p = 0.0011) (Table 3). The achieved values ranged from 219.17 to 314.72 pg CE/mg SE, with
the central points showing a mean value of 270.43 + 1.2 ug CE/mg SE (Fig. 2) where it seemed that
higher values can be found in higher ethanol percent. Despite the lower yields obtained, supercritical
fluid extraction demonstrated to be a competitive emerging technology since flavonoid content was
higher than the reported in other works, for example, Macias-Cortés et al. (2022) with values of 107.3
+ 3.0 - 224.9 + 6.3 ug CE/mg SE in samples obtained with ultrasound assisted extraction, and the
described by Diaz-Rivas et al. (2015), who informed quantities of 10.8 + 0.05 ug CE/mg SE in a salvilla
infusion and their work where the salvilla infusion and 7.06 + 0.4 ug CE/mg SE in a concentrated
salvilla infusion. These findings confirm that ethanol, in synergy with supercritical CO,, enhances
the recovery of metabolites like flavonoids as a consequence of its polarity and solvent affinity.
Moreover, the supercritical CO, phase improves the solubilization and mass transfer of medium-
polarity molecules, thereby increasing their concentration in the last extracts (Herrero et al., 2006).
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Therefore, the ability of SFE to selectively enrich flavonoids positions this method as an auspicious
green replacement for the obtention of functional molecules from salvilla and related medicinal
plants.

Factor Coding Actual

Response: Total flavenoids (ng CE/mg SE) 5()) Total flavonoids microplate (ug CE/mg SE)
@ Design Points

21917 [ 514 2

Actual Factor:

C: Ethanol = 20.00 186 |

B: Pressure (Bar)

60 73 87 100 113 127 140 153 167 180

A: Time (min)

Figure 2. Total flavonoids content by microplate (2D surface response model)
Figura 2. Contenido de flavonoides totales por microplaca (modelo de superficie de respuesta en 2D)

3.3 ABTS assay

The production of reactive oxygen species and free radicals during oxidation processes in
biological and food systems can damage DNA, proteins and lipids, leading to several chronic
diseases and the deterioration of food quality. Therefore, evaluating the antioxidant capacity of
natural bioactive compounds or plant extracts is essential to evaluate their functional potential, either
as nutraceutical ingredients or for applications in functional foods. The ABTS assay has become a
standard tool for this purpose due to its versatility. The ABTSe* radical cation exhibits a characteristic
absorption that decreases when an efficient antioxidant neutralizes it. Additionally, its rapid reaction
and good reproducibility make it an assay of choice for screening and comparing antioxidant capacity
between samples (Dawidowicz and Olszowy, 2013).

In this study, the antioxidant activity measured by the ABTS assay showed a clear dependence on
the extraction conditions, particularly on ethanol concentration, as indicated by the quadratic model
that best fitted the data (p = 0.005). For all the samples, quantities were going from 53.54 to 81.88 mmol
TE/mg SE; in this tenor, central points had an average of 62.83 + 0.8 mmol TE/mg SE. Ethanol
percentage was the factor with the greatest influence on the results (Fig. 3), suggesting that solvent
polarity played a key role in the extraction efficiency of antioxidant compounds.

10
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Figure 3. Antioxidant activity by ABTS assay (2D surface response model)
Figura 3. Actividad antioxidante por el ensayo ABTS (modelo de superficie de respuesta en 2D)

This result aligns well with previous findings in which the addition of ethanol as a co-solvent in
supercritical-CO, based extraction enhanced the recovery of antioxidant phenolics or flavonoids,
likely by improving the polarity match between solvent and solutes. In contrast to the performance
obtained with ethanol as a co-solvent in supercritical CO, extraction, studies using methanol as a co-
solvent have shown comparatively lower antioxidant efficiency. For example, Uwineza et al. (2021)
reported that SFE extracts of Lamium album obtained with methanol as co-solvent exhibited values
for ABTS assay ranging only from 0.043 to 0.045 ug TE/mg extract, indicating limited antioxidant
capacity under those conditions. The influence of ethanol concentration aligns with the chemical
nature of the bioactive compounds typically extracted from plant matrices. Phenolic compounds —
such as phenolic acids, flavonoids, and tannins —are widely recognized for their strong radical-
scavenging capacity due to their ability to donate electrons or hydrogen atoms, effectively
neutralizing reactive species like ABTSe* (Rice-Evans et al., 1997). Because these compounds exhibit
intermediate polarity, ethanol can enhance supercritical CO: extraction. Moderate ethanol
concentrations tend to favor the simultaneous solubilization of both polar phenolic acids and less
polar flavonoid aglycones, which may explain the increased antioxidant activity observed at specific
ethanol levels (Radzali, 2020). To support this, Lee et al. (2020) reported that increasing ethanol
concentration during conventional extraction significantly elevated antioxidant activity in citrus peel
extracts. supporting the idea that ethanol concentration modulates the extraction of compounds with
high antioxidant potential.

Overall, the relationship between extraction conditions, bioactive compound solubility, and
antioxidant activity underscores the importance of optimizing solvent composition to maximize the

11
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functional potential of plant-derived extracts. However, excessively high ethanol proportions may
diminish the supercritical CO, diffusivity or reduce selective extraction by co-extracting non-target
constituents, which may dilute the specific antioxidant compounds (Radzali, 2020).

3.4 ORAC assay

The measurement of antioxidant activity by ORAC assay is a reliable and extensively used
method in the evaluation of natural extracts. This is based on their capability to neutralize the peroxyl
radicals. Unlike other assays that rely on single-electron transfer mechanisms, ORAC measures the
hydrogen atom transfer capacity, providing a more physiologically relevant estimate of antioxidant
performance. This assay has been widely used to evaluate plant-derived phenolics and flavonoids,
specifically regarding their antioxidant capacity, allowing quantitative comparison of different
extraction methods and treatments (Ou et al., 2001).

In Fig. 4 the response surface graphic, illustrates the effects of extraction time and pressure and with
20 % of ethanol as co-solvent, expressed in mmol TE/mg SE, and the results were fit to a quadratic
model (p = 0.0005). In this sense, values were going from 78.69 to 185.40 mmol TE/mg SE, obtaining
the central points the highest values, with an average of 183.60 + 2.0 mmol TE/mg SE. According to
the equation in Table 3, co-solvent was the most influential factor. In SFE, ethanol functions as an
effective polarity modifier, enabling fine-tuning of the solubility of phenolic compounds, flavonoids,
and other metabolites. Moreover, when used as a co-solvent, ethanol increases the polarity of the
supercritical CO, phase, facilitating the recovery of polar bioactive compounds typically obtained
through traditional ethanolic extraction, but with the added advantages of higher purity and reduced
thermal or oxidative degradation (Machmudah et al., 2006). It can be seen that Supercritical fluid
extraction can enhance the obtention of bioactive compounds. As an example, Picos-Salas et al. (2024)
observed that supercritical fluid extract from Mexican oregano (Lippia graveolens) showed an ORAC
activity of 6923.65+57.2 umol TE/g extract while the methanolic extract obtained from the same
specie had 3577.08 £+195.09 pmol TE/g extract, a 48.33 % less activity than the obtained with this
suitable emerging technology. Supercritical CO,, particularly when modified with a polar solvent,
exhibits strong affinity for highly bioactive antioxidant molecules with elevated radical-scavenging
capacity (Pilafova et al., 2024).

In summary, the response surface trends clearly demonstrate that the combination of moderate
pressure and adequate extraction time maximizes the obtention of bioactive molecules, highlighting
the strong influence of these parameters on the increase of antioxidant molecules recovery. The high
values obtained at the central points of the present work, together with those observed by Picos-Salas
et al. (2024), reinforce the idea that supercritical CO, can be used potentially as an efficient method
for obtaining antioxidant molecules from salvilla.

12
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Figure 4. Antioxidant activity by ORAC assay (2D surface response model)
Figura 4. Actividad antioxidante por el ensayo ORAC (modelo de superficie de respuesta en 2D)

3.5 Identification and quantification of Total Phenolic compounds

As previously reported, salvilla is characterized by a rich and diverse phenolic profile, which
contributes to many of its traditional and pharmacological properties. Its phenolic matrix typically
includes flavonoids and their glycosides, along with phenylethanoid derivatives, and
hydroxybenzoic and hydroxycinnamic acids reported in different plant parts (Macias-Cortés, et al.,
2022). These molecules are acknowledged for their anti-inflammatory, antioxidant and cytoprotective
activities, making salvilla a relevant source of bioactive metabolites. Under this idea, it is important
to determine whether bioactive compounds can be extracted, identified, and quantified from
supercritical fluid extracts.

Using UPLC-PDA-ESI-MS/MS five groups of phenolic compounds were identified in the extracts. In
this study, as hydroxybenzoic acids were discovered protocatechuic, benzoic, syringic, 4-
hydroxybenzoic, shikimic, quinic and vanillic acids, giving a total hydroxybenzoic acids from 338.6
to 622.0ng/mg of SE, while in the hydroxycinnamic acids group were found coumaric, caffeic, ferulic,
caftaric, 4-O-cafeoilquinic, chlorogenic and trans cinnamic acids, with a total content going from 123.8
to 238.6 ng/mg of SE. For total flavones, apigenin, luteolin and acacetin were detected, with total
values ranging from 374.30 to 848.00 ng/mg of SE; sample 7 obtained at 120 min, 100 Bar and 20 % of
co-solvent had the highest values. Another identified group was flavanones, containing eriodyctiol,
naringenin and naringin, with total values from 4.30 to 19.60 ng/mg of SE, this the result obtained at
180 min, 150 Bar and 20 % of ethanol (sample 6). Finally, many molecules of flavonols group were
found, such as mirycetin, kaempferol and its glucoside, rutin, and the most important, quercetin and
its glucosides, quercetin glucuronide and quercetin-3-O-glucoside, quercetin is known as a powerful
anti-inflammatory molecule (Villegas-Novoa et al., 2019). This group had the highest concentration
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in sample 7, who showed 11586.70 ng/mg of SE. This profile is consistent with the reported by Macias-

Cortés et al. (2022) who performed an ultrasound-assisted extraction of salvilla using a
hydroalcoholic solvent.

Fig. 5 presents the response surface plot evaluating the effects of pressure and time of extraction on
the content of total phenolic compounds (ng/mg of SE), while keeping the ethanol concentration
constant at 20 %. In this sense, values ranged from 4185.10 to 13008.20 ng/mg of SE, with sample 7
showing the highest values. These discoveries are consistent with previous reports showing that
adequate extraction times and the use of polar co-solvents such as ethanol can improve the recovery
of bioactive molecules using supercritical or pressurized fluid-based technologies (Diaz-Rivas et al.,
2015; Macias-Cortés et al., 2022; Rosales-Villarreal et al., 2022).
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Figure 5. Total phenolic compounds by UPLC-PDA-ESI-MS/MS (2D surface response model)
Figura 5. Compuestos fenolicos totales por UPLC-PDA-ESI-MS/MS (modelo de superficie de respuesta en 2D)

3.6 General Linear Modeling of treatments

Regarding optimal conditions for salvilla leaves extraction, a General linear Modeling (GLM)
was used with a quadratic fit, and a comparison between factors was performed, revealing a good
fit. According with this, in Fig. 6a can be observed that higher values of bioactive compounds and its
antioxidant activity can be obtained up to 120 minutes, no matter how much pressure is applied on
the system (desirability 8.0), the same behaviour can be observed in Fig. 6b (desirability 7.5), were no
matter how much pressure were added to the system, it did not have any influence on the results,
getting a good extract beginning in 20 % of ethanol. Finally, in Fig. 6¢c it can be observed that from 20
% of ethanol and 120 minutes of extraction it is possible to obtain good results, with a good quality
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extract, this can be a benefit since the process can be expensive compared to other emerging
technologies.
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Figure 6. a) General Linear Modeling desirability contours (Quadratic fit) of pressure vs time; b) General
Linear Modeling desirability contours (Quadratic fit) of ethanol vs pressure; c) General Linear Modeling
desirability contours (Quadratic fit) of ethanol vs time

Figura 6. a) Contornos de deseabilidad del Modelo Lineal General Linear (Quadratic fit) de la presion vs
tiempo; b) Contornos de deseabilidad del Modelo Lineal General Linear (Quadratic fit) del etanol vs presion; c)
Contornos de deseabilidad del Modelo Lineal General Linear (Quadratic fit) de etanol vs tiempo

4. Conclusions

In the present work, the extraction of bioactive compounds from salvilla was evaluated using
supercritical fluid extraction, with a central composite design. Supercritical fluid extraction (SFE) of
Buddleja scordioides Kunth (salvilla) has demonstrated to be an effective, environmentally friendly,
and promising green emerging technology for the recovery of phenolic compounds, antioxidant
metabolites, and other bioactive molecules, despite achieving lower extraction yields compared to
conventional or alternative emerging extraction methods. Ethanol concentration consistently
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emerged as the most influential factor on extraction yield and the recovery of phenolic and flavonoid
compounds, as confirmed by statistical modeling, highlighting its key role in modulating solvent
polarity and enhancing solubilization of medium-polarity compounds. On the other hand,
supercritical fluid extraction (SFE) enables the recovery of compounds with antioxidant capacity and
other biologically relevant activities, often surpassing the performance of extracts obtained with
conventional solvents; antioxidant assays confirmed this behavior, while UPLC-PDA-ESI-MS/MS
profiling revealed diverse phenolic groups, predominantly flavonols such as quercetin derivatives,
widely recognized for their biological and pharmacological relevance.

General linear modeling further indicated that extraction times around 120 minutes combined with
>20 % ethanol are sufficient to achieve extracts with high bioactive quality, regardless of pressure
increments. This finding is especially relevant considering the energetic and operational costs
associated with high-pressure systems. Overall, the integration of chemical, antioxidant, and
modeling results supports the use of SFE as a selective, cleaner, and scalable alternative for obtaining
functional compounds from salvilla. These insights not only strengthen the technological relevance
of SFE but also open the door for its future application in the development of nutraceutical, cosmetic,
or functional-food ingredients derived from this traditionally valued species. Future studies should
explore process scale-up, fine-tuning of co-solvent dynamics, and integration with downstream
purification steps to further enhance compound recovery and commercial feasibility. In this sense,
the promising results obtained here provide a solid foundation for consolidating SFE as a sustainable
and efficient technology for the industrial exploitation of bioactive potential from salvilla plants.
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Nomenclature

CO,

Carbon dioxide

ESI Electrospray ionization

MAE Microwave-assisted extraction

mL Milliliter

mL/min Milliliters per minute

RSM Response surface methodology

# Number

% Percent

> Major or equal than

® Registered trademark

°C Celsius degree

pumol TE/g Micromole of Trolox equivalent per gram of extract
AAPH 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
ABTS 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic) acid
ABTS*+ 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic) radical
AlCls Aluminum chloride

Bar Bars

CCD Central composite design

DNA Deoxyribonucleic acid

Fluorescein 3,6'-dihydroxyspiro[isobenzofuran-1[3H],9’[9H]-xanthen]-3-one
FRAP Ferric Reducing Antioxidant Power

g Grams

GLM General linear model

h Hours

HPLC High performance liquid chromatography

K25:08 Potassium persulfate

kv Kilovolts

L/h Liters per hour

LC grade Liquid chromatography grade

M Molar

m/V Ratio mass — volume

min Minutes

mL/min Milliliter per minute

mm Millimeters

mM Millimolar

mmol TE/mg of SE Millimoles of Trolox equivalent per milligram of salvilla leaves extract
MRM Multiple reactions ionization mode

NaNO: Sodium nitrite

NaOH Sodium hydroxide

ng/mg SE Nanograms per milligram of salvilla leaves extract
ng/uL Nanograms per microliter

nm Nanometers

Greek symbols

o Statistical alpha
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Resumen

Los residuos agroindustriales comprenden una amplia variedad de materiales; entre ellos, la
biomasa lignoceluldsica (BLC) ha recibido especial atencion como materia prima para la produccion
de prebidticos. Su compleja estructura permite desarrollar estrategias sustentables orientadas a la
ruptura de la pared celular, lo que favorece la biodisponibilidad de compuestos de interés para su
aplicacion en los sectores alimentario, quimico, cosmetoldgico, farmacéutico y energético. Los
prebioticos, al ser fibras no digeribles y oligosacaridos, viajan directamente al colon (que contiene
una densidad bacteriana mayor que en el intestino delgado), para mediante un proceso de
fermentacion interno producir acidos grasos de cadena corta (AGCC) que ofrecen beneficios
saludables al sistema digestivo. Este trabajo revisa los avances reportados en literatura sobre la
extraccion y aplicacion de prebiodticos especificamente los xilooligosacaridos (XOS) a partir de
residuos agroindustriales, con énfasis en el procesamiento hidrotérmico (altas presiones) como
tecnologia sostenible para la produccién de estos, y las ventajas y desventajas que ofrece contra otras
tecnologias de extraccién reportadas en investigaciones (ejemplo: hidrolisis enzimatica, acida y
alcalina, y procesos de fermentacidn). Asimismo, se realzan las propiedades funcionales que los
prebidticos ofrecen, como su actividad prebiodtica, antioxidante, antiinflamatoria y potencial
anticancerigeno. La revision y analisis de este trabajo identifica que la integracion de tecnologias
sustentables para el fraccionamiento de BLC puede mejorar la viabilidad y factibilidad en la
implementacion industrial y promover de una manera eficiente los beneficios en el consumo
humano e impacto ambiental.
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Abstract

Agroindustrial waste comprises a wide variety of materials; among them, lignocellulosic biomass
(LCB) has received special attention as a raw material for prebiotic production. Its complex structure
allows for the development of sustainable strategies aimed at disrupting the cell wall, which
enhances the bioavailability of compounds of interest for application in food, chemical, cosmetic, and
pharmaceutical sectors. Prebiotics, being indigestible fibers and oligosaccharides, travel directly to
the colon (which contains a higher bacterial density than the small intestine) to produce short-chain
fatty acids (SCFAs) through an internal fermentation process, which offers health benefits to the
digestive system. This paper reviews the advances reported in the literature on the extraction and
application of prebiotics specifically xylooligosaccharides (XOS) from agroindustrial waste, with an
emphasis on hydrothermal processing (high pressure) as a sustainable technology for their
production, and the advantages and disadvantages it offers compared to other extraction
technologies reported in research (e.g., enzymatic, acid, and alkaline hydrolysis, and fermentation
processes). It also highlights the functional properties offered by prebiotics, such as their prebiotic,
antioxidant, anti-inflammatory, and potential anti-carcinogenic activity. The review and analysis in
this work identifies that the integration of sustainable technologies for the fractionation of LCB can
improve the viability and feasibility of industrial implementation and efficiently promote the benefits
for human consumption and environmental impact.

Keywords: lignocellulosic biomass, autohydrolysis, functional ingredients, gut microbiota,
probiotics.

1. Introduccion

Problemas intestinales, malnutricion, obesidad y diabetes, son algunas de las enfermedades
comunes que enfrenta la sociedad en relacién de una alimentacion desequilibrada en nutrientes. Una
fuente alternativa para minimizar estos problemas y mejorar la absorcion de nutrientes, es el
consumo de prebidticos como complemento en la dieta humana y animal. Los prebidticos son
considerados ingredientes funcionales que suelen ser carbohidratos no digeribles, como fibras
dietéticas u oligosacaridos como los xilooligosacaridos (XOS), fructooligosacaridos (FOS),
galactooligosacaridos (GOS), isomalto-oligosacaridos (IMO) y oligosacaridos pectidicos (POS), de
biopolimeros como la inulina, y derivados de polisacaridos, como las pectinas y fructanos, entre
otros, que se encuentran presentes de forma natural en distintas fuentes vegetales, como almendras,
alcachofa, cebada, semillas de chia, avena, frutas, verduras, frijoles, cereales, esparragos, cebolla, ajo
crudo, por mencionar algunos, o en forma de suplementos alimenticios de venta en el mercado (Shie-
Lih et al., 2020; Kaur et al., 2021; Belmonte-Izquierdo et al., 2023) . El concepto “prebidtico” fue
utilizado por primera vez en el afio 1995, por Glenn Gibson y Marcel Roberfroid, definiéndolo como
un ingrediente alimentario no digerible que estimula selectivamente la proliferacién de una o mas
bacterias benéficas en el colon, generando beneficios que mejoran sustancialmente la salud del
huésped (Kaur et al., 2021; Essa et al., 2023). Ademas, como un efecto secundario, se suprime la
proliferacion de patégenos (Nogueira-Prieto et al., 2025). Al consumirse, los prebidticos no logran
digerirse por las enzimas presentes en la boca (amilasa salival y lipasa lingual), ni por la lipasa
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gastrica ni la pepsina, presentes en el estdbmago, y por el corto tiempo que estos permanecen en el
estdbmago no son degradados por el acido clorhidrico, siendo estos estables al pH estomacal
(McQuilken, 2021). Los prebioticos viajan hasta llegar directamente al colon y alimentan
selectivamente a los probidticos. Los probidticos son microorganismos vivos que habitan en mayor
magnitud en el colon que en el intestino delgado, estos son beneficiosos para la salud intestinal;
modulan y equilibran el sistema digestivo (Ahn et al., 2023). Existen especies probidticas como
Lactobacillus y Bifidobacterium que transforman a los prebidticos por medio de una fermentacién
anaerobia (Xiao et al., 2021), para obtener energia para el crecimiento microbiano y para la produccién
de 4cidos grasos de cadena corta (AGCC), como el acido acético, propionico y butirico (comtinmente
se encuentran en su forma ionizada como sales acetato, propionato y butirato) (Kushkevych et al.,
2021). Los AGCC, son absorbidos por las vellosidades del colon para ser transportados por medio
del flujo sanguineo (Abreu y Abreu et al., 2021).

Las bacterias presentes en la microbiota intestinal, de la piel y mucosas aprovechan los prebioticos
como una fuente de nutrientes para crecer y mantener un equilibrio en la microbioma humano y
animal. En estudios humanos, el consumo de XOS esta relacionado con base en su peso corporal.
Una dosis de 0.12 g/kg de peso corporal en adultos, mejora la absorcion de calcio y magnesio,
reduciendo el riesgo de desarrollar cancer, enfermedades cardiovasculares y aumenta la densidad
0sea (Yan et al., 2022). Por otra parte, en estudios clinicos sobre el envejecimiento prematuro de la
salud de la piel, con la intervencién de jugos con XOS mejoraron los niveles promedio de
luminosidad, hidratacion, elasticidad, pigmentacién, proteccion UV y manchas marrones de la piel
(Huang et al., 2022). Se han realizado ensayos con la suplementacion de inulina para mejorar el
metabolismo de la glucosa y reducir el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (DT2), con una
alimentacion controlada de 10 g de inulina por dia durante 6 semanas se comprobd un aumento en
las Bifidobacterias intestinales (Mitchell et al.,, 2021). También, se han incluido estudios con la
suplementacion dietética de lactulosa (aztcar sintético derivado de la lactosa), donde en dosis bajas
de 0.26 g/ kg de peso corporal en adultos ha mostrado un efecto prebiotico con la proliferacion de
bacterias intestinales beneficiosas (ejemplo: Bifidobacterium y Lactobacillus), aumentando la
produccion de AGCC, abundando principalmente el acetato (Karakan et al., 2021). La autoridad
europea de seguridad alimentaria reconoce la lactulosa en dosis de 10 g/dia como complemento
alimentario. Por otro lado, en estudios con animales, se han administrado XOS para pollos de
engorde, suplementando 2.5 g de XOS/ kg del peso, mejorando la actividad de la hormona tiroidea
y el recuento total de animales viables en el ileon (ltima seccion del intestino delgado de las aves)
y el ciego (colon), mejorando asi el indice de conversion alimenticia (Akter y Akter, 2021). En estudios
similares con gallinas ponedoras, se suplementaron XOS (derivados de hojas de maiz) e inulina,
donde las gallinas mejoraron su salud intestinal con el crecimiento de Bifidobacterium y el crecimiento
de acido butirico en el ciego de estas (Huang et al., 2022). También, se han realizado estudios en
peces Carpa (Cyprinus carpio), donde la suplementacion de XOS entre 1y 3 % en peso, ha mejorado
el crecimiento, las enzimas digestivas y un efecto antioxidante (Abasubong et al., 2022).

La presencia natural de los prebiodticos en fuentes naturales limita su uso industrial debido a sus
bajas concentraciones, lo que implica efectos prebidticos reducidos (Valladares-Diestra et al., 2023).
Una de las alternativas estudiadas es el uso de BLC, que al ser procesadas bajo los conceptos de una
biorrefineria de segunda generacién (plataforma tecnolégica que procesa y transforma los residuos
de origen vegetal en productos de interés industrial) y bajo un esquema de bioeconomia circular,
permiten aprovecharse al maximo produciendo oligosacaridos no digeribles de bajo peso molecular,
como se puede mostrar en la Fig. 1, con grados de despolimerizacién de 2 a 7, que en literatura
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muestran beneficios a la salud intestinal (Chen et al., 2021; Sri et al., 2021; Chikezie y Nnaemeka,
2023; Shiva et al., 2023; Valladares-Diestra et al., 2023). Este trabajo de revision tiene como objetivo
mostrar el potencial del aprovechamiento de BLC para producir prebidticos y mas especificamente
los XOS, asi como revisar métodos de extraccion sustentables a fin de maximizar el rendimiento de
los prebidticos producidos.

= : b/

Prebiéticos

Bifidobacterium
i . BENEFICIOS
& Lactobacillus

3 ¢ Reduccién de colesterol.
g ¢ Reduccioén de glucosa.
e Actividad antioxidante.

Crecimiento
de bacterias
buenas

Figura 1. Efectos del consumo de prebioticos en la microbiota intestinal, modificado y adaptado de
(Valladares-Diestra et al., 2023).

Figure 1. Effects of prebiotic consumption on the intestinal microbiota, adapted and modified from
(Valladares-Diestra et al., 2023).

2. Potencial de la biomasa lignoceluldsica como fuente de prebioticos

Todos aquellos residuos que quedan en la postcosecha, como tallos, bagazos, hojas, y cascaras
son considerados BLC (Singh et al., 2021). La BLC es aquella que contiene en su composicién quimica
biopolimeros de celulosa, hemicelulosa y lignina principalmente (Segers et al., 2024). Dentro de estas
biomasas se pueden encontrar, por ejemplo: el bagazo de cana de azicar de la industria de la
refinacién de aztcar; el orujo de uva después del proceso de produccion del vino y la cascarilla de
arroz después de la separacion grano del arroz, por mencionar algunos (Lépez-Astorga et al., 2023;
Ungureanu et al., 2023; Gargiulo et al., 2024). También, se considera como BLC, a los residuos
forestales y a residuos solidos organicos de plantas de reciclaje de papel y madera (Mujtaba et al.,
2023). La mayoria de estos residuos son incinerados en el campo de cultivo como método de limpieza
para una nueva siembra, lo cual genera gases nocivos y de efecto invernadero como el CO, CO2, SO,
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oxidos de nitrogeno y compuestos organicos volatiles que contaminan la atmoésfera y afecta la calidad
del aire (Yoro y Daramola, 2020; Pinakana et al., 2024; Zhao et al., 2024). La acumulaciéon mundial de
residuos agroindustriales, segtin estadisticas recientes, demuestran que la producciéon anual mundial
de BLC es de aproximadamente 181.5 mil millones de toneladas, de las cuales solo 8.2 mil millones
de toneladas se utilizan en distintas areas de aplicacion (Mujtaba et al., 2023). Ademas, la disposicién
de los residuos vegetales que se aglomeran en campos de cultivo y/o almacenes, también son llevados
a rellenos sanitarios, generando lixiviados toxicos que contaminan la tierra y mantos acuiferos
(Davila et al., 2021).

Asimismo, se han implementado estrategias para aprovechar estas biomasas, convirtiéndolas en
materias primas para nuevas cadenas de valor en la industria, como; 1) Industria energética:
produccién de biogas por digestion anaerobia, produccion de bioetanol, produccion de biodiésel y
obtencion de biochar (Pauline y Joseph, 2020; Beluhan et al., 2023; Garg et al., 2023; Singh et al., 2023);
2) Industria agricola: compostaje, produccion de fertilizantes liquidos, uso de biochar en suelos (Tan
et al., 2023; Zhao et al., 2024; Lamba et al., 2025); 3) Industria cosmética y farmacéutica: extraccion
de compuestos fendlicos y antioxidantes para cremas y suplementos, produccion de biosurfactantes
para la elaboracion de jabdn, shampoos y produccion de acido lactico (Espro et al., 2021; Manandhar
y Shah, 2023; Vucurovi¢ et al., 2024; Ariyanta et al.,, 2025; Pereira et al., 2025); 4) Industria de
materiales y construccion: fabricacion de bioempaques, produccién de papel y cartéon reciclado,
aditivos para cemento y ladrillos, y fabricacion de textiles (Sabino et al., 2022; Beia et al., 2023; Regmi
et al., 2024; Dias et al., 2025); 5) Industria ambiental: produccién de bioadsorbentes a partir de
cascaras y bagazos para el tratamiento de aguas residuales (Lemessa et al., 2023; de Aquino Lima et
al., 2024); y 6) Industria ganadera y alimentaria: piensos para animales, sustratos para cultivo de
hongos comestibles, extracciéon de compuestos fenodlicos y antioxidantes, obtencion de colorantes
naturales y extractos aromaticos, y la produccidon de prebidticos como los XOS y GOS a partir de la
fraccion de hemicelulosa (Alvarez et al,, 2022; Balan et al., 2022; Huang et al., 2022; Yan et al., 2022).

3. Procesamiento hidrotérmico como estrategia para la extraccion de
prebioticos derivados de biomasas lignoceluldsicas

Un reto importante en la produccion de prebidticos a partir de BLC es la seleccion del método de
extraccion, que no solo debe promover la ruptura de la pared celular, sino también maximizar la
selectividad hacia la formacién de oligémeros, evitando su degradacion en compuestos indeseables
(ejemplos de subproductos inhibidores indeseables: furfural e hidroximetilfurfural (HMF)) (Shie-Lih
et al., 2020; Shiva et al., 2023; Yan et al., 2022). Los métodos de extracciéon pueden clasificarse en:

A. Procesos fisicoquimicos: Procesamiento hidrotérmico (también llamado autohidrolisis), que
utiliza agua como solvente; ademas otra alternativa del proceso hidrotérmico es el proceso
de explosion a vapor, donde se usa vapor sobresaturado, ambos procesos a alta presiéon y
temperatura, por otro lado, un proceso que puede mejorar las velocidades de reaccion es
usando COz, sometiendo BLC a altas presiones para la ruptura de la pared celular.

B. Procesos quimicos: Hidrdlisis acida, con acidos sulfarico, nitrico o fosférico;
hidrolisis alcalina, que utiliza hidréxido de sodio o potasio comunmente (principalmente
usando concentraciones bajas) y uso de organosolv (usando solventes como etanol).
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C. Procesos biolégicos: Hidrolisis enzimatica, con el uso de enzimas especificas;
microorganismos como los hongos, capaces de hidrolizar las BLC y el uso de levaduras que
logran por medio de fermentaciones, la biodisponibilidad de los prebidticos.

Sin embargo, difieren significativamente en términos de eficiencia, sostenibilidad y viabilidad
industrial. Por ejemplo, los procesos quimicos, como la hidrdlisis acida, permiten altos rendimientos
de solubilizacién y despolimerizacion de la hemicelulosa, pero presentan limitaciones asociadas a la
corrosividad, a la generacién de subproductos inhibidores (furfural, HMF) y a los altos costos de
neutralizacion, lo que compromete su sostenibilidad. En contraste, los tratamientos alcalinos son
eficaces para la remocion y solubilizacion de lignina, pero pueden provocar la degradacién de
carbohidratos y generar residuos quimicos. Por otro lado, los procesos biolégicos, como la hidrodlisis
enzimatica, ofrecen alta selectividad y condiciones de operacion suaves, pero su aplicacién a escala
industrial se ve limitada por el elevado costo de las enzimas, los tiempos de reacciéon prolongados y
la sensibilidad a las condiciones del medio.

Alimentacion Reactor hidrotérmico en
de vapor operacién batch:
—_—— ¥ Temperatura [150-220]
°C, tiempos [5-60
Sensorde ¥ minutos), y a presiones
presion . l  NY [4.9-20 bars]

Alimentacién de materia prima :
Biomasa

Celulosa + Lignina

P
Biomasa lignocelulgsica .
"
=
| Filtro
d
- e—— - Reactor enzimatico
¥ para produccion de
glucosa
Tanque de
descarga
Bomba

Biomasa procesada: Slurry [Fraccion sélida y

Fraccion liqui a0 L
raccion liquida] Fraccion liquida

(componentes de la
hemicelulosa:
xilooligosacéaridos - XOS)

Figura 2. Esquema del proceso y fraccionamiento de biomasa lignocelulésica mediante el proceso
hidrotérmico en términos de una biorrefineria de segunda generacion.
Figure 2. Scheme of the lignocellulosic biomass process and fractionation by the hydrothermal process in
terms of a second generation biorefinery.

En este contexto, los métodos fisicoquimicos, en particular el procesamiento hidrotérmico, han
emergido como una alternativa atractiva por su equilibrio entre eficiencia y sostenibilidad. Este
proceso utiliza inicamente agua/vapor como solvente, lo que reduce el uso de quimicos y puede
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minimizar el impacto ambiental. Ademas, durante este proceso, se genera la autoionizacién de las
moléculas del agua y la hidrdlisis de los grupos acetil de la hemicelulosa, provocando una
disminucion del pH que permite una solubilizacién y despolimerizacion selectiva de la hemicelulosa,
lo que favorece la produccion de XOS, aunque a condiciones severas pueden inducir su degradacién
a monosacdridos y a compuestos inhibidores (Corrales et al., 2023; Shiva et al., 2023). Este proceso
hidrotérmico es realizado a condiciones de operacion entre 150-220 °C, con tiempos desde los 5-60
minutos, ademas de condiciones no isotérmicas, y a presiones entre (~ 4.9-20 bares), las relaciones
biomasa -agua pueden variar dependiendo de las condiciones de operacién y productos deseados,
sin embargo, las mas tipicas con una relacion 1:10 o 1:20 (biomasa: agua), peso/peso. La Fig. 2,
muestra un esquema del proceso y fraccionamiento de biomasa mediante el proceso hidrotérmico en
términos de una biorrefineria.

Por otro lado, es importante mencionar, que principalmente los procesos hidrotérmicos son usados
en modo de operacion por lotes, por otro lado, a nivel piloto y demostrativo ya se encuentran
reactores en modo de operacidn en continuo. Estos modos de operacién a diferentes escalas, lo hace
un proceso robusto con niveles de madurez tecnolédgica desde 4-5 o superiores. Actualmente, existen
a nivel mundial plantas piloto y a nivel industrial procesos hidrotérmicos para el fraccionamiento de
hemicelulosa. Un ejemplo es la compania Meliora Bio, la cual es una biorrefineria moderna de tltima
generacion, en la cual se recicla la paja trigo para obtener prebiéticos, bioetanol y lignina. Meliora Bio
busca minimizar su huella de carbono, con un consumo minimo de energia y agua, y reducir a cero
sus residuos de produccién. El proceso de fraccionamiento de biomasa usa la tecnologia de BioTrac
de Valmet es una tecnologia clave en esta biorrefineria de paja de trigo y estd basada en
procesamiento hidrotérmico - explosiéon de vapor (steam explosion) en modo de operaciéon en
continuo. Meliora Bio en colaboracién con la compafiia COMET BIO produce una fibra prebiotica de
la fraccion de la hemicelulosa para el sector alimentario (Ruiz et al., 2020; Comet Bio, 2026; Meliora
Bio, 2026; Valmet, 2026).

Desde una perspectiva de escalamiento de procesos, el proceso hidrotérmico presenta ventajas
importantes, como la simplicidad operativa y la posibilidad de integrarse en esquemas de
biorrefineria de segunda generacion; sin embargo, su eficiencia depende en gran medida del control
de pardmetros como la temperatura, el tiempo de residencia, los cuales estan relacionados con un
parametro denominado factor de severidad Logio(Ro), que combina el efecto de la temperatura y el
tiempo de residencia en el proceso, permitiendo correlacionar diferentes condiciones y biomasas
(Ruiz et al., 2021; Lobato-Rodriguez et al., 2025). En este sentido, valores éptimos de severidad
permiten maximizar la produccion de XOS, manteniendo un equilibrio entre la despolimerizacion de
la hemicelulosa y la preservacion de estructuras oligoméricas.

Los datos presentados en la Tabla 1 evidencian una amplia variabilidad en los rendimientos de XOS
(3.70 a 27.86 g/100 g de biomasa), la cual esta fuertemente influida por la naturaleza de la biomasa y
por el método de extraccion empleado, asi como por las condiciones de operaciéon. En general, los
tratamientos quimicos, particularmente la hidrolisis &cida, tienden a presentar mayores
rendimientos; sin embargo, estos procesos carecen de selectividad y favorecen la formacion de
monosacaridos y de productos de degradacion.

En contraste, los procesos hidrotérmicos presentan rendimientos moderados, pero una mayor
selectividad hacia la formacién de oligdmeros, lo cual resulta deseable para aplicaciones prebioticas.
Esta diferencia resalta la importancia de no solo maximizar el rendimiento, sino también de controlar
la distribucién de productos.
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Tabla 1. Tipos de prebidticos generados a partir de biomasas lignoceluldsicas y el método de extraccién utilizado.

Table 1. Types of prebiotics generated from lignocellulosic biomass and the extraction method used.

UACH

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE

CHIHUAHUA

Residuo
Cultivo agroindustrial Método de extraccion Prebiético Rendimiento de XOS Referencias
generado extraido (g XOS/ 100 g biomasa)
Alamo Tallo de Alamo Autohidrdlisis (200 °C). XOS 9.81 (Yoon et al., 2018)
tulipan
Trigo Paja de trigo Autohidrdlisis (215 °C, no isotérmico). XOs 10.50 (Conrad y Smirnova, 2020)
Platano Cascara de platano Hidrolisis ~ enzimatica  (Aspergillus
versicolor, 30 Ul/g del sustrato durante 12
a 48 h), solubilizada con KOH. 1 UI =1a XOS 15.01 (Pereira et al., 2022)
cantidad de enzima que cataliza la
transformacion de 1 micromol (1 pmol)
de sustrato por minuto.
Guayaba Bagazo de guayaba Hidrolisis ~ enzimatica  (Aspergillus
versicolor, 30 Ul/g del sustrato durante 12 XOS 6.61 (Pereira et al., 2022)
a 48 h), solubilizada con H>O.
Maiz Mazorca de maiz Hidrdlisis acida oxidativa (Peroxido de XO0Ss 5.83 (Hao et al., 2022)
hidrégeno-acido acético).
Maiz Mazorca de maiz Hidrdlisis alcalina (1 % NaOH, 120 °C, XOS 5.90 (Capetti et al., 2023)
40 min).
Maiz Mazorca de maiz Autohidrdlisis e Hidrolisis enzimatica XO0Ss 11.50 (Capetti et al., 2023)
secuencial (160 °C por 60 min, y
Endoxilanasa GH10 y GH11).
Maiz Mazorca de maiz Hidrdlisis acida (0.6 M de acido XOS 18.00 (Han et al., 2020)
glucdnico, 154 °C durante 47 min).
Alamo Madera de dlamo Hidrdlisis acida (Clorito de sodio (4.8 % XOS 4.00 (Wen et al., 2020)
de NaClOz, 70 °C por 3h) y acido acético
(5 %, 170 °C por 30 min).
Cana de Bagazo de cafia de Autohidrdlisis (190 °C por 20 min). XOS 3.70 (de Oliveira et al., 2021)
azucar azucar
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Autohidrdlisis (143 — 186 °C, 20 — 60
min).

Hidrdlisis alcalina (acetato de 1-etil-3-
metilimidazolio liquido i6énico, a 100 °C
durante 30 min). Base de calculo: 1L
Procesamiento hidrotérmico (170 °C por
50 min).

Hidrdlisis hidrotérmica a 80 °C por 45
min.

Hidrolisis hidrotérmica (agua a 80 °C, 2
h y ultrasonido a 80 °C, 70 % amplitud
por 5 min).

Hidrdlisis enzimatica (3 % endo-1-4-3-
xilanasa, 48 h), antes pretratada con 2 %
NaOH, 121 °C y 30 min

Extraccion alcalina asistida
hidrotermalmente (10 % alcali durante
1.5 h; 121 °C y 15 psi) e hidrolisis
enzimatica (Trichoderma viride).
Hidrolisis (Aspergillus
versicolor, 30 Ul/g del sustrato durante 12
a 48 h), solubilizada con KOH.
Pretratamiento hidrotérmico 150 °C,
Logio(Ro) =1.90.

enzimatica

XOS

XOS

XOS

Inulina

Inulina

XOS

X0OS

X0OS

POS

24.46

10.23

6.60

8.17

20.90

3.27

27.86

12.54

14.30

(Pereira et al., 2025)

(Avila et al., 2020)

(Wang et al., 2022)

(Lara-Fiallos et al., 2021)

(Castellino et al., 2020)

(Rogoski et al., 2024)

(Banerjee et al., 2019)

(Pereira et al., 2022)

(Del Castillo-Llamosas et al.,
2021)

XOS = xilooligosacaridos.

POS = oligosacaridos pectidicos.

Logio(Ro) = factor de severidad
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4. Aplicaciones de prebiodticos derivados de biomasa lignocelulosica
en sistemas alimentarios

En la Fig. 3 se presentan diversas aplicaciones de los prebidticos como ingredientes
funcionales; sin embargo, su implementacion practica depende no solo de su estabilidad
fisicoquimica (pH, temperatura, solubilidad y digestibilidad) (Ferreira-Lazarte et al., 2021; Corrales
et al., 2023), sino también de su funcionalidad bioldgica (actividad antioxidante, antiinflamatoria y
prebidtica) y su comportamiento en matrices alimentarias especificas (de Freitas et al., 2019; Capetti
et al., 2021; Alvarez et al., 2022; Yan et al., 2022).

Alimentos funcionales en
jugos, pan y galletas.

— — — |Cremas, lociones y sérums__:

Suplemento alimenticio en

LR GO T polvo, capsulas o pastillas.

PREBIOTICOS
COMO INGREDIENTE
FUNCIONAL

Elaboracion de jarabes o
caramelos medicinales.

Productos lacteos
fermentados.

Alimento para mascota y \'._ _ _ _| Biomateriales y/o envases |

ganado. i biodegradables.
Fa T \_ l/'_"\__
| | | |
S Ay -
Industria de Industria Industria Industria Industria
Materiales Farmacéutica Alimentaria Ganadera y Cosmetica
animal

Figura 3. Aplicaciones de los prebidticos como ingrediente y/o excipiente funcional, informacién adaptada de
(Capetti et al., 2021; Chelliah et al., 2024).
Figure 3. Applications of prebiotics as an ingredient and/or functional excipient, information adapted from

(Capetti et al., 2021; Chelliah et al., 2024).

En el ambito alimentario, los prebidticos, como los XOS, se han incorporado a productos como pan,
galletas y bebidas, donde acttian como fibras solubles con efectos tecnoldgicos y fisiolégicos. Estudios
en galletas han demostrado que su consumo en concentraciones de 1-4 g/dia promueve el
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crecimiento selectivo de bacterias benéficas como Bifidobacterium y Lactobacillus, favoreciendo la
produccién de AGCC, los cuales estan asociados con la salud intestinal y la regulacion metabolica
(Juhasz et al., 2020). Desde una perspectiva industrial, la aplicacion de prebidticos requiere considerar
factores como la dosis efectiva, la estabilidad durante el procesamiento (temperatura, pH), la
interaccién con otros componentes de la matriz y el impacto sensorial. Por ejemplo, en productos
horneados, los XOS pueden mejorar la retencion de humedad y la textura, mientras que en productos
lacteos fermentados pueden actuar como sustrato para microorganismos probidticos, generando un
efecto sinérgico.

Adicionalmente, mas alla del sector alimentario, los prebiéticos han encontrado aplicaciones en la
industria farmacéutica y cosmética, donde se emplean como moduladores de la microbiota cutanea
y como agentes bioactivos con propiedades antioxidantes y antinflamatorias (Pereira et al., 2025). Por
lo que el desarrollo de procesos de extraccion eficientes, como el procesamiento hidrotérmico, no solo
debe evaluarse en términos de rendimiento, sino también en funcion de la calidad funcional del
producto obtenido y su aplicabilidad en sistemas reales. Esto permite establecer una conexién directa
entre la etapa de obtencion y el potencial de uso industrial de los prebiodticos derivados de la biomasa
lignoceluldsica.

5. Conclusion

La evidencia presentada en este trabajo identifica el potencial del uso de las biomasas
lignoceluldsicas como materia prima para extraer prebidticos con rendimientos a nivel industrial.
También se muestra una vision de las metodologias de extraccion utilizadas en la actualidad para la
recuperacién de oligosacaridos y biopolimeros, como fibra alimentaria no digerible, con potencial
antioxidante, antiinflamatorio y prebidtico que mejoran la salud en consumos humanos y animales.
Se recuperaron condiciones estratégicas para la evaluacion de los pardmetros con mayor relevancia
en la determinacidn de conversion de las biomasas lignoceluldsicas a prebidticos. Los prebioticos no
solo nutren la microbiota intestinal, sino que también ayudan a reducir la oxidacién y la inflamacion,
claves para prevenir enfermedades. Asi se valida su potencial como ingrediente funcional en
alimentos y suplementos. Por tanto, el procesamiento hidrotérmico, es una tecnologia eficiente y
sostenible para extraer compuestos prebiodticos a partir de biomasa. Desde la perspectiva de la
sostenibilidad y biorrefinerias de segunda generacion, los procesos hidrotérmicos son una alternativa
factible para su implementacion a nivel industrial en el sector alimentario con impacto en la
alimentacién y beneficio a la sociedad.
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Resumen

Los quelites han sido parte fundamental de la dieta tradicional mexicana, pues crecen de manera
natural en las milpas y son recolectados por los campesinos para su consumo y venta en los mercados
locales. El acelerado crecimiento de la industria alimentaria y la disponibilidad de productos
altamente procesados, de mayor accesibilidad para la poblacién, han conducido a una marcada
disminucion en su consumo, restringiéndolo principalmente a comunidades rurales e indigenas. En
la actualidad, resulta indispensable revalorar el enorme potencial de los quelites para contribuir a la
salud de la poblaciéon mexicana, ya que se ha demostrado que poseen multiples propiedades
benéficas. En este contexto, el objetivo de esta revision es profundizar en las propiedades de los
quelites con el fin de promover su revalorizacion, conservacion e integracion como posibles aditivos
alimentarios en productos funcionales innovadores. Para ello, se analizan aspectos relacionados con
su consumo en México, los principales componentes bioactivos que contienen y las técnicas
empleadas para su extraccion, asi como las aplicaciones que han tenido en la industria alimentaria y
los desafios actuales para su aprovechamiento. Asimismo, se identifican vacios de investigacion
relacionados con la estandarizacion de técnicas de extraccion, la evaluacion de la estabilidad de
compuestos bioactivos, el desarrollo de procesos de conservacion y su incorporacion en alimentos
funcionales, lo que permite orientar futuras lineas de investigacion hacia el aprovechamiento
sostenible de los quelites.

Palabras clave: quelites, biodiversidad, propiedades benéficas, aplicacion, aprovechamiento
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Abstract

Quelites have been a fundamental part of the traditional Mexican diet, as they grow naturally in
milpa systems and are collected by farmers for consumption and sale in local markets. The rapid
growth of the food industry and the availability of highly processed products, which are more
accessible to the population, have led to a marked decrease in their consumption, restricting it mainly
to rural and Indigenous communities. At present, it is essential to revalue the significant potential of
quelites to contribute to the health of the Mexican population, as they have been shown to possess
multiple beneficial properties. In this context, the aim of this review is to provide an in-depth analysis
of the properties of quelites in order to promote their revalorization, conservation, and integration as
potential food additives in innovative functional products. To this end, aspects related to their
consumption in Mexico, the main bioactive compounds they contain, and the techniques employed
for their extraction are analyzed, along with their applications in the food industry and the current
challenges associated with their utilization. Furthermore, research gaps in standardizing extraction
techniques, evaluating bioactive compound stability, developing preservation processes, and
incorporating these into functional foods are identified, providing guidance for future research
directions toward the sustainable utilization of quelites.

Keywords: quelites, biodiversity, beneficial properties, application, utilization

1. Introduccion

Los quelites (del nahuatl quilitl, que significa “hierba comestible”) son plantas silvestres que
crecen de manera espontanea en distintos ecosistemas agricolas como milpas y huertos familiares,
algunas de ellas estan adaptadas a las zonas semiaridas, por lo que resisten condiciones extremas del
clima como la falta de agua (Santiago-Saénz et al., 2019b). Los quelites han formado parte
fundamental de la alimentacién y la cultura de México; entre las especies mas representativas se
encuentran el quintonil o amaranto (Amaranthus spp.), el quelite cenizo (Chenopodium spp.), la
verdolaga (Portulaca oleracea) y el epazote (Dhysphania ambrosioides) (Balcazar-Quinones et al., 2020).
Durante muchos afios los quelites fueron consumidos de manera generalizada en todo el territorio
mexicano, sin embargo, con el paso del tiempo, la introduccién de ingredientes europeos y mas tarde,
los procesos de modernizacién, urbanizacién e industrializacion del siglo XX provocaron una
disminucion notable en su consumo (Mera-Ovando et al., 2003). Como consecuencia, su presencia
quedo conservada principalmente en comunidades rurales e indigenas, donde son recolectados para
su consumo o uso terapéutico y se ha reportado la amplia variedad de especies utilizadas, sus
nombres indigenas, modos de preparacion y propiedades curativas (Linares et al., 2017; Bye Boettler
et al., 2026).

En la dieta tradicional mexicana, se utilizan en guisos, sopas, tamales, tortillas, ensaladas y bebidas,
y han sido fundamentales para la nutricion de poblaciones rurales durante generaciones,
especialmente en épocas de escasez (Linares et al, 2017). Se ha documentado en diversas
investigaciones que los quelites aportan fibra dietética, proteinas, vitaminas, minerales y compuestos
bioactivos (polifenoles, flavonoides, clorofilas, betalainas y carotenoides) que poseen efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobianos (Santiago-Saenz et al., 2020; Pacheco-Hernandez
et al., 2022; Pascual-Mendoza et al.,, 2023). De igual modo, un area particularmente prometedora es
su impacto con la salud gastrointestinal. La fibra dietética y los oligosacaridos presentes en muchas
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especies de quelites pueden actuar como prebidticos, favoreciendo el crecimiento de
microorganismos benéficos y contribuyendo a la integridad de la mucosa intestinal (Garcia et al.,
2022). Los quelites desempefian un papel clave en la biodiversidad agricola mexicana, considerada
una de las mas ricas a nivel mundial y en la actualidad, existe interés por rescatar los quelites, debido
a la presencia de compuestos valiosos que permitirian posicionarlo no solo como patrimonio
gastrondmico, sino también como recurso nutricional y medicinal.

Sin embargo, a pesar del reconocimiento de su valor nutricional y funcional, ain existen importantes
vacios de investigacion que limitan su aprovechamiento (Mateo-Maces et al., 2020). En particular, se
requiere una mayor estandarizacion de los métodos de extraccion y caracterizacion de sus
compuestos bioactivos, asi como estudios que evaltien su estabilidad durante el procesamiento y
almacenamiento. Asimismo, son escasos los trabajos enfocados en el desarrollo de tecnologias de
conservacion y en la incorporacion de estos recursos vegetales en matrices alimentarias modernas,
especialmente en productos funcionales y aditivos naturales. En este sentido, abordar estos vacios de
conocimiento permitira fortalecer las bases cientificas necesarias para su aprovechamiento sostenible
y su integracion en sistemas alimentarios innovadores.

Por lo tanto, esta revision tiene como objetivo profundizar en las propiedades de los quelites con el
fin de promover su revalorizacidn, conservacion e integraciéon como posibles aditivos alimentarios
en productos funcionales innovadores. La bisqueda de informacién se realizé en las bases de datos
Google Académico y Web of Science, considerando articulos publicados en inglés y espafiol durante
el periodo de 2010 a 2025. Las palabras clave empleadas fueron: quelites en México, beneficios del
consumo de quelites, compuestos bioactivos en quelites y aplicaciones alimentarias de los quelites.
Como resultado, se identificaron aproximadamente 920 articulos, de los cuales 77 se consideraron
relevantes por cumplir con los objetivos de estudio, contar con acceso a texto completo y estar
directamente relacionados con compuestos bioactivos y aplicaciones alimentarias de los quelites.

2. Consumo de quelites en México

Los quelites constituyen un legado alimentario de gran valor en México y su consumo se ha
documentado desde el periodo Formativo, lo que evidencia una tradicién de varios milenios de
antigiiedad (McClung de Tapia et al., 2014). Diversas poblaciones los recolectaban espontaneamente
en los cultivos de maiz, frijol y calabaza, y los incorporaban a sus platillos tanto por su sabor como
por sus efectos benéficos para la salud. En ese contexto tradicional, los quelites eran mas que
“acompafamiento”: formaban una parte importante de la dieta diaria, aprovechando la
biodiversidad vegetal local. Sin embargo, en la actualidad en algunas zonas rurales el valor de los
quelites ha sido menospreciado, y muchos campesinos los consideran “hierbas malas” o malezas no
deseadas (Mapes y Basurto, 2016; Ebel et al., 2024). Quienes los consumen habitualmente, los
describen como hierbas aromaticas y curativas que aportan caracteristicas especiales de sabor, aroma
y textura y que poseen un perfil nutricional y fitoquimico relevante (Manzanero-Medina et al., 2020).

Entre las especies mas consumidas en México figuran los géneros Portulaca (verdolaga) y Amaranthus
(quintoniles). Estas hojas tiernas se utilizan tanto en ensaladas como en caldos y guisos,
aprovechando su versatilidad culinaria y su valor nutritivo (Santiago-Saenz et al., 2020). En la Fig. 1
se presenta un mapa que muestra la distribuciéon del consumo actual de quelites en México. Se
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observa que las regiones Centro y Sur del pais concentran el mayor consumo, lo que reafirma a la
region mesoamericana como el nticleo histérico y cultural de aprovechamiento de estas especies.

Este patrén se asocia con la alta diversidad bioldgica presente en dichas zonas, destacando
particularmente los estados de Puebla, Guerrero y Morelos, ya que diversos estudios han sefialado
que los mercados locales representan espacios clave para su comercializacion debido a precios
accesibles (Diaz-José et al., 2019). Por su parte, el estado de Oaxaca es reconocido como uno de los
mas diversos del pais, y se ha documentado su amplia variedad de especies de quelites, asi como su
alto valor nutricional (Pascual-Mendoza et al., 2023). En Yucatadn, los quelites son consumidos
principalmente en las comunidades mayas, donde forman parte tanto de la dieta cotidiana como de
la medicina tradicional. Sin embargo, su consumo actual es moderado, ya que su aprovechamiento
se limita principalmente a los ambitos rurales donde persisten los saberes locales sobre su uso y
preparacion (Noguera-Savelli, 2024).

En el norte de México, particularmente en Durango y en la region del Gran Nayar, los quelites
contintian formando parte de la alimentacion de diversas comunidades rurales e indigenas, donde
se ha documentado una notable diversidad de especies silvestres comestibles (Gonzalez-Elizondo et
al., 2024; Monreal-Garcia et al., 2024). Sin embargo, la literatura indica que el conocimiento tradicional
y el aprovechamiento de estas plantas ha disminuido en comparacién con las regiones del centro y
sur del pais, lo que se traduce en un consumo menor (Monreal-Garcia et al., 2024). Entre las especies
que se consumen en Chihuahua y Durango se encuentran la verdolaga, el quelite cenizo y quelites
amarantaceos (Severiano-Pérez et al., 2023).

Bajo Medio Alto

Figura 1. Distribucion regional del consumo relativo (bajo/medio/alto) de quelites en México
Figure 1. Regional distribution of relative consumption (low/medium/high) of quelites in Mexico
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Alo largo del tiempo, el consumo de quelites llego a asociarse erréneamente con los sectores de bajos
recursos, e incluso el término “queliteros” se utilizaba de forma despectiva para referirse a quienes
los consumian con frecuencia (Félix-Rabago y Hernandez-Moreno, 2024). Durango destaca como el
estado del norte de México con la mayor diversidad de quelites, al registrarse 39 especies distribuidas
en diferentes regiones del territorio. Entre las mas representativas se encuentran los géneros
Amaranthus, Portulaca y Chenopodium, los cuales forman parte importante de la biodiversidad vegetal
de la region (Monreal-Garcia et al., 2024).

En la Fig. 2 se presentan algunas de las especies de quelites identificadas en el estado de Durango,
observadas durante los meses de septiembre y octubre de 2025, periodo correspondiente a la
temporada de lluvias, cuando la disponibilidad y diversidad de estas plantas es mayor. Esta
informacion resalta la importancia de revalorar y promover el aprovechamiento, de los quelites, ya
que son especies abundantes en todo el pais, con un profundo valor cultural y potenciales beneficios
para la salud (Santiago-Saénz et al., 2019a). Ademas, su rescate puede complementarse con
estrategias de innovacion alimentaria orientadas a desarrollar productos atractivos que incorporen
quelites, favoreciendo asi su aceptacion y consumo en distintos sectores de la poblacion (Ebel et al.,
2024).
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Figura 2. Especies de quelites observadas en el estado de Durango durante la temporada de lluvias
(septiembre-octubre de 2025).
Figure 2. Quelite species observed in the state of Durango during the rainy season (September—October 2025).
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Tabla 1. Quelites documentados en el estado de Durango y sus propiedades funcionales

Table 1. Quelites documented in the state of Durango and their functional properties
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Quelite (Nombre Propiedad funcional/Actividad
comun/Nombre Referencia
(Said et al,
2024,
Mozote blanco Waititu et
(Bidens pilosa) v v ) v v v v v al., 2024;
Etukudo et
al., 2025)
Tomatillo silvestre (Novitasari
(Physalis angulata) v v ) v v v i i et al., 2024)
( Bazylko et
Estrellita al., 2015;
(Galinsoga v v - - v - - - Studzinska-
parviflora) Sroka et al,
2018)
( Abdel-
Ghani et al,,
Malva (Malva 2013; Naser
parviflora) v v v v v ) ) v et al, 2022;
Anwar et al.,
2025)
Carreton
(Medicago v v : v v . . . Uedav ot
al.,, 2024)
polymorpha)
( Santiago-
Quintonil Saenz et al.,
(Amaranthus - N4 - v - - v v 2018;
hybridus) Nkobole et
al., 2021)
(Pérez-
Gutiérrez,
Flor de C'alabaza v v ) Y v ) ) ) 2016;
(Cucurbita pepo) Barrera-
Osorio,
2023)
(Yazdanpar
Berro de agua ast et al,
(Nasturtium N4 N4 - N4 - v v v 2008;
officinale) Maluwa et
al., 2025)
Acedera o lengua ( Idris et al.,
de vaca (Rumex N4 N4 - - v v - v 2017; Qian et
crispus) al., 2024)
( Gupta et
Taro (Colocasia v v ) v Y Y ) v al., . .2019;
esculenta) Pertiwi et
al., 2025)
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Pimienta de agua i 1Khatuzrg) 1e5t
(Persicaria N N4 - V4 . al, 015,
hydropiper) Seimandi et
e al,, 2021)

(Li et al,

Cerraja (Sonchus v v v ) ) 2017;
oleraceus) Vecchia et

al,, 2022)
Bot6n amarillo (113achh§(1;24et

al., a;
(Cal]:;ri);?gjrpus ) Y ) v ) Bachhar et

al,, 2024b)

Albahaca dulce (Shahrajabia

t al., 2020;

(Ocimum N4 N v J v n et al., 2020;

ili Abraham et
basilicum)

al., 2025)

AI: Antiinflamatoria, AO: Antioxidante, GO: Gastroprotectora, AD: Antidiabética, AM: Antimicrobiana, AC: Anticancerigena,
NP: Neuroprotectora, HP: Hepatoprotectora.

En la Tabla 1 se resume la informacién mas relevante sobre los quelites encontrados en el estado de
Durango durante la temporada de lluvias, destacando las propiedades funcionales reportadas en la
literatura, sustentada en estudios in vitro e in vivo realizados en diferentes especies. Esta informacion
muestra el potencial nutracéutico de estas especies y evidencia que, Durango posee una notable
diversidad de quelites con alto valor biologico, lo cual representa una oportunidad significativa para
su aprovechamiento en el desarrollo de nuevos ingredientes para la industria alimentaria.

3. Componentes bioactivos y efectos bioldgicos de los quelites

Los quelites poseen nutrientes esenciales y una amplia gama de metabolitos secundarios. La
literatura reporta que muchas especies presentan alto contenido de proteinas, fibra dietaria,
vitaminas, aminoacidos esenciales y se han identificado fenoles simples, carotenoides, clorofilas,
betalainas y acidos grasos poliinsaturados (Santiago-Saenz et al., 2019b; Manzanero-Medina et al.,
2020; Mateos-Maces et al., 2020). Estas caracteristicas respaldan su clasificacion como alimentos con
potencial nutracettico, ya que ejercen multiples efectos bioldgicos asociados con la prevencion de
enfermedades.

3.1 Verdolaga (Portulaca oleracea)

En el caso de la verdolaga, se han realizado estudios in vitro y en modelos animales que muestran
efectos protectores frente al dafio oxidativo y la inflamacién. Ensayos con extractos de hojas, tallos y
flores han demostrado una marcada capacidad para neutralizar radicales libres y proteger el ADN
frente al dafio inducido por agentes oxidantes, lo que refuerza su papel como fuente de antioxidantes
(Silva y Carvalho, 2014). Revisiones recientes sefialan que los extractos de verdolaga ejercen efectos
antiinflamatorios y antioxidantes en modelos de estrés oxidativo y diabetes inducida en ratas,
reduciendo marcadores de inflamacién y mejorando el perfil metabodlico (Ghorani et al., 2023). A
nivel clinico, se han reportado ensayos en humanos donde el consumo de semillas o suplementos de
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verdolaga en adolescentes con dislipidemia o adultos hipercolesterolémicos reducen
significativamente las concentraciones séricas de colesterol total y triglicéridos, sugiriendo un efecto
hipolipemiante (Miao et al., 2025).

3.2 Amaranto (Amaranthus spp.)

Los amarantos de hoja (Amaranthus spp.), también han sido objeto de numerosos estudios.
Revisiones y trabajos experimentales indican que sus hojas contienen altos niveles de fenoles,
flavonoides, vitaminas, minerales y son una fuente significativa de pigmentos como carotenoides,
betalainas y clorofilas, los cuales contribuyen a su elevada capacidad antioxidante que se asocia a
efectos cardioprotectores, antihiperlipidémicos, antidiabéticos y antiinflamatorios en modelos in vitro
e in vivo (Park et al., 2020; Sarker et al., 2022). Se han evaluado fracciones fendlicas de Amaranthus en
modelos animales de diabetes e hiperlipidemia, observandose disminucion de glucosa sanguinea,
mejora en el perfil de lipidos y reduccion de marcadores de estrés oxidativo, lo que respalda su
consideracion como ingrediente funcional (Campos-Herrera et al, 2024). Ademas, estudios en
distintos genotipos de amaranto han demostrado que las hojas y brotes poseen flavonoides,
polifenoles y alta capacidad antioxidante, aunque con variaciones importantes segin el genotipo y el
manejo postcosecha (Cantu-Lépez et al., 2022).

3.3 Otros quelites y efectos funcionales

Estudios en huazontle (Chenopodium berlandieri) han demostrado altos niveles de compuestos
fendlicos totales y capacidad antioxidante, por lo que también presentan efectos biolégicos asociados
a la prevencién de enfermedades (Pacheco-Hernandez et al,, 2022). Mateos-Maces et al. (2020),
estudiaron 30 especies de plantas comestibles en México incluyendo quelites y observaron que varias
de ellas presentan actividad antioxidante comparable y en algunos casos superior a hortalizas
convencionales, respaldando su clasificacién como alimentos con potencial nutracéutico. En el
contexto especifico de los quelites mexicanos, se ha avanzado en la caracterizacion de su potencial
nutracéutico.

Pacheco-Hernandez et al. (2022), evaluaron siete especies de quelites consumidos en Puebla,
encontrando que los extractos hidroalcohdlicos mostraron propiedades inhibidoras actuando como
reguladores de enzimas implicadas en la absorciéon de carbohidratos y lipidos, las sintesis de
colesterol y el desarrollo de cancer. Garcia et al. (2021), evaluaron el efecto del blanqueado culinario
sobre el perfil fendlico y la capacidad antioxidante de distintos quelites, mostrando que ciertos
tratamientos térmicos pueden disminuir parte del contenido fenolico, pero también mejorar la
extraccion de algunos compuestos, lo que tiene implicaciones directas en el valor funcional de los
quelites tradicionales. En conjunto, esta evidencia respalda que, mas alla de su valor como verduras
de hoja, los quelites representan una fuente relevante de metabolitos bioactivos con impacto potencial
en la prevencion del dafio oxidativo y procesos inflamatorios.
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3.4 Microbiota intestinal y potencial prebiotico

Un aspecto novedoso y cada vez mas relevante es el impacto de estas hierbas y sus compuestos
sobre la microbiota intestinal. Aunque muchos estudios no utilizan explicitamente el término
“quelites”, se centran en especies que en México se consumen como tales y la evidencia reciente
apunta a que sus fibras, polisacdridos y polifenoles actian como sustratos fermentables y
moduladores de la comunidad microbiana. Los extractos ricos en polifenoles de verdolaga (Portulaca
oleracea) han mostrado efectos protectores en modelos animales de enfermedad intestinal, incluyendo
la restauracion de la integridad de la barrera intestinal, la modulacion de la microbiota y la reduccion
de procesos inflamatorios asociados. Asimismo, su incorporacion en la dieta ha demostrado mejorar
la capacidad antioxidante sistémica y favorecer el crecimiento de bacterias benéficas, lo que respalda
su potencial como modulador del sistema intestinal (Li et al., 2025a; Li et al., 2025b).

En el caso del amaranto (Amaranthus spp.), se han documentado efectos funcionales asociados a sus
fibras, granos y hojas, particularmente en relacion con la salud intestinal. Estudios in vitro y clinicos
han demostrado que sus fibras acttian como sustratos fermentables para la microbiota intestinal,
favoreciendo la produccion de acidos grasos de cadena corta y la disminucién de microorganismos
asociados a procesos inflamatorios. Asimismo, se han observado mejoras en la composicion
microbiana y en parametros nutricionales, lo que sugiere que los compuestos del amaranto pueden
contribuir a la salud metabélica y a la recuperacion nutricional mediante la modulacién de la
microbiota intestinal (Kongdang et al., 2021; Calva-Cruz et al., 2023; Sabbione et al., 2024).

Aunque todavia son relativamente escasos los estudios que exploran de forma directa quelites
mexicanos/microbiota intestinal en humanos, la evidencia disponible con las especies clave
(verdolaga y amaranto) apunta a un panorama muy prometedor ya que sus fibras, polisacaridos y
polifenoles se comportan como componentes prebidticos o moduladores de la microbiota, con efectos
indirectos sobre inflamacion, metabolismo lipidico e integridad de la barrera intestinal. Esta linea de
investigacion se perfila como uno de los campos mas innovadores en el estudio de los quelites, y abre
la puerta a disefar alimentos funcionales y nutracéuticos basados en quelites especificamente
orientados a la salud intestinal

4 Extraccion de compuestos bioactivos de quelites

Aunque ya existe una base solida de evidencia sobre la presencia de compuestos bioactivos en
los quelites y su actividad antioxidante y nutracéutica, la mayoria de los estudios se han realizado
con extracciones convencionales usando solventes y sélo un ntimero reducido ha explorado la
aplicacion de tecnologias alternativas como se muestra en la Tabla 2.

Wang et al. (2014), estudiaron el uso del ultrasonido en verdolaga (Portulaca oleraceae) para extraer
flavonoides, esta tecnologia favoreci6 la ruptura de la pared celular y la liberacion eficiente de
compuestos fenolicos logrando mayores concentraciones en tiempos cortos y con menor consumo
de solvente, bajo condiciones éptimas definidas por metodologia de superficie de respuesta.

Vargas-Madriz et al. (2023a), compararon el secado en horno y liofilizacién de hojas e inflorescencias
de quelite cenizo para la extraccion de fenoles y flavonoides. El estudio mostr6 que, en la extraccion
convencional, el proceso de secado influye significativamente en el perfil fendlico y la capacidad



Ochoa-Martinez et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, e2234

antioxidante y se concluyd que las hojas y las inflorescencias liofilizadas conservan mejor los
compuestos de interés.

Santiago-Saenz et al. (2018), evaluaron tres especies de quelites mexicanos (quintonil, quelite cenizo
y verdolaga) para la extracciéon hidroalcohdlica de clorofilas, carotenoides, fenoles y flavonoides,
encontrando que estos parametros tienen variacion segun la especie estudiada, pero se demostré que
las tres especies son ricas en compuestos bioactivos que pueden contribuir a la dieta de la poblacion
mexicana.

Godinez-Santillan et al. (2019), evaluaron la extraccién con metanol y etanol de compuestos fenolicos
y antioxidantes en hojas crudas y hervidas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius) del estado de
Querétaro. Se lograron identificar 11 compuestos fenolicos y los resultados mostraron que el
tratamiento térmico (ebulliciéon) modifico significativamente el perfil fendlico, y el mejor solvente
para extraer fenoles y flavonoides fue etanol:agua 80:20 v/v.

Vargas-Madriz et al. (2023b), estudiaron la extraccion hidroalcohdlica de compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante de papaloquelite (Porophyllum ruderale) de diferentes regiones de Querétaro,
Meéxico y observaron diferencias significativas en el contenido fenoélico y capacidad antioxidante
segun el origen geografico.

Pacheco-Hernandez et al. (2022), evaluaron el potencial nutracéutico de siete especies de quelites
recolectados en la Sierra Norte de Puebla, México. Se evalud el contenido de carotenoides y
compuestos fendlicos mediante extraccion con etanol (80 %) y hexano:acetona (1:1 v/v). Los
resultados presentaron variabilidad significativa entre especies, con altos niveles de compuestos
antioxidantes en la especie flor de izote (Yucca aloifolia).

Navarro-Cortez et al. (2023), utilizaron un disefio experimental (simplex-centroide) para elaborar
mezclas de polvos de quelites (verdolaga y quelite cenizo) obtenidos mediante liofilizacion.
Posteriormente, evaluaron el contenido de compuestos fenolicos y la capacidad antioxidante a partir
de extractos obtenidos con etanol al 80 % y se analizo el efecto individual y las interacciones entre
especies en las mezclas. Los resultados mostraron que, de manera individual tanto verdolaga como
quelite cenizo tuvieron mayor contenido de compuestos fendlicos y mayor capacidad antioxidante.

4.1 Oportunidades de mejora

A partir de la revision de los estudios descritos en la Tabla 2., se observa que la bibliografia
enfocada en la optimizacion de la extraccion de compuestos bioactivos mediante tecnologias
emergentes es todavia limitada, particularmente en lo referente a estrategias orientadas a reducir el
uso de solventes organicos. En este contexto, se presenta una amplia oportunidad de investigacion,
ya que el numero de especies de quelites evaluadas hasta ahora es reducido y existe un gran
potencial para ampliar el estudio hacia otras especies poco exploradas. El desarrollo de
investigaciones que integren tecnologias de extracciéon avanzadas permitiria no solo mejorar la
eficiencia y sostenibilidad de los procesos, sino también fortalecer el posicionamiento de los quelites
como ingredientes estratégicos en la formulacion de alimentos funcionales y nutracéuticos de origen
mexicano.
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Tabla 2. Extraccion de compuestos de interés a partir de quelites

Table 2. Extraction of compounds of interest from quelites

Quelite

Compuesto bioactivo

Condiciones de
extraccion

Conclusiones

Referencia

Extraccién
hidroalcoholica por

Zfli:jczzgs )(Port”lﬂm fé?;::ﬁf:) ultrasonido con z)e(z 55221126 el rendimiento de (Wang et al., 2014)
’ etanol, 55 °C por 15
min
Extraccion
hidroalcohdlica

Quelite cenizo
(Chenopodium berlandieri

Fenoles y flavonoides
(Quercetina y

(metanol:agua 80:20
v/v) por maceracion

El proceso de liofilizacién conservéd
mejor los compuestos antioxidantes

(Vargas-Madriz et al.,
2023a)

spp. berlandieri) ramnetina) (16 h, 25 °C,
agitacién)
Quintonil (Amaranthus . Extraccion Se observaron variaciones
, . . Clorofilas, : a: NP a: _
hybridus), quelite cenizo . hidroalcoholica significativas de compuestos fenolicos  (Santiago-Saenz et al.,
L carotenoides, fenoles o . .
(C. berlandieri) y (etanol 80 % y y antioxidantes segtin la especie 2018)

y flavonoides

verdolaga (P. oleraceae) acetona 80 %) analizada

Extraccion

hidroalcoholica de El mejor solvente para extraer fenoles
Chaya (Cnidoscolus Fenoles v flavonoides metanol-agua (50:50y 'y flavonoides fue el etanol 80:20 v/v. (Godinez-Santillan et
aconitifolius) y 80:20 v/v) y de etanol- ~ Se identificaron 11 compuestos al., 2019)

agua (50:50 y 80:20 fendlicos

v/v)
Papaloquelite ) E?<tracc1on - Se observaron variaciones en el (Vargas-Madriz et al.,
(Porophyllum ruderale Fenoles y flavonoides  hidroalcohélica . . .

contenido de compuestos bioactivos 2023b)

(Jacq.) Cass (Asteraceae) (etanol;agua 80:20

v/v) por maceracion

por la zona geografica de recoleccion.

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, 2234
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(16 h, protegido de
luz y agitacion)

Se identificaron 31 compuestos
fenolicos

Tepeilite (Rhamnus
pompana), hierbamora
(Solanum nigrescens), flor
de izote (Yucca aloifolia),
hoja santa (Piper auritum),
lengua de vaca (Rumex
obtusifolius), quintonil
(Amarathus hybridus) y
guias de erizo (Sechium
edule)

Carotenoides y
fenoles

Extraccion
hidroalcohdlica
(etanol 80 %,
hexano:acetona 1:1
v/v)

Se observaron diferencias
significativas en el contenido de
luteina, (3-caroteno y B-criptoxantina
entre especies. Rumex obtusifolius
presento la mayor concentracion de
luteina

(Pacheco-Hernandez
et al., 2022)

Verdolaga (Portulaca
oleraceae) y quelite cenizo
(Chenopodium album)

Fenoles y flavonoides

Extraccion
hidroalcohdlica

(Etanol 80 %)

El contenido de fenoles y flavonoides
fue mayor cuando se analizaron
individualmente, que cuando se
analizaron en mezclas a través de un
disefio experimental

(Navarro-Cortez et
al., 2023)
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5. Aplicaciones de quelites en el desarrollo de alimentos

Los quelites estan cobrando relevancia como ingredientes bioactivos debido a su alto valor
nutricional y se ha demostrado que pueden mejorar el perfil nutricional de los alimentos. En la Tabla
3 se describen algunas aplicaciones de los quelites en el desarrollo de alimentos, donde todos los
productos incluidos fueron sometidos a evaluacion sensorial y mostraron una alta aceptabilidad por
parte de los consumidores. Los productos de panificaciéon han sido ampliamente estudiados para la
incorporacién de quelites con la finalidad de mejorar su perfil nutrimental y funcional.

Melilli et al. (2020), evaluaron la adicidn de harina de verdolaga en diferentes concentraciones (5, 10
y 15 %) a un pan elaborado con harina de trigo y analizaron sus propiedades fisicoquimicas. La
incorporacién de verdolaga mejord el perfil nutricional del pan, aumentando el contenido de 4cidos
grasos esenciales y de compuestos antioxidantes. Se determind que el 5 % de harina de verdolaga
logré mejorar la calidad nutricional y tecnolégica del pan como producto final.

Kia et al. (2024), desarrollaron un pan de trigo en el que utilizaron harina de amaranto fermentada
suplementada con polvo de verdolaga. Analizaron propiedades reoldgicas de la masa y
caracteristicas fisicoquimicas del pan. Los resultados mostraron que la incorporacion de verdolaga
mejord la actividad antioxidante, la textura y la vida ttil del pan al reducir el crecimiento microbiano.
La formulacion con 25 % de harina fermentada de amaranto y 2.5 % de verdolaga en polvo se destaco
por la calidad tecnoldgica y aceptabilidad sensorial.

Delvarianzadeh et al. (2020), evaluaron la adicién de polvo de verdolaga en diferentes
concentraciones (2.5, 5, 7.5 y 10 %) sobre las propiedades fisicoquimicas y reologicas de panes de gran
volumen. Los resultados mostraron que la adicién de verdolaga aumento6 el contenido de proteina y
fibra y mejord la actividad antioxidante, ademas de influir en la absorcion de agua y en la estabilidad
de la masa. Sensorialmente, los panes con 5 % de verdolaga fueron bien aceptados por lo que se
concluyé que niveles bajos de verdolaga mejoran la calidad nutrimental sin afectar negativamente la
aceptabilidad.

Tabla 3. Aplicaciones de quelites como ingredientes bioactivos en el desarrollo de alimentos

Table 3. Applications of quelites as bioactive ingredients in food development

Quelite Producto desarrollado Conclusiones Referencia

5 % de harina de
verdolaga mejoro la

Verdolaga (Portulaca Pan de trigo fortificado s
ga . & calidad nutricional (Melilli et al., 2020)
oleracea) con harina de verdolaga .
y tecnoldgica del
pan
VlerdOIagaA(‘PortulatC ; Pan de trigo con masa Mejores
oleracea maranto . .
)y & propiedades de (Kia et al., 2024)
(Amaranthus madre de amaranto
L Londri P tad textura y mayor
ermentado 1
ypochondriacus) y vida ttil al retrasar
TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, e2234 https://revistascientificas.uach.mx/index.php/tecnociencia
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suplementado con
verdolaga

el crecimiento de
hongos

Verdolaga (Portulaca
oleracea)

Pan fortificado con polvo
de verdolaga

5 % de polvo de
verdolaga mejoro la
calidad nutrimental
del pan

(Delvarianzadeh et al.,
2020)

Verdolaga (Portulaca
oleracea)

Galleta tipo cracker
fortificada con verdolaga

Cambio en las
propiedades de
color y textura.
Aumento en
actividad
antioxidante y
contenido fenolico

(Cankurtaran-Komdtircii
and Bilgicli et al., 2025)

Chaya (Cnidoscolus
aconitifolius) y amaranto
(Amaranthus cruentus)

Galleta elaborada con
harina de trigo, chaya y
amaranto

La incorporacion
del 10 % de harina
de chaya, presentd
mayor calidad
nutricional

(Avila-Nava et al., 2022)

Verdolaga (Portulaca
oleracea), quintonil
(Amaranthus hybridus) y
quelite cenizo (Chenopodium
berlandieri)

Suplemento alimenticio a
base de mezclas de tres
polvos de quelites

Alto contenido
fendlico, de fibra 'y
proteina

(Santiago-Saénz et al.,
2020)

Amaranto (Amaranthus
palmeri'y Amaranthus
powellii), Basiawari
(Arracacia edulis) y
Tlatomaxihuitl (Phacelia

platycarpa)

Quelites pasados (Hierbas
deshidratadas)

Altos valores de
proteina y una alta
concentracion de
micronutrientes.

(Severiano-Pérez et al.,
2023)

En los tltimos afios se ha buscado desarrollar snacks que sean saludables y sustituyan el consumo
de alimentos procesados. La harina de verdolaga se ha utilizado para desarrollar galletas tipo cracker
donde su adicion ha resultado en mejorar el contenido de proteina, minerales y actividad
antioxidante (Cankurtaran-Kémiircii y Bilgicli, 2025). Avila-Nava et al. (2022), desarrollaron una
galleta funcional incorporando harina de chaya y amaranto en diferentes proporciones. Se evaluaron
parametros fisicoquimicos, perfil de dcidos grasos, contenido de compuestos fendlicos y actividad
antioxidante. Las galletas mostraron mayor contenido de proteina, fibra y antioxidantes. La
formulacion con 10 % de harina de chaya fue la mejor en calidad nutricional y mayor aceptabilidad
sensorial. Particularmente en México se han estudiado diversas especies de quelites en el desarrollo
de ingredientes bioactivos en alimentos. Santiago-Saenz et al. (2020), evaluaron mezclas de polvos
elaborados con quelites mexicanos con el objetivo de desarrollar un suplemento alimenticio. Se
analiz6 la composicion proximal, perfil de aminodcidos, contenido fendlico y capacidad antioxidante.
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Las mezclas destacaron por su alto contenido de proteina, fibra dietética y compuestos bioactivos. La
combinacién de verdolaga con quelite cenizo mostré la mayor actividad antioxidante y se concluyd
que fue la mezcla mas viable para el desarrollo del producto final. Severiano-Pérez et al. (2023),
realizaron un estudio sobre quelites pasados en comunidades raramuri de la Sierra Tarahumara,
Chihuahua. Evaluaron el uso de las especies Amaranthus palmeri, Amaranthus powellii, Arracacia edulis
y Phacelia platycarpa, las cuales fueron deshidratadas al sol para su conservaciéon. Analizaron su
composicion nutricional y aceptacidn sensorial, encontrando altos niveles de proteina y minerales,
especialmente en el género de Amaranthus y se concluyo6 que esta practica tradicional representa una
estrategia efectiva para preservar alimentos nutritivos. La evidencia cientifica demuestra que los
quelites no solo mejoran el perfil nutricional de los alimentos, sino que también ofrecen propiedades
funcionales que mejoran la calidad tecnoldgica de los productos y prolongan su vida tutil. Esto
posiciona a los quelites como ingredientes valiosos para la industria alimentaria, superando su
percepcion tradicional como simples malezas y abriéndoles paso como recursos funcionales con alto
potencial de innovacién.

6. Desafios para el aprovechamiento de los quelites mexicanos

En México, los quelites representan un recurso alimentario con un profundo valor histdrico,
cultural y nutricional; sin embargo, en la actualidad enfrentan diversas limitaciones que dificultan su
aprovechamiento integral (Mateos-Maces et al., 2020). Estos retos, que abarcan dimensiones
productivas, sociales, culturales y cientificas, se sintetizan en la Fig. 3. Mas alla de los factores
especificos ilustrados, uno de los principales problemas radica en la falta de integracion de los
quelites en sistemas productivos formales y en cadenas agroalimentarias estructuradas. La
disponibilidad irregular y la corta vida postcosecha dificultan su comercializacién a mayor escala, lo
que restringe su presencia principalmente a mercados locales y limita su incorporacion en sistemas
agroindustriales (Manzanero-Medina et al., 2020). Asimismo, la pérdida progresiva del conocimiento
tradicional asociado a la identificacién, recoleccién y uso culinario de estas especies representa un
riesgo significativo para su continuidad cultural y su aprovechamiento futuro. Este fenomeno,
vinculado a procesos de urbanizacion y cambios en los estilos de vida, contribuye a la disminucion
del consumo y a la reduccion del interés por parte de las nuevas generaciones (Diaz-José et al., 2019;
Narvaez-Elizondo et al., 2021, Motti, 2022).

Desde el punto de vista cientifico y tecnoldgico, persisten limitaciones relacionadas con la escasa
caracterizacion fisicoquimica en una amplia diversidad de especies y la falta de estudios agrondmicos
que permitan establecer condiciones de cultivo controlado y manejo éptimo. Asimismo, el desarrollo
de tecnologias de procesamiento que permitan estabilizar compuestos bioactivos sin comprometer la
calidad sensorial auin es limitada, lo que dificulta la generacion de ingredientes de valor agregado
(Pacheco-Hernandez et al., 2022). Otro aspecto critico es la falta de incorporacion de los quelites en
estrategias institucionales de nutricion y desarrollo agricola. La ausencia de politicas publicas
especificas reduce la inversion en investigacion, infraestructura y modelos de comercializaciéon que
podrian fortalecer su integracion en sistemas alimentarios sostenibles (Espinoza-Pérez et al., 2024).

En conjunto, los desafios para el aprovechamiento de los quelites se originan en una combinacion de
factores bioculturales, socioecondmicos, ambientales y tecnolégicos. Superarlos requerira estrategias
integrales que incluyan la recuperacion del conocimiento tradicional, el desarrollo de protocolos de
cultivo y manejo postcosecha, la educacion del consumidor, la creacién de cadenas de valor inclusivas
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y su incorporacion explicita en politicas publicas de nutricién y agricultura. Solo mediante estos
aspectos coordinados podra fortalecerse la presencia de los quelites en los sistemas alimentarios y
asegurar su preservacion para futuras generaciones.

* No existe cultivo estandarizado
* Dependenciade recoleccion manual

B - Disponibilidad estacional =\

—_— . Variabilidadencalidadycantidad%

* Menor participacion de jovenes en recoleccion

Perdida del + Menor conocimiento en identificacién de especies
SOlCE SIS * Influenciade la urbanizaciény cambios de estilo
Desafios para el ___tradicional __ J devida

aprovechamientode

gueties e Herlco * Asociados a “Alimentos del campo”

Percepcion cultural * Estigma de pobreza
negativa * Disminuciéndel consumo

* Pocasespecies estudiadas
* Estudiosincompletos de composicién

Brechas cientificas + Procesamientoinsuficiente para el A |
ytecnologicas desarrollo de ingredientes de valor m

agregado

Figura 3. Mapa conceptual que sintetiza los principales desafios para el aprovechamiento de los quelites
en México
Figure 3. Conceptual map summarizing the main challenges for the utilization of quelites in Mexico

7. Conclusiones

Los quelites mexicanos poseen una larga historia de consumo tradicional; sin embargo, su
aprovechamiento actual sigue siendo limitado y desigual entre regiones del pais, especialmente en
el norte de México, donde la informacién disponible atin es escasa. Aunque se ha documentado la
presencia de compuestos bioactivos con potencial nutracéutico, la investigacion se concentra en
pocas especies estudiadas a profundidad, lo que evidencia la necesidad de ampliar el conocimiento
sobre especies locales y evaluar la influencia de factores como el origen, la madurez y el manejo
postcosecha sobre su composicion. Asimismo, persiste una escasez de estudios clinicos en humanos,
particularmente aquellos relacionados con la microbiota intestinal, 1o que limita la validacion de sus
beneficios funcionales. Desde el punto de vista tecnoldgico, aun es limitado el uso de tecnologias
verdes de extraccion y la optimizacion de procesos de secado que permitan preservar la
funcionalidad de los compuestos bioactivos. Ademas, se identifican vacios en el desarrollo de
modelos de cadena de valor y en la implementacion de politicas publicas especificas que favorezcan
su produccion y consumo. En este contexto, se proponen como lineas prioritarias de investigacion el
desarrollo de ensayos clinicos con mezclas de quelites, la optimizaciéon de procesos de secado y
extraccion con bajo uso de solventes, y el disefio de alimentos funcionales orientados a la salud, lo
que permitira fortalecer su integracion en sistemas alimentarios sostenibles.
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Abstract

The natural environment is an extraordinary reservoir of microorganisms that generate compounds
with significant pharmaceutical relevance. Over the past decades, numerous companies have
successfully exploited these microorganisms, primarily through submerged fermentation, to obtain
antibiotics, enzymes, and other bioactive molecules. However, submerged fermentation sometimes
presents limitations regarding oxygen transfer, production yields, compound stability, foaming, and
environmental impact. Solid-state fermentation is a more sustainable alternative technology because
it can valorize agro-industrial byproducts as culture media and produce bioactive compounds,
contributing to a circular bioeconomy. The pharmaceutical industry is seeking solutions to decrease
the costs of production processes and enhance process sustainability, and solid-state fermentation
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may provide exciting alternatives. However, challenges remain in scaling up, process control, and
optimizing the recovery of bioactive compounds. This review highlights advances in bioactive
compounds with potential pharmaceutical applications produced through solid-state fermentation,
with particular emphasis on different classes, including antibiotics, biosurfactants, enzymes,
polymers, vitamins, and aroma compounds. By addressing current limitations and showcasing
innovative applications, solid-state fermentation is positioned as a viable complementary strategy
for pharmaceutical bioprocesses.

Keywords: pharmaceutical industry, biological activity, byproducts, valorization, microbial
compounds.

Resumen

El entorno natural constituye una valiosa fuente de microorganismos capaces de producir
compuestos de gran relevancia farmacéutica. Durante las tltimas décadas, numerosas empresas han
aprovechado estos microorganismos, principalmente mediante fermentacién sumergida, para
obtener antibidticos, enzimas y otras moléculas bioactivas. Sin embargo, este sistema de
fermentacidn presenta limitaciones asociadas a la transferencia de oxigeno, los bajos rendimientos
de produccion para algunos compuestos y su estabilidad, la formacion de espuma durante el proceso
y su impacto ambiental. En este contexto, la fermentacion en estado solido surge como una
alternativa mas sostenible, ya que permite valorizar subproductos agroindustriales como sustratos
y producir compuestos bioactivos, favoreciendo asi el desarrollo de una bioeconomia circular. Dado
que la industria farmacéutica busca reducir los costos y aumentar la sostenibilidad de sus procesos,
esta tecnologia ofrece oportunidades prometedoras. No obstante, ain existen desafios importantes
en cuanto a la escalabilidad, el control del proceso y la optimizacidon de la recuperacion de los
compuestos producidos. Esta revision presenta los avances importantes en la obtencién de
compuestos bioactivos con potencial aplicacion farmacéutica mediante fermentacion en estado
solido, con especial atencién a diversas clases de productos, como antibioticos, biosurfactantes,
enzimas, polimeros, vitaminas y compuestos aromaticos. Al analizar las limitaciones actuales y
destacar aplicaciones emergentes, se posiciona a la fermentacion en estado sdlido como una
estrategia complementaria y viable para el desarrollo de bioprocesos farmacéuticos mas sostenibles.

Palabras clave: industria farmacéutica, actividad bioldgica, subproductos, valorizacion,
compuestos microbianos.

1. Introduction

Over the centuries, pharmaceuticals have provided many health benefits and improved the
quality of human life. They consist of a large and varied group of organic compounds used for their
specific biological effects. They penetrate cellular membranes, have a specific mode of action, and can
persist in the body. Many pharmaceuticals, such as analgesics, antibiotics, antiepileptics, 3-blockers,
blood-lipid regulators, antidepressants, anxiolytics, sedatives, contraceptives, steroidal hormones,
antineoplastics, and antitumor agents, have been produced and sold worldwide (Salehi &
Rashidinejad et al., 2025). The pharmaceutical sector is one of the fastest-growing industries, with a
global market worth over a trillion USD (Brekke et al., 2025).
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Biotechnology has improved the production of biological pharmaceuticals in the market, such as
monoclonal antibodies (e.g., trastuzumab deruxtecan), cytokines, fusion proteins, therapeutic
enzymes, recombinant vaccines, blood factors, hormones, and growth factors (Inoue et al., 2020). The
above statement can be associated with products that show advantages over synthetic drugs, such as
better selectivity, lower toxicity, milder side effects, and being more environmentally friendly (Inoue
et al., 2020). Generally, the microbial bioactive compounds are produced by submerged fermentation
(SmPF), such as steroids (prednisolone, 11-a-hydroxy-progesterone), intermediate compounds (citric
acid, fumaric acid), antibiotics (penicillin, cephalosporin, cordycepin), antifungals (polynes),
antivirals (Shikimic acid (precursor of oseltamivir), and antiparasitic (avermectins) (Ma et al., 2023).
Many studies have highlighted higher yields of bioactive production when solid-state fermentation
(SSF) is involved (Kumar et al., 2021), which can be attributed to more significant biomass growth
and oxygen availability. For instance, the commercial production of statins and related substances
prefers SSF because of its low media cost, product stability, increased product yield, and increased
porosity (Valdés-Velasco et al., 2022).

The trends in scientific research papers and patent documents on solid-state fermentation in
pharmaceutical applications are as follows. Research papers were searched in the Scopus® database
(www.scopus.com) containing the words (solid AND state AND fermentation AND pharmaceutical
or health or pharmacy or medical) in the title, abstract, or keywords, from 2014 to present, resulting
in 772 documents. A huge linear increasing trend was observed for the number of papers. The
increase was about 75 %. Patent documents were searched in the Lens database (www.lens.org)
containing the words (solid AND state AND fermentation AND pharmaceutical) in the keyword or
patent field from 2014 to 2024. Around 39851 patent records were found. Therefore, there has been
growing interest in this topic over the last 10 years.

This review focuses on bioactive compounds obtained through a specific fermentation technique,
SSE, which has shown higher product yields using low-cost substrates than submerged fermentation
does. The generalities, benefits, and challenges of the SSF are described in Section 2. Bioactive
compounds, including antibiotics, aromas, biosurfactants, polymers, enzymes and vitamins, and
their related SSF production are presented in Section 3. Finally, Section 4 presents the conclusions
and perspectives of this review.

2. Benefits and challenges of solid-state fermentation

SSF is a microbial culture technique involving the growth of microorganisms on a solid
medium in the absence or near absence of free water runoff (Cordero Soto et al., 2025). Water plays
an essential role in biological processes, and is absorbed into solid surfaces, where it can be present
in the form of a thin film (Valdés-Velasco et al., 2022). Fermentation of solid materials is an ancient
technology that has been used since antiquity to produce food. It is widely used in East Asian
countries to prepare food on an industrial scale. In contrast, SmF is the preferred for the industrial
production of microbial value-added compounds in the West (Cordero Soto et al., 2025). The main
reason for this is the heterogeneous nature of the solid medium, which impedes the efficient
monitoring of the process, such as temperature, pH, moisture, and substrate concentration, whereas
SmF has precise online monitoring devices.
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SSF holds tremendous potential for producing microbial compounds compared to SmF. The main
advantage of SSF is the possibility of using agro-industrial byproducts as a solid medium. These
byproducts are massively overproduced worldwide and still contain an exciting level of nutrients
that enable microbial growth (Chilakamarry et al.,, 2022; Tripathi et al.,, 2024). The valorization of
these wastes through SSF increases the sustainability of the process. From an economic perspective,
their use lowers global costs because they are inexpensive, whereas synthetic carbon and nitrogen
sources account for a substantial part of the worldwide cost (Costa et al., 2021). Regarding the
environmental aspect, this valorization mitigates the negative impact on the environment that may
otherwise result from improper waste management, especially in the case of byproducts containing
toxic compounds (Mahanta et al.,, 2008). Finally, this aligns with increasing public expectations
regarding the natural origin of products, whether related to the health, cosmetics, or food industries
(Cordero Soto et al., 2025).

Regarding raw materials, the requirement for SSF is usually lower, leading to a cheaper initial
investment. In addition, low water content usually causes the SSF bioprocesses to have lower surface
area occupation and does not require downstream effluent treatment, which impacts the overall cost
(Valdés-Velasco et al., 2022). This is always the case, as some SSF processes for enzyme production
may require the same amount of water to extract the enzyme, which can be similar to the total water
content used in SmF processes. Table 1 presents the main advantages and disadvantages of solid-
state fermentation (SSF) and submerged fermentation (SmF) for the production of bioactive
compounds.

Table 1. Comparison between Solid-State Fermentation and Submerged Fermentation.
Tabla 1. Comparacién entre la fermentacion en estado sélido y la fermentacion sumergida.

Criterion Solid-State Fermentation Submerged Fermentation Reference

Limited; difficult control of temperature, pH, High; easy monitoring and controlof = Cordero Soto et
Process control

and oxygen pH, temperature, and aeration al., 2025
Generally suitable for aerobic Efficient and controllable through ~ Mehmood et al,,
Oxygen transfer . . oo s .
microorganisms, but difficult to regulate agitation and aeration 2022
Waterb Low High
consumption
Higher due t i t, 2
Operational cost Generally lower 1gher due 1o eqUIpMET, Energy use
and process control
High; widel lied at industrial
Scalability More complex and limited at industrial scale 18fy widely aizlf atindustna
Contamination . . Lo .
risk Lower due to low water activity Higher due to liquid medium
More complex; requires additional Easier through filtration or
Product recovery . .
downstream steps centrifugation

2.1 Oxygen

The reduced availability of free water in SSF enhances oxygen transfer, thereby promoting
microbial growth (Banat et al., 2021; Valdés-Velasco et al., 2022). Oxygen transfer depends on the
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available interfacial gas-liquid surface area and the thickness of the wet fungal layer. Besides, SSF
describes resistance to phenomena of catabolite repression and substrate inhibition. Hence, enzymes
are usually produced in higher yields than those observed in SmF using elevated concentrations of
simple sugars with relatively low levels of inducers (Valdés-Velasco et al., 2022).

Despite these benefits, substrate uptake and biomass quantification are challenging because of the
close interaction between microorganisms and the solid medium, although indirect methods such as
respirometry monitoring for biomass determination may be used.

2.2 Temperature

Another aspect of the solid substrate is its porosity and the formation of mass and heat
gradients due to the poor transfer coefficients of the solid matrix, which may lead to the accumulation
of heat and gases inside the bioreactor bed, especially at higher production scales (Cordero Soto et
al., 2025).

Heat transfer is important because microorganisms often grow in specific temperature ranges, and
the fermentation process generates metabolic heat. Different strategies exist to overcome this issue,
resulting in a wide diversity of bioreactor designs (Krishania et al., 2018). Two main strategies exist
that can be used in combination. The first strategy is based on the forced aeration of moist air through
the bed to remove heat, carbon dioxide, and volatile substances through convection (Mehmood et al.,
2022). In addition, the water evaporation process, an endergonic reaction, allows efficient heat
removal but requires water replenishment, which can be carried out through aeration with water-
saturated air (Mehmood et al.,, 2022). Granulometry and the compressibility index are also key
parameters for enhancing the heat transfer (Oiza et al., 2022). The other strategy is agitation, which
can release nutrients and impair the formation of gradients, but can disrupt microbial cells, especially
in the case of filamentous microorganisms. These damages can be mitigated by modulating
parameters such as the frequency and speed of agitation and the type of agitation system, that is,
baffles, padded, or rotating drum (Robinson & Nigam, 2003; Finkler et al., 2017). Thus, for each
agitated bioprocess, a careful study of the impacts of these parameters must be conducted to achieve
a balance between mass and heat transfer gradients and cell disruption. Recent advances in
mathematical modeling have led to a deeper understanding of SSF processes and may support the
successful development and large-scale implementation of SSF production systems (Perez et al., 2019;
Finkler et al., 2021).

2.3 Recovery of biomass and products

Downstream processes account for 70 % of the total production cost. They are not required if
the fermented solid is used as a final product, such as conidia, for applications such as pesticides.
Thus, bioprocesses have taken advantage of the economic benefits of SSF. However, if they are
required, the use of solvents is common and sometimes not environmentally friendly, limiting the
pharmaceutical applications of the obtained bioactive compounds and the reuse of solid waste. In
addition, solvents can increase the production cost because of the high required volume, their prices,
and energy consumption (Oiza et al.,, 2022). Bioproduct recovery depends on its physical and
chemical characteristics, such as thermostability and pH resistance. Thus, alternative methods for
bioproduct recovery with reduced environmental and economic impact include ultrasound-assisted
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extraction, microwave-assisted extraction, supercritical fluid extraction, solid-liquid extraction,
pressurized liquid extraction, subcritical water extraction, solid-solid extraction, and enzyme-
assisted extraction (Oiza et al., 2022). However, optimization focused on downstream processes has
not been widely studied and is fundamental to the total production cost and environmental impact
of SSF.

3. Bioactive compounds obtained by solid-state fermentation

Microbial diversity is a tremendous source of bioactive compounds whose applications range
from antimicrobial, antioxidant, and immunomodulatory activities in various critical industries like
drugs, healthcare, surgical devices, food preservation, and packaging, to name a few. In the specific
case of antimicrobial activities against pathogenic agents, and notably because of the appearance of
resistant pathogenic strains to systemic antibiotics, the search for new antimicrobial compounds is of
primary importance in the chemistry and biotechnology sectors (Varghese et al., 2020). In this context,
the focus has been on antibiotics, biosurfactants, polymers, aromas, enzymes, and vitamins (table 2).

3.1 Antibiotics

Antibiotics are biologically active compounds produced by microorganisms as a defense
mechanism to stop or selectively inhibit the growth of other microorganisms. Antibiotic production
has been investigated in the last decades using alternative economic sources, such as agro-industrial
byproducts, using SmF and SSF (De la Cruz-Quiroz et al., 2019; Zeng et al., 2022). Several factors
must be considered, including environmental and biological aspects, physiological characteristics of
the microorganisms, and their optimal growth culture (De la Cruz-Quiroz et al., 2019).

Cephalosporin-C (Fig. 1A) was produced in comparable quantities as a secondary metabolite through
SSF and SmF. In the case of SSF, sugarcane bagasse was used as a solid medium (Tabaraie et al., 2012).
Other studies have reported antibiotic production by SSF, such as the extracellular antibiotic
rifamycin B (Fig. 1B), produced by Amycolatopsis Mediterranean MTCC 14 from agro-industrial
byproducts (Vastrad & Neelagund, 2012). The results of this study showed that ground nutshells and
coconut oil cake presented higher yields of antibiotic production than those obtained with groundnut
oil cake and rice husks. Paromomycin (Fig. 1C) is an effective antibiotic for treating Gram-positive
and Gram-negative bacteria, protozoa, mycobacteria, and numerous antibiotic-resistant pathogens.
It is produced by Streptomyces rimosus subsp. paromomycinus NRRL 2455 through SSF using corn bran
impregnated with aminoglycosides as the growth medium (El-Housseiny et al., 2021). Cephamycin
C antibiotic production by Nocardia lactamdurans was evaluated in SSF using soybean flour with a
moisture content of 65 % at 28 °C and an initial pH of 6.5. The maximum cephamycin C production
under these conditions was 15.75 mg (g dry solid)! (Kagliwal et al., 2009). Henceforth, a gram of dry
solid (gds). Other necessary antibiotics produced as secondary metabolites during fermentation
include penicillin, neomycin, puromycin, cephabacin, nocardicin A, actinorhodin, enterocin,
tetracenomycin, actinomycin, carbomycin, erythromycin, and tetracycline (Kumar et al., 2021; Zeng
et al.,, 2022).

Antibiotic production by biotechnological processes, such as SSF, generally involves the use of a
complex medium that may decrease the overall purity of the compound. However, extraction and
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purification strategies to obtain high-grade metabolites have been continuously studied to overcome
this limitation.
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Figure. 1 Chemical structures of antibiotics produced by SSF. A) Cephalosporin-C. B) Rifamycin B. C)
Paramomycin. D) Cephamycin C.
Figura. 1 Estructuras quimicas de antibidticos producidos por SSF. A) Cefalosporina C. B) Rifamicina B. C)
Paromomicina. D) Cefamicina C.

3.2 Aroma compounds

Aroma compounds are molecules naturally obtained from plants, seeds, and fruits, or
through biotechnological processes using microorganisms or isolated enzymes. Their natural
production has been strongly performed in the last two decades developing fermentation systems,
mainly by SmF (Cordero-Soto et al., 2025). Nevertheless, other approaches, such as SSF, have been
proposed for by-product valorization and aroma production (Hadj Saadoun et al., 2021), especially
those showing novel applications in the pharmaceutical industry and medical treatments (Arya et
al., 2021).

The natural aldehyde 4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (Fig. 2A) is the main compound in the
extract obtained from the pods of the Vanilla planifolia orchid (Arya et al., 2021). This compound,
named vanillin, has a sweet flavor and delicate floral fragrance, properties that the food and cosmetic
industries have been searching for to increase the quality of their products (Palmerin-Carrefio et al.,
2019). However, in the last decades, its medicinal and biological properties have been investigated
(Arya et al., 2021). Vanillin exhibits antioxidant, anticarcinogenic, anti-inflammatory, anti-apoptotic,
neuroprotective, and anti-stress biological activities (Ueno et al., 2019). The consumption of vanillin
in a designed high-fat diet for obese mice revealed promising results in reducing adipose tissue and
glucose metabolism, among other benefits (Martau et al., 2021). In addition to its intake, vanillin has
also been studied in alternative medicine and aromatherapy to elucidate its neuropsychological
effects (Ueno et al., 2019).
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With these novel applications and the high global demand for vanillin, efforts to obtain this
compound through biotechnological processes have increased, as its direct extraction from plants is
limited, and the vanillin obtained by microbial/enzymatic bioprocesses is considered a safe and
natural source (Martau et al., 2021; Paul et al., 2021). In this sense, recent studies have been carried
out by SSF to produce biovanillin. Mehmood et al. (Mehmood, Ahmed, et al., 2022) studied fruit
byproducts with a high content of ferulic acid, including pomegranate, banana, and orange peels as
substrates to produce biovanillin using Enterobacter hormaechei, reaching a maximum yield of 0.09 mg
g1 after 24 h of fermentation. Other food byproducts, such as sugarcane bagasse, wheat straw, corn
cob, and rice bran and straw, were evaluated and selected according to their ferulic acid content and
biovanillin production by SSF (Mehmood, Saleem, et al., 2022). The results showed that sugarcane
bagasse is a promising substrate for producing biovanillin using Enterobacter hormaechei at 37.5 °C,
pH 7.5, and a moisture content of 70 %.

Phenethyl alcohol (Fig. 2B), also known as 2-Phenylethanol (2-PE), is a higher alcohol with pleasant
rose-like notes naturally found in plants and flowers. It is used in the pharmaceutical, cosmetic, and
food industries as a preservative because of its efficient antimicrobial and antifungal activities
(Martinez et al., 2018; Mierzejewska et al., 2019). 2-PE has been studied as an anti-depressant and
anti-stress treatment through inhalation in mice (Ueno et al., 2019). Its biotechnological production
has been mainly studied in SmF, especially by coupling in situ product removal techniques to avoid
the inhibition of microorganisms. However, other approaches have been explored, such as using food
byproducts to valorize or decrease the production costs (Martinez et al., 2018; Martinez-Avila et al.,
2021). Soy fiber, rice husk, rice fiber, and apple pomace were evaluated as potential substrates for 2-
PE bioconversion through SSF using Pichia kudriavzevii. Results showed that the highest 2-PE
production (25.2 mg gds!) was obtained using red apple pomace as the substrate with L-
phenylalanine (L-Phe) supplementation after 70 h (Martinez-Avila et al., 2021). The potential of
sugarcane bagasse as a single carbon source, supplemented with L-phe, using Pichia kudriavzevii in
an SSF process was evaluated and optimized, reaching a maximum 2-PE concentration of 27. 2 mg
gds! (Martinez-Avila et al., 2020). Moreover, sugarcane bagasse was evaluated in SSF to produce 2-
PE and its derivative ester, 2-phenethyl acetate (2-PEA) (Fig. 2C), a compound with similar properties
and aroma (Martinez et al.,, 2018). L-phe was added to the media to trigger the Ehrlich pathway in
Kluyveromyces marxianus yeast. The results showed that the system was adequate for producing 2- PE
and its ester, 2-PEA ester (Martinez et al., 2018). Fig. 3 illustrates the mechanism for obtaining 2-PE
and its ester, 2-PEA.

2-phenethyl acetate and several fruity aroma compounds, such as isoamyl acetate, decanoate, ethyl
dodecanoate, and octanoate, were produced by Saccharomyces cerevisiae in SFF from orange peels
(Mantzouridou et al., 2015). Lactones have also been obtained using SFF. Try et al. (2018) proposed a
novel system based on an impregnated inert support (luffa sponge) using Yarrowia lipolytica; the
results showed a high yield of 3-hydroxy-y- decalactone (Fig. 2D). However, the biological activity
and medicinal potential of these aroma compounds have been poorly studied, and their study has
focused on their application as flavoring agents.
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Fig. 2 Estructuras quimicas de aromas producidos por SSF. A) Vainillina. B) 2-feniletanol. C) Acetato de 2-
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3.3 Biosurfactants

Biosurfactants are amphiphilic compounds that reduce surface tension. Bacteria, yeasts, and
fungi produce these compounds, with no reported side effects in humans (Wan et al., 2022). Their
environmental toxicity is lower, and their resistance to extreme temperatures, pH, and salinity is
higher than that of chemical surfactants (Ribeiro et al., 2020). A critical contemporary biological
activity of biosurfactants is the inactivation of SARS-CoV2 by membrane disruption (Banat et al.,
2021; Raza et al., 2022). However, large-scale biosurfactant synthesis is limited by its high production
costs and low productivity (Banat et al., 2021). For instance, sophorolipids, one of the cheapest
biosurfactants in the market, have a sales price estimated at approximately 32 USD Kg-! versus 1-2
USD Kg for a synthetic surfactant such as sodium lauryl sulfate (Dolman et al., 2019). Therefore,
different strategies have been proposed to improve production, including the use of SSF. Indeed, in
the case of lipopeptide synthesis, for example, a study showed that SSF, in comparison with SmF,
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increased the production tenfold according to the evaluated strains compared to gL1 (Valdés-Velasco
et al., 2022). Moreover, because of the absence or near absence of free water, foam formation can be
significantly reduced, which is an issue during biosurfactant production using SmF (Chen et al.,
2021). Foaming may hinder the overall productivity of the process, requiring the addition of
expensive antifoaming agents (Valdés-Velasco et al., 2022). The use of agro-industrial byproducts in
SSF presents new challenges in downstream purification owing to the complex nature of the crude
extract (Valdés-Velasco et al., 2022). Therefore, using an inert support such as polyurethane foam
with an impregnated nutritional solution avoids these problems, facilitating product analysis,
purification, control, and monitoring of the bioprocess (Jiménez-Pefialver et al., 2019). This strategy
has been successfully used for glycolipid and lipopeptide production in SSF (Gong et al., 2020;
Valdés-Velasco et al., 2022).

Biosurfactants are classified according to their structure into glycolipids, lipopeptides,
phospholipids, polymerics, and particulates. Glycolipids have potential applications in the
pharmaceutical industry because of their antimicrobial, anti-adhesive, antitumor, antioxidant,
antiviral, immunomodulatory, enzyme-inhibitory, and insecticide effects (Varvaresou & lakovou,
2015; Banat et al., 2021). Sophorolipids and rhamnolipids are representative glycolipid biosurfactants.
Several studies have reported the production of sophorolipids (Fig. 4A) by SSF using agro-industrial
residues as solid supports (Jiménez-Penalver et al., 2019). For instance, sophorolipids produced by
Starmerella bombicola (previously Candida bombicola) using a mixture of sunflower oil cake and crude
soybean oil reached a yield of 0.5 g gds* and exhibited activity against cancerous cells in human
tumor cell lines of hepatocellular carcinoma HepG2 and lung cancer A549 by inhibiting the activities
of urokinase and histone deacetylase (Rashad et al., 2014). Candida bombicola NRRL Y-17069 also
synthesized sophorolipids from sunflower oil cake reaching 0.48 g gds. It showed a more efficient
reduction in total cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol, atherogenic index, liver
transaminase activity, malondialdehyde, and antioxidant enzymes than rosuvastatin in male albino
rats (Nooman et al., 2017).

Rhamnolipid (Fig. 4B) production by Pseudomonas aeruginosa attained a concentration of 6.25 pug ml+
that was evaluated for its antiproliferative effects against human breast cancer cells (Varvaresou &
Iakovou, 2015). The highest reported rhamnolipid concentrations in SSF are 41.87 to 45.4 g L of the
impregnating solution by Pseudomonas aeruginosa grown on a mixture of sugarcane bagasse and
sunflower seed meal and a mixture of sugarcane bagasse and corn bran, respectively (Camilios-Neto
et al., 2011; El-Housseiny et al., 2019).

The most studied lipopeptide biosurfactants are those produced by Bacillus strains, such as surfactin,
iturin, and fengycin (Varvaresou & lakovou, 2015; Valdés-Velasco et al., 2022). They were produced
from millet by Bacillus subtilis SPB1 through SSF (20.8 mg gds'), showing broad-spectrum
antimicrobial activity against microorganisms with a multidrug-resistant profile, such as
Staphylococcus aureus, Staphylococcus xylosus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli,
and Candida albicans (Ghribi et al., 2012). Bacillus cereus SNAUO1 generated lipopeptides using peanut
oil cake under SSF, which had potential application as an anti-biofilm agent against Pseudomonas
aeruginosa MTCC 2453 and Escherichia coli MTCC 2939 (Nalini et al., 2016). Surfactin (Fig. 4C) displays
activity against herpes viruses and retroviruses because it inhibits membrane fusion between the
virus and host cells, preventing the infection of epithelial cells (Varvaresou & lakovou, 2015; Banat et
al., 2021). Surfactin exhibits anticancer activity against several cancer types, including breast, colon,
leukemia, hepatocellular, cervical, oral epidermoid, and pancreatic cancers (Wu et al., 2017). Bacillus
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pumilus HY1 grown on soybeans as a solid support produced surfactin that inhibited the growth of
cancer cell lines MCF-7 and Caco-2 at 100 ug L' (Hong et al., 2021).

Iturin (Fig. 4D) has broad-spectrum antibacterial, hemolytic, anticarcinogenic, and thrombolytic
properties (Zhao et al., 2017; Wan et al., 2022). It was synthesized from soybean meal by Bacillus
velezensis ND under SSF, showing significant potential for industrial production (Shen et al., 2025).
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Fig. 4 Chemical structures of biosurfactants produced by SSF. A) Lactonic sophorolipids. B) Rhamnolipid. C)
Surfactin. D) Iturin A.

Fig. 4 Estructuras quimicas de biosurfactantes producidos por SSF: A) Sofrolipidos lacténicos. B) Ramnolipido.
C) Surfactina. D) Iturina A.

3.4 Polymers

Unlike small antimicrobial molecules, polymers offer an effective solution for surface-bound
pathogens, particularly when they are biocompatible and sustainable materials for medical
applications, such as prostheses and band aids. Furthermore, incorporating antibiotics into polymeric
matrices reduces their toxicity, enhances stability, and extends their half-life (Brooks & Brooks, 2014).
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Polymers are macromolecules formed from repeating units called monomers. They are an essential
class of molecules as they usually support the structural and biological functions of living organisms.
In addition to the biological activity studied, many other parameters can be used to characterize a
macromolecule, notably its monomeric composition and arrangement, chain length, and
morphology.

Moreover, for the same class of molecules, these parameters may have an essential influence on their
biological activity (Carboué et al., 2022). A distinction can be made regarding the inherent nature of
the antimicrobial properties, although this can also be applied to any biological activity. Indeed, some
polymers, such as natural polymers (e.g., chitosan) or synthetic polymers (e.g., polyethyleneimine),
exhibit inherent antimicrobial properties. In contrast, some polymers can be chemically
functionalized to obtain antimicrobial properties (Jain et al., 2014). It is also possible to functionalize
an existing antimicrobial polymer to improve its antimicrobial properties, as in the case where
phenolic acid derivatives were grafted onto chitosan (Wang et al., 2019). In the present section, the
focus is on the polymers produced by SSF; therefore, only natural polymers with inherent activities
were considered.

3.4.1 Carbohydrate polymers

Carbohydrate polymers or polysaccharides are the most prevalent biopolymers on Earth.
Among carbohydrate polymers, cellulose is the most abundant, followed by chitin (Shen et al., 2016).
A polymer is typically classified as a polysaccharide when it contains at least ten monosaccharide
units. Polysaccharides can be classified based on their composition (homo- and
heteropolysaccharides), type of glycosidic bonds, and cellular localization, within the cell wall,
secreted outside the cell as exopolysaccharides, or retained intracellularly as endopolysaccharides
(Osinska-Jaroszuk et al., 2015).

Most fungal exopolysaccharides are produced in SmF from Basidiomycetes and Ascomycetes.
Endophytic fungi are an excellent source of exopolysaccharides (Zeng, Yang, Wang, et al., 2019). For
instance, two heteropolysaccharides containing arabinose, glucose, mannose, and galactose were
produced by Fusarium solani grown on a solid medium containing rice, bean dregs, rice bran, and
corn bran for 30 days. However, due to the complexity of separating the medium from the mycelium
in SSF, it remains unclear whether these compounds are exopolysaccharides or endopolysaccharides.
Both molecules showed immunomodulatory activities, and one had interesting antioxidant potential
evaluated through a radical scavenging assay. This difference in antioxidant activity was attributed
to the difference in sugar composition between heteropolysaccharides. Indeed, a higher content of
galactose and glucose resulted in higher antioxidant activity (Zeng, et al., 2019a).

Nonetheless, bacterial exopolysaccharides may also be successfully produced using SSF. For instance,
Gram-negative Bacillus Kosakonia cowanii was cultivated on sugarcane bagasse and broadbean seed
capsules in SSF to produce exopolysaccharides. Considering the cost of the medium and comparing
their yield (41.62 mg gds™) with the yield reported in the literature using SmF and similar conditions
(14.88 mg L), the authors suggested that 30 % cost saving could be obtained (Gao et al., 2020). SSF
media are not limited to lignocellulosic materials; for instance, squid processing byproducts in a
mixture with maize cob meal were successfully used as a solid medium to produce
exopolysaccharides from Bacillus licheniformis during the SSF process (Fang et al., 2013). Xanthan, a
heteropolysaccharide of high industrial importance for its use as a texturing agent in food, was
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produced from Xanthomonas campestris grown on apple pomace, and the yields were comparable to
those obtained under SmF conditions (Stredansky & Conti, 1999). Moreover, it is worth mentioning
that the presence of oligosaccharides and phenolic compounds generated as degradation products
during the enzymatic degradation of lignocellulosic byproducts may also participate in the overall
antioxidant potential through inherent ant synergistic actions. Thus, when purification of the crude
extract is not required, the use of lignocellulosic byproducts in SSF may offer distinct advantages
(Forsan et al., 2025).

Another carbohydrate polymer is chitosan (Fig. 5A), which is an N-deacetylated chitin derivative.
This deacetylation process is typically incomplete; therefore, chitosan is a copolymer composed of N-
acetylglucosamine and glucosamine (Ravi Kumar, 2000). For chitosan, the degree of deacetylation
must be greater than 60 %. With a pKa value of 6.3, the amino groups confer solubility to chitosan in
mildly acidic aqueous solutions (Hamedi et al., 2018). In such solutions, these functional groups are
protonated, giving chitosan its polycationic properties and allowing its absorption onto negative
cellular membranes (Raafat et al, 2008). Several models have been proposed to explain the
mechanisms underlying the antimicrobial activity of chitosan; for instance, in gram-positive bacteria,
the peptidoglycans in the cell wall are hydrolyzed, generating a leakage of the intracellular
components and subsequent cellular death.

However, in gram-negative bacteria, chitosan interacts with lipoproteins and lipopolysaccharides
from the outer membrane, changing its permeability and blocking the transport of nutrients. Other
studies reported the antimicrobial intracellular action of chitosan, which, through crossing the cell
membrane, binds to DNA and prevents its transcription (Sahariah & Masson, 2017). Although the
antimicrobial activity of chitosan is influenced by its solubility, which is dependent on the degree of
deacetylation and solution pH, the role of molecular weight remains unclear and appears to vary
across microbial strains (Yilmaz Atay, 2019). Chitosan is traditionally produced by alkali extraction
of shells from molluscans and crustaceans. However, fungi also contain this macromolecule in their
cell wall. Thus, fungal chitosan can be produced using either SSF or SmF, circumventing the
additional steps involved in conventional production, such as decolorization and demineralization
(Ghormade et al., 2017). There are examples of the successful production of chitosan using SSF and
agroindustrial byproducts such as Rhizopus oryzae on soybean meal, corn straw, or potato peel
(Suntornsuk et al, 2002; Omogbai & Ikenebomeh, 2013; Kleekayai & Suntornsuk, 2011). The
difference in chitosan yields and properties may be observed between SSF and SmF for similar
nutritional conditions, but highly depends on the strain and medium used. Nwe et al. (2002), for
example, through using Gongronella butleri, observed that SmF led to 1.5-fold higher chitosan
production compared to the one obtained with SSF — the basis of comparison was the initial carbon
source —, although in this case, the chitosan had a lower molecular weight.

3.5 Poly(amino acids)

Poly(amino acids) are biocompatible and biodegradable polymers. A homopoly(amino acid)
is composed of one type of amino acid in its backbone. Although a wide variety of amino acids exists,
only four homopoly(amino acid)s have been reported in nature to date: poly(y-glutamic acid), poly(e-
L-lysine), poly(y-L-diaminobutanoic acid), and poly(L-diaminopropionic acid). In contrast, polymers
consisting of more than one type of amino acid are called heteropoly(amino acid)s. For instance,
poly(L-arginyl-D-histidine) is produced by the ergot fungus Verticillium kibiense (Kurihara et al.,
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2008). Poly(amino acid)s have interesting biological activities, primarily attributed to their poly-ionic
nature.

e-Poly-lysine (Fig. 5B) is an oligomer consisting of 25-35 residues of L-lysine connected by unique
linkages between e-amino groups and a-carboxyl groups. It is water-soluble, biodegradable, edible,
and non-toxic to humans and the environment (Shih et al., 2006). e-Poly-lysine, similar to chitosan, is
a polycationic compound. Indeed, it has primary amine functions along its backbone and thus
displays cationic properties, with an isoelectric point of around pH = 9, facilitating electrostatic
interactions with negatively charged cell membranes, ultimately leading to membrane disruption
and cell death (Cai et al., 2025). The first study dealing with poly-e-lysine production through SSF
reported a production yield of 86.62 mg gds! using Streptomyces albulus growing on a mixture of
rapeseed cake and wheat bran supplemented with glucose and (NH4)2504 incubated at 30 °C for 8
days (Xu et al., 2017). Notably, a comparable yield (75.51 mg gds?') was also achieved under
composting conditions with 60 kg of the medium. Considering the cost of raw material and using a
yield of 25.8 g L as a basis of comparison for production carried out in SmF, they concluded that SSF
would allow a 32 % reduction in the culture medium.

Some strains can simultaneously produce different homopoly(amino acid)s. A strain of S. albulus was
grown on spent mushroom residues using SSF to successfully produce e-poly-lysine and poly(L-
diaminopropionic acid) (Fig. 5C) (Kurihara et al., 2008). This co-production is particularly promising
for the direct use of crude extracts given the complementary antimicrobial profiles of each compound.
For example, compared with e-poly-lysine, poly(L-diaminopropionic acid) exhibits stronger
inhibitory activities against yeasts but weaker activities against bacteria (Xia et al., 2013).

Another noteworthy example is poly-y-glutamic acid (Fig. 5D), which is extensively produced by
Bacillus species. It is an anionic homo-polyamide composed of D- and L-glutamic acid monomers
linked by an amide linkage between the a-amine and y-carboxylic acid groups. Although anionic in
nature, poly-y-glutamic acid displays notable antimicrobial activity, particularly against Gram-
positive bacteria. Both Gram-negative bacteria and poly-y-glutamic acid are negatively charged, and
antimicrobial activity requires more product concentration. Moreover, this activity may be restricted
to ionic interactions and the hydrophobic nature of the molecule that participates in cell adhesion
(ljadi Bajestani et al., 2018). Poly-y-glutamic acid production was successfully performed using SSF
and a mixture of swine manure, soybean cake, and wheat bran as the culture medium (Chen et al.,
2005). Fang et al. (2020) used Bacillus amyloliquefaciens to produce poly-y-glutamic acid by SSF on corn
stalks and soybean meal. The authors compared sterilized and non-sterilized solid media and
reported that although the yield was lower, the fermentation process was faster under non-sterilized
conditions. This finding is relevant from a process engineering standpoint, as sterilization steps
significantly increase production costs on an industrial scale.
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Fig. 5 Chemical structures of polymers produced by SSF. A) Chitosan. B) Poly-e-lysine. C) Poly(L-
diaminopropionic acid). D) poly(y-glutamic acid).

Fig. 5 Estructuras quimicas de polimeros producidos por SSF. A) Quitosano. B) Poli-e-lisina. C) Poli(acido L-
diaminopropioénico). D) Poli(y-acido glutamico).

3.6 Enzymes

Some enzymes with pharmaceutical applications, such as amylases, lipases, and proteases,
have been developed under SSF. Amylases belong to a large group of glycosyl hydrolase enzymes
that catalyze the breakdown of complex carbohydrates such as starch and dextran. These enzymes
are used as diagnostic aids and show potential for diagnostic and therapeutic applications in cancer,
infection, wound healing, and drug delivery (Azzopardi et al., 2016). Stable amylases, active over a
broad range of pH and temperatures, have been produced from wheat bran as a solid substrate by
Bacillus amyloliquefaciens KCP2, Bacillus subtilis MTCC 121, and Gongronella butleri (Raul et al., 2014;
Prajapati et al., 2015; Cavalheiro et al., 2017).

Lipases, classified as triacylglycerol acyl hydrolases, are serine hydrolases that hydrolyze the ester
bonds of tri-, di-, and mono-glycerides to release fatty acids and glycerol. These enzymes are used to
synthesize pharmaceutical intermediates (Ramos Sanchez et al., 2015). For example, a lipase from
Geotrichum candidum was employed in the stereoselective acetylation of racemic [1- (hydroxy)-4-(3-
phenyl) butyl] phosphonic acid diethyl ester to produce a chiral intermediate for the chemical
synthesis of an anti-cholesterol drug (Ramos Sanchez et al., 2015). CAL-B lipase was used in a racemic
mixture of 2-pentanol to produce a chiral intermediate for the synthesis of anti-Alzheimer drugs
synthesis. Lipases from C. cylindracea and C. antartica were applied to resolve enantiomers of
flurbiprofen, naproxen, ibuprofen, suprofen, and baclofen, and to synthesize antiviral drugs such as
lobucavir, an antiviral of hepatitis B, and ribavirin (Ramos Sanchez et al., 2015). Lipases are mainly
produced by yeasts and filamentous fungi, which often exhibit higher lipase yields in SSF than in
SmF (Ramos Sanchez et al., 2015). Lipid-rich substrates, such as coconut oil cake, sesame oil cake,
babassu oil cake, olive cake, and palm kernel cake are preferred for lipase production (Ramos Sanchez
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et al., 2015; Lopes et al., 2022). Yarrowia Lipolytica IMUFR]50682, for instance, produced lipase with
hydrolytic activity under varying temperature and pH conditions in SSF using canola cake and
soybean meal (Souza et al., 2017). Similarly, rice bran and Jatropha seed cake were used for lipase
production by Aspergillus niger (Putri et al., 2020).

Proteases catalyze the hydrolysis of peptide bonds, breaking down proteins into smaller peptides or
amino acids (Steudler et al., 2019). Microbial alkaline serine proteases have notable pharmaceutical
relevance. Immobilized subtilisins have been incorporated into formulations for the treatment of
burns and wounds. Several protease therapies are currently under clinical investigation, owing to
their collagenase activity. Alkaline proteases have been used to treat conditions such as Dupuytren’s
disease, Peyronie’s disease, glaucoma, intervertebral disc herniation, debridement, keloids,
vitrectomy, and cellulite. Additionally, they are used in therapies for thrombolysis (urokinase,
fibrinolytic enzymes), hemophilia (factor VIla), sepsis (activated protein C), muscle spasms
(botulinum toxin A and B), lymphocytic leukemia (asparaginase), purulent wounds, and abscesses
(elastoterase) (Matkawala et al., 2021). Neurospora crassa CGMCC3088 produced proteases via SSF
using okara as a substrate, showing extended stability in organic solvents, which is promising for
bioactive ingredient formulation (Zheng et al., 2020). Other commonly used solid substrates include
wheat straw, sugarcane bagasse, rice straw, and rice husks (Steudler et al., 2019).

Additionally, peptides with antioxidant activities can be produced using agro-industrial residues and
SSE. Bioactive peptides, derived from the hydrolysis of inactive parental proteins, have been shown
to reduce blood pressure and address complications associated with diabetes and cancer while also
exhibiting antioxidant properties (Manfredini et al., 2021). For instance, antioxidant peptides were
generated from grapeseed meal fermented by Bacillus subtilis 10160, with concentration-dependent-
activity (He et al.,, 2012). In another example, fermentation of soybean meal by B. amyloliquefaciens,
Lactobacillus sp., and Saccharomyces cerevisiae led to the elimination of trypsin inhibitors, synthesis of
proteases and small peptides, and an increase in phenolic compounds, ultimately enhancing
antioxidant activity (Manfredini et al., 2021).

3.7 Vitamins

Vitamins are organic compounds that are essential for the normal functioning of the body
because of their biochemical and biological roles. Since the body cannot synthesize some vitamins,
they must be obtained from the diet, with plants serving as their primary sources (Ball, 2004). Water-
soluble vitamins, such as riboflavin, nicotinic acid, nicotinamide, and vitamin B6 (Fig. 6A, B, C, D),
were produced through SSF of tempeh using Rhizopus oligosporus, R. arrhizus, and R. stolonifer.
Vitamin B12 (Fig. 6E) was synthesized when Citrobacter freundii and Klebsiella were added to the SSF
process (Pandey et al., 2000), highlighting the importance of microbial synergism. Furthermore,
Rhizopus oligosporus independently fermented both raw and roasted buckwheat groats, resulting from
1.5 to 3-fold increase in the concentrations of thiamine (B1), pyridoxin (B6), and L-ascorbic acid (Fig.
6F, 6H) (Wronkowska et al., 2015). Similarly, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, and Torula utilis
enhanced vitamin C production from apple pomace powder (Joshi & Sandhu, 1996), whereas
Lactobacillus casei improved the vitamin B1 and B2 content of soybean flour (Li et al., 2020).
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Fig. 6 Chemical structures of vitamins produced by SSF. A) Riboflavin. B) Nicotinic acid. C) Nicotinamide. D)
Vitamin B6. E) Vitamin B12. F) Vitamin B1. H) L-Ascorbic acid.

Fig. 6 Estructuras quimicas de vitaminas producidas por SSF. A) Riboflavina. B) Acido nicotinico. C)
Nicotinamida. D) Vitamina B6. E) Vitamina B12. F) Vitamina B1. H) Acido L-ascérbico.

3.8 Miscellaneous

Some secondary metabolites in pharmaceutical products, such as carotenoids, lovastatin, and
cordycepin, show great promise owing to their therapeutic properties. Carotenoids, such as lycopene,
exhibit potent antioxidant activity and have been associated with improvements in cardiovascular
diseases, inflammatory events, oxidative stress-mediated dysfunction, and cancer resistance.
Lycopene was extracted through SSF of tomatoe waste using Aspergillus niger GH1. It was found that
total carotenoid recovery was below 70 % at moisture, highlighting the importance of this parameter
in the bioprocess (Mendez-Carmona et al, 2022). Lovastatin (Fig. 7A), a widely used
hypercholesterolemic drug, was efficiently produced via SSF of wheat bran by Aspergillus terreus
ATCC 10020, reaching a yield of 8.67 mg gds'. In this way, lovastatin significantly reduced insulin
levels, body mass, LDL-C, triglycerides, blood glucose, and thiobarbituric acid-reactive substances in
mice fed a high-fat diet (Al-Saman et al., 2021). Cordycepin (Fig. 7B), a nucleoside derivative
synthesized by Cordyceps militaris, is commonly used as a functional food and medicine in Southeast
Asia to treat and prevent obesity. It also exhibits anticancer, antiviral, antileukemic, and
hypolipidemic activities. SSF using brown rice has emerged as a promising method for cordycepin
production, as it is more difficult and costly to purify through chemical synthesis than through
biological pathways (Wen et al., 2014).
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Fig. 7 Chemical structures of miscellaneous secondary metabolites produced by SSF. A) Lovastatin. B)

Cordycepin.

Fig. 7 Estructuras quimicas de metabolitos secundarios diversos producidos por SSE. A) Lovastatina.

B) Cordicepina.

Table 2. Microorganisms and residues used to produce bioactive compounds by Solid-state fermentation.
Tabla 2. Microorganismos y residuos utilizados en la produccién de compuestos bioactivos mediante

fermentacion en estado solido.

Bioactive . . . .
Compound Microorganism  Solid residue / substrate ~ Reference
compound
Antibiotics Cephalosporin C Acremonium chrysogenum Sugarcane bagasse Tabaraie et al., 2012
Rifamycin B Amycolatopsis mediterranei Nut shells, coconut oil cake Nee\;:gszzj,&; 012
Paromomycin Streptomyces rimosus Corn bran El-Houf;sOeley etal,
A Mehmood et al.,
roma Vanillin Enterobacter hormaechei Sugarcane bagasse, fruit peels chmoodeta
compounds 2022
2-Phenylethanol Pichia kudriavzevii Apple pomace, sugarcane Martinez-Avila et
bagasse al., 2020
Biosurfactants Sophorolipids Candida bombicola Sunflower oil cake + soybean oil Rashad et al., 2014
Rhamnolipids Pseudomonas aeruginosa ~ Sugarcane bagasse + corn bran Cam;llloz)lf;to o
Surfactin Bacillus subtilis Millet, peanut oil cake Ghribi et al., 2012
. . Kleekayai &
Polymers Chitosan Rhizopus oryzae Potato peel Suntornsuk, 2011
e-Poly-L-lysine Streptomyces albulus Rapeseed cake + wheat bran Xuetal., 2017
Enzymes Amylases Bacillus amyloliquefaciens Wheat bran Praj a}2>3515et al,
Lipases Yarrowia lipolytica Canola cake, soybean meal Souza et al., 2017
Others Riboflavin, niacin Rhizopus oligosporus Soybeans (tempeh) Pandey et al., 2000
Lovastatin Aspergillus terreus Wheat bran Al—SarZIBazri etal,
Cordycepin Cordyceps militaris Brown rice Wen et al., 2014
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4. Future perspectives of Solid-state fermentation

Although solid-state fermentation (SSF) offers significant advantages to produce bioactive
compounds with pharmaceutical potential, several technical and regulatory limitations still
constrain its large-scale implementation. The inherent heterogeneity of SSF systems complicates
accurate process monitoring and control, particularly for critical parameters such as temperature,
moisture content, pH, and oxygen availability. The integration of advanced sensing technologies,
predictive modeling, and data-driven control strategies represents a promising pathway to improve
process robustness, reproducibility, and scalability.

In addition, the variability of solid substrates, together with the absence of dedicated regulatory
frameworks for SSF-based pharmaceutical processes, remains a major barrier to industrial adoption.
Future progress will rely on substrate standardization, microbial strain improvement, bioreactor
desing, and the establishment of clear regulatory guidelines, enabling SSF to evolve from a
predominantly laboratory-scale approach into a reliable, scalable, and sustainable platform for
pharmaceutical bioprocesses.

5. Conclusion

Pharmaceutical products that contain microbial bioactive compounds play a vital role in
promoting human health and represent promising alternatives to synthetic drugs and health care
products, offering greater selectivity, reduced toxicity, and fewer side effects. Therefore, the
development of novel fermentation strategies to enhance production is important. SSF is a
sustainable and cost-effective approach for the pharmaceutical industry, offering high product
yields while utilizing low-cost substrates and minimizing environmental impact. Pharmaceutical
products typically require high purity, and SSF often uses agro-industrial byproducts. Therefore, the
resulting crude extracts tend to be complex and may require extensive downstream processing to
meet purity standards. These additional purification steps can significantly increase the overall
production costs. Finally, most current studies on SSF for bioactive compound production are
limited to lab-scale bioreactors. Therefore, further studies are necessary to address the challenges
related to the process scale-up and control. By addressing current limitations and showcasing
innovative applications, solid-state fermentation is positioned as a viable complementary strategy
for pharmaceutical bioprocesses.
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Resumen

El sistema de expresion en Escherichia coli se mantiene como el mas utilizado para la produccion de
proteinas recombinantes debido a su bajo costo, su rapido crecimiento a alta densidad celular, su
genética ampliamente caracterizada y la disponibilidad de multiples herramientas que permiten
alcanzar altos niveles de expresion heterologa. No obstante, este sistema presenta limitaciones
importantes, como la formaciéon de cuerpos de inclusion, la ausencia de modificaciones
postraduccionales, las dificultades en la correcta formacion de enlaces disulfuro y los bajos
rendimientos en la expresion de proteinas toxicas o de membrana. Para superar estas limitaciones,
se han desarrollado estrategias que incluyen el uso de cepas y vectores modificados genéticamente.
En este contexto, se realizd una revision bibliografica orientada por la siguiente pregunta: ;qué
factores influyen en la expresion de proteinas recombinantes en Escherichia coli? La busqueda se
realiz6 en PubMed, Scopus, Web of Science y Google Scholar. Se incluyeron articulos en inglés y
espaniol publicados entre 2015 y 2026, correspondientes a estudios originales y revisiones; se
excluyeron publicaciones fuera de este periodo, en otros idiomas o sin acceso a texto completo. En
conjunto, esta revision aborda los principales factores y estrategias para optimizar la expresion de
proteinas heter6logas en sistemas procariotas.

Palabras clave: E. coli, proteinas recombinantes, plasmido, ADN
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Abstract

The Escherichia coli expression system remains the most widely used for recombinant protein
production due to its low cost, rapid growth at high cell density, extensive genetic characterization,
and the availability of multiple tools that enable high levels of heterologous expression. However,
this system has significant limitations, including the formation of inclusion bodies, the absence of
post-translational modifications, difficulties in forming disulfide bonds correctly, and low yields in
the expression of toxic or membrane proteins. To overcome these limitations, strategies have been
developed that include the use of genetically modified strains and vectors. In this context, a literature
review was conducted guided by the question: what factors influence the expression of recombinant
proteins in Escherichia coli? The search was carried out in PubMed, Scopus, Web of Science and Google
Scholar. Articles in English and Spanish published between 2015 and 2026 were included,
corresponding to original studies and reviews; publications outside this period, in other languages
or without access to full text, were excluded. Therefore, this review addresses the main factors and
strategies for optimizing the expression of heterologous proteins in prokaryotic systems.

Keywords: E. coli, recombinant proteins, plasmid, DNA

1. Introduccion

Las proteinas son biomoléculas importantes que desempenan diversas funciones en los
sistemas biologicos, desde las enzimaticas hasta las de transporte, homeostaticas y estructurales. El
estudio de estas y sus diferentes aplicaciones biotecnoldgicas solia ser una actividad complicada, ya
que, para su obtencion, se utilizaban fuentes naturales que dificultaban los procesos de extracciéon y
purificacion, lo que daba lugar a bajos rendimientos (Ojima-Kato, 2025). Sin embargo, a principios
de la década de 1970, Herbert Boyer y Stanley Cohen desarrollaron la tecnologia del =~ ADN
recombinante, que revoluciond los procesos de clonacién y expresion génica, permitiendo la
obtencién de proteinas recombinantes (PR) de interés bioldgico en cantidades suficientes para su
estudio y aplicacion en diversos sectores, como la biomedicina, la industria farmacéutica y la
quimica. La insulina fue el primer producto terapéutico obtenido mediante la tecnologia de ADN
recombinante para tratar la diabetes (Home, 2021; Yang et al., 2025). En 1980, la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) aprobo el uso clinico de la insulina
recombinante para el tratamiento de la diabetes, lo que abrié nuevas oportunidades para el
desarrollo de PR con fines terapéuticos (Incir y Kaplan, 2025). Desde entonces, se han desarrollado
diferentes productos biotecnologicos con fines terapéuticos como la hormona del crecimiento
humana, el interferén humano y el factor VIII antihemofilico, utilizando como células huésped tanto
eucariotas como procariotas (Ouyang et al., 2025; Yang et al., 2025).

Actualmente, los sistemas de expresiéon mas utilizados para la produccion de PR incluyen huéspedes
procariotas, como las bacterias Bacillus subtilis (B. subtilis) y Escherichia coli (E. coli), asi como sistemas
eucariotas, como las levaduras Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisine) y Komagataella phaffii (antes
Pichia pastoris). A pesar de esta diversidad, E. coli contintia siendo la célula huésped mas empleada
debido a sus multiples ventajas, entre las que destacan su radpido crecimiento en fuentes de carbono
de bajo costo, su facilidad de manipulacién genética y el amplio conocimiento de su biologia
molecular y bioquimica. Ademas, se dispone de una amplia variedad de promotores, vectores y
cepas bacterianas genéticamente modificadas que favorecen la produccion de PR solubles y
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biolégicamente activas (Herynek et al., 2025). Sin embargo, la principal limitacion de este sistema es
la ausencia de modificaciones postraduccionales, como la glicosilacién, lo que puede dar lugar a
proteinas mal plegadas (Chen et al., 2025). Ahora bien, uno de los principales desafios asociados al
uso de sistemas procariotas basados en E. coli es la sobreexpresion de proteinas heterélogas, que con
frecuencia conduce a la formacion de cuerpos de inclusion (inclusion bodies, 1B). Estas estructuras
corresponden a agregados proteicos densos e insolubles que se acumulan en el citoplasma bacteriano
como consecuencia de un plegamiento inadecuado (Kimura et al., 2025). La presencia de IB complica
significativamente los procesos de recuperacion y purificacién de la proteina de interés, ya que
requiere etapas adicionales de solubilizacién, desnaturalizacién y replegamiento in wvitro. Sin
embargo, estos procesos suelen ser ineficientes y, en muchos casos, se traducen en una pérdida
parcial o total de la actividad bioldgica de la PR (de Marco, 2025). No obstante, estas limitaciones
pueden mitigarse mediante la optimizacién de diversos parametros que abarcan desde la seleccion
de la célula huésped hasta el ajuste de las condiciones de crecimiento y expresion. En este sentido,
resulta fundamental considerar factores como la composicion del medio de cultivo, el tipo y la
concentracion del agente inductor, el tiempo de induccién y la temperatura de expresién. Asimismo,
en el disefio de la construccién génica, es importante seleccionar adecuadamente el vector de
expresion y evaluar el uso de proteinas de fusion que faciliten tanto la expresion como la purificacion
de la PR. Por lo tanto, en la presente revision se describen las caracteristicas de E. coli como célula
huésped, asi como el impacto de los distintos parametros involucrados en la expresion heteréloga
de las PR en este sistema procariota, ademas de las estrategias desarrolladas para optimizar su
produccién (Ojima-Kato, 2025).

A pesar de su uso extendido como plataforma de expresion, E. coli contintia enfrentando limitaciones
significativas en el plegamiento proteico, la ausencia de modificaciones postraduccionales y la baja
capacidad predictiva para la expresion heterdloga. Asimismo, la creciente complejidad de las PR de
interés biomédico ha puesto de manifiesto la necesidad de transitar de enfoques empiricos a
estrategias mas racionales e integrativas, que incorporen herramientas de biologia sintética e
inteligencia artificial (Yang et al., 2025). En este contexto, resulta necesaria una revision critica que
analice tanto las limitaciones persistentes como las nuevas aproximaciones orientadas a optimizar
este sistema de expresion.

En el presente trabajo se realizd una revisién bibliografica de tipo narrativo, con un enfoque
sistematico, con el objetivo de identificar y analizar los principales factores que influyen en la
expresion de PR en E. coli. La revision se estructuro en torno a la siguiente pregunta de investigacion:
(Cuales son los principales factores que afectan la eficiencia de la expresion de proteinas
recombinantes en E. coli y como inciden en la solubilidad y el rendimiento proteico?

La busqueda bibliografica se realizé en las bases de datos PubMed, Scopus, Web of Science y Google
Scholar. Se emplearon palabras clave en inglés, incluyendo: "recombinant protein expression’,
"Escherichia coli", "protein solubility", "codon usage", "expression systems", "protein folding" e
"inclusion bodies". La estrategia de buisqueda general se construyé mediante operadores booleanos
como AND/OR ("recombinant protein expression" AND "Escherichia coli") AND ("protein solubility"
OR "inclusion bodies" OR "protein folding") AND ("codon usage" OR "expression optimization" OR
"expression systems"), con ajustes especificos segtin la sintaxis de cada base de datos.

Se incluyeron articulos publicados en los ultimos diez afios (2015-2026), en inglés o espatiol, excepto
los articulos seminales necesarios para contextualizar, correspondientes a articulos originales y
revisiones cientificas enfocados en la expresion de proteinas recombinantes en E. coli. Se excluyeron
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estudios fuera de este periodo, en otros idiomas, resimenes sin acceso a texto completo y aquellos
centrados exclusivamente en otros sistemas de expresion sin analisis comparativo.

2. Proteinas recombinantes: componentes principales y aplicaciones
biotecnoldgicas

Se denominan proteinas recombinantes (PR) a las proteinas expresadas en sistemas
heter6logos, es decir, en organismos distintos del de su origen. La seleccién de la célula huésped
depende de la complejidad y de las caracteristicas de la proteina en cuestién (Schiitz et al., 2023).

La expresion de proteinas en sistemas heterélogos tiene como objetivo producir a gran escala
proteinas correctamente plegadas, solubles y con actividad bioldgica. Las PR se utilizan como base
para la obtencién de productos biofarmacéuticos, tales como anticuerpos monoclonales, proteinas de
fusién, hormonas, vacunas, factores de coagulacién, enzimas y péptidos, entre otros, por lo que se
consideran fundamentales en el tratamiento de enfermedades importantes (Luo et al., 2025). Segtiin
reportes de mercado, el sector de las PR ha mostrado un crecimiento sostenido impulsado por su
amplia aplicacién en la industria biofarmacéutica, el desarrollo de biolégicos y la investigacion
biomédica (Ojima-Kato, 2025).

La produccion de PR depende fundamentalmente de la interaccion entre dos componentes clave: la
célula huésped y el vector de expresion. La compatibilidad entre ambos es esencial para garantizar
el adecuado reconocimiento de los elementos regulatorios del vector por parte de la maquinaria
celular de la célula huésped, lo que permite la correcta replicacién del material genético, asi como la
eficiente transcripcion y traduccion del gen de interés. En este contexto, factores como el origen de
replicacién, los promotores, los sitios de unién al ribosoma y las sefales de terminacion deben
optimizarse y adaptarse al sistema huésped para maximizar la eficiencia de expresion y la producciéon
de la proteina recombinante (Pouresmaeil y Azizi-Dargahlou, 2023).

2.1 Célula huésped

La seleccion de la célula huésped representa un paso critico en la expresion de PR, ya que
determina en gran medida la eficiencia y la calidad de la proteina final. Esta eleccion depende de
multiples factores, entre ellos el costo de produccion, la fuente del gen heterélogo, la aplicacion
biotecnoldgica de la proteina, las caracteristicas de la célula huésped y, principalmente, la
complejidad estructural de la proteina recombinante objetivo (Eastwood et al., 2023). Durante
muchos afios se han utilizado células eucariotas y procariotas como sistemas de expresion de PR. Los
sistemas eucariotas se utilizan principalmente para proteinas de mayor tamafo y complejidad
estructural (>50 kDa). Estos sistemas comprenden microorganismos como los hongos filamentosos,
levaduras, células de insecto, células de mamiferos y células vegetales. Entre ellos, las levaduras S.
cerevisine y K. phaffii representan alternativas debido a su bajo costo de produccidn, a su alta tasa de
crecimiento y a la ausencia de endotoxinas, ademas de su capacidad para realizar modificaciones
postraduccionales importantes en la produccién de PR con fines biotecnoldgicos (Barone et al., 2023;
Yang et al., 2024; Under y Dagci, 2024).
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Por otro lado, las células de mamifero como CHO y HEK293 son consideradas como el estandar para
la produccién de proteinas terapéuticas, ya que permiten una glicosilacion similar a la humana. Sin
embargo, presentan limitaciones asociadas a su lento crecimiento, elevado costo y variabilidad en la
calidad del producto final (Hu et al., 2018; Tihanyi y Nyitray, 2020; Fu et al., 2024), estas limitaciones
se pueden superar utilizando cepas de K. phaffii como SuperMan5 debido a diversas ventajas en
términos de eficiencia, costo y escalabilidad. En primer lugar, K. phaffii presenta un crecimiento
rapido y puede alcanzar densidades celulares altas en medios de cultivo relativamente simples y de
bajo costo, lo que reduce significativamente los costos de produccién en comparacién con los sistemas
basados en células CHO, que requieren medios de cultivo complejos y condiciones de cultivo mas
estrictas. Ademas, este sistema permite alcanzar altos niveles de expresion de PR y una secrecion
eficiente hacia el medio extracelular, lo que facilita su recuperacion y purificacion. A diferencia de las
bacterias, K. phaffii es un organismo eucariota capaz de realizar ciertas modificaciones
postraduccionales, como la formacion de enlaces disulfuro y la glicosilacién, lo cual resulta esencial
para la produccién de proteinas funcionales (Vijayakumar y Venkataraman, 2024).

Para la produccién de proteinas de menor tamano (<30 kDa), los sistemas procariotas, como las
bacterias E. coli y B. subtilis, han sido ampliamente utilizados. No obstante, presentan diversas
limitaciones, entre las que destacan la ausencia de modificaciones postraduccionales, como la
glicosilacion, la dificultad para expresar proteinas toxicas y la formacion de cuerpos de inclusiéon
derivados de un plegamiento proteico inadecuado (Rosano et al., 2019; Beygmoradi et al., 2023; Jiang
et al., 2024). El sistema de B. subtilis ofrece ventajas como la ausencia de membrana externa y
lipopolisacaridos (LPS), también llamados endotoxinas, lo que facilita el proceso de secrecion de PR;
ademas, B. subtilis es considerada segura por la FDA de acuerdo con el estatus de Generalmente
Reconocido como Seguro (GRAS) (Cai et al., 2019; Neef et al., 2021; Nguyen y Phan, 2022; Gan et al.,
2025).

La seleccion inadecuada de la célula huésped puede comprometer tanto el rendimiento como la
calidad del producto final. Entre las principales consecuencias se incluyen el plegamiento incorrecto
de la proteina, la formacion de agregados insolubles, la ausencia o la alteracion de modificaciones
postraduccionales y, en consecuencia, la pérdida de actividad bioldgica. Asimismo, ciertos sistemas
pueden resultar ineficientes para la expresiéon de proteinas complejas, de membrana o
potencialmente toxicas, lo que limita su aplicabilidad biotecnologica.

En sistemas procariotas como E. coli, uno de los principales desafios asociados a la sobreexpresion de
proteinas heterdlogas es la formacion de IB, que corresponden a agregados proteicos densos e
insolubles derivados de un plegamiento inadecuado. Si bien estos agregados pueden proteger a la
proteina de la degradacion proteolitica, su presencia dificulta la obtencién de una proteina funcional.

Para abordar estas limitaciones, se han desarrollado diversas estrategias orientadas tanto a prevenir
la formacion de IB como a recuperar proteinas funcionales a partir de ellos. Entre las estrategias
preventivas destacan la optimizacion de las condiciones de expresion (temperatura, concentracion
del inductor y velocidad de sintesis proteica), el uso de cepas modificadas, la expresion de
chaperonas y el uso de proteinas de fusion que favorecen la solubilidad. Por otro lado, las estrategias
de recuperacion incluyen el uso de agentes desnaturalizantes (como urea o guanidina), seguidas de
protocolos de replegamiento controlado que buscan restaurar la conformacion nativa de la proteina.

A pesar de estas limitaciones, E. coli contintia siendo una de las plataformas mas utilizadas por su
versatilidad y capacidad para expresar proteinas que, en otros sistemas, pueden resultar dificiles de
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producir. Su rapida tasa de crecimiento, facilidad de manipulacién genética y alto rendimiento de
expresion la convierten en una herramienta fundamental, particularmente en etapas iniciales de
produccién y en aplicaciones en las que no se requieren modificaciones postraduccionales complejas.
En contraste, sistemas eucariotas como levaduras o células de mamiferos ofrecen ventajas en
términos de procesamiento postraduccional, pero implican mayores costos y complejidad operativa,
lo que resalta la importancia de una seleccion racional del sistema de expresion en funcién de las
caracteristicas especificas de la proteina de interés.

2.2 Vector plasmidico

Se denomina vector plasmidico a una molécula circular de ADN disefiada para integrar en su
secuencia un gen que codifica una proteina de interés. Los vectores plasmidicos son disefiados con la
finalidad de que el gen sea traducido en una proteina y que tengan la capacidad de replicarse de
manera independiente dentro de la célula huésped (Cantoia et al., 2021; Eskandari et al., 2024).

En los ultimos afios, E. coli se ha consolidado como uno de los sistemas mas utilizados para la
produccién de PR. En este contexto, los vectores de expresion desempenan un papel central en la
eficiencia del proceso, en particular mediante la seleccién del promotor, el origen de replicacion y la
arquitectura del constructo. Los sistemas basados en el promotor T7, como la familia pET, contintian
siendo el estandar de referencia por su capacidad para alcanzar niveles muy altos de expresion; sin
embargo, esta sobreexpresion a menudo se asocia con la formacién de IB y con problemas de
plegamiento proteico (Herynek et al., 2025; de Marco, 2025). En contraste, sistemas como pBAD
permiten un control mas fino y gradual de la expresion mediante la induccién con arabinosa, lo cual
resulta particularmente 1til para proteinas potencialmente toxicas o dificiles de expresar, aunque a
expensas de un menor rendimiento global (Incir y Kaplan, 2024). Asimismo, los vectores basados en
promotores hibridos, como tac o trc, ofrecen un equilibrio intermedio entre nivel de expresion y
control, aunque presentan niveles basales de transcripcion que pueden afectar la estabilidad celular
(Jayakrishnan et al., 2024).

Por otro lado, el uso de etiquetas de fusién, como GST, MBP o His-tag, ha demostrado ser una
estrategia efectiva para mejorar la solubilidad y facilitar la purificacion de PR, mitigando
parcialmente los problemas asociados a la agregacion (Chen et al, 2025). Adicionalmente, la
estabilidad plasmidica y el ntimero de copias, determinados por el origen de replicacién, influyen
directamente en la carga metabolica de la célula huésped y, en consecuencia, en el rendimiento del
sistema, por lo que los vectores de bajo numero de copias son una alternativa relevante para la
expresion de proteinas tdxicas (Zainuddin et al., 2026). En conjunto, la evidencia reciente sugiere que
no existe un sistema universalmente 6ptimo, sino que la seleccion del vector debe ajustarse de manera
especifica a las caracteristicas de la proteina de interés, considerando un equilibrio entre el nivel de
expresion, la solubilidad, la estabilidad y la viabilidad celular (de Marco, 2025; Oscorbin et al., 2025).
En la tabla 1 se describen los principales vectores plasmidicos utilizados para la expresion de PR en
E. coli.

En la Fig. 1 se muestra la estructura comtn de un vector de expresion, constituido por un promotor,
un origen de replicacion, un sitio de clonacién multiple (MCS, por sus siglas en inglés), una secuencia
que codifica para etiquetas de afinidad o fusién, un gen marcador de seleccién (resistencia a un
antibidtico), una secuencia terminadora y una secuencia para la eliminaciéon de la etiqueta de fusion
(Chen et al., 2024; Eskandari et al., 2024).
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Tabla 1. Caracteristicas comparativas de los vectores de expresion utilizados para la produccion de proteinas recombinantes en E. coli.
Table 1. Comparative features of expression vectors used for recombinant protein production in E. coli
Plasmido Promotor Capacidad de No. de Nivel de Ventajas Limitaciones
inserto copias expresion

Estabilidad moderada

pET T7 ~5-10 kb Alto Muy alto Expresién masiva, Cuerpos de inclusidn,
control inducible (IPTG), toxicidad
compatible con etiquetas

Vectores His- T7 ~5-10 kb Alto Alto-Muy alto  Purificacion sencilla (Ni- Posible agregacion

tag (derivados NTA), ampliamente

de pET) utilizados

Estabilidad alta

pBAD araBAD ~5-10 kb Medio-Alto Medio Regulacién fina, baja Menor rendimiento
expresion basal, util para
proteinas toxicas

pGEX tac ~5-10 kb Alto Medio Fusion GST, facilita Necesidad de remover
purificacion y etiqueta
solubilidad

pPMAL tac ~5-10 kb Alto Medio Mejora solubilidad Puede interferir con
(MBP), util para funcion
proteinas insolubles

pTrc/pKK223 trc/tac ~5-10 kb Alto Medio Sistema simple, Expresién basal
expresion  controlada
con IPTG

pACYC184 Variable =5-10 kb Bajo Bajo Menor carga celular, util  Bajo rendimiento

para proteinas toxicas

Referencia: Tomada y modificada de Ojima-Kato et al., 2025; Chen et al., 2025; de Marco, 2025; Herynek et al., 2025; Kimura et al., 2025; Yang et al., 2025.
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Figura 1. Componentes principales de un vector de expresiéon de E. coli. Creada en BioRender.
https://BioRender.com/8efxv2p
Figure 1. Main components of an E. coli expression vector. Created with BioRender.
https://BioRender.com/8efxv2p

Cada uno de los componentes que constituyen el vector de expresiéon modulan la eficiencia de la
expresion de PR en sistemas procariotas como el de E. coli. Por ello, resulta importante comprender
a detalle la funcién de cada componente del vector; en la Tabla 2 se describen brevemente las
caracteristicas de estos componentes (Lozano Terol et al., 2021).

Aunque los vectores de expresion han demostrado ser herramientas esenciales para la produccion de
proteinas recombinantes, aun persisten limitaciones que afectan tanto la eficiencia como la
funcionalidad de las proteinas obtenidas. Entre los principales avances destacan la incorporacion de
promotores regulables, secuencias de optimizacion de codones y etiquetas de solubilizacién, lo que
ha favorecido la estabilidad y el rendimiento de las proteinas en huéspedes bacterianos. Sin embargo,
su eficiencia depende de factores como la célula huésped, las caracteristicas estructurales y el objetivo
de la proteina recombinante. En este sentido, aunque en los tltimos afios se han desarrollado nuevos
vectores optimizados para la produccion de proteinas, su eleccion requiere un analisis critico que
considere todos estos factores, asi como su aplicacion biotecnoldgica. Cabe destacar que los vectores
no son plataformas universales.

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XIX (2026): enero-diciembre, 2160 https://revistascientificas.uach.mx/index.php/tecnociencia
8


https://biorender.com/8efxv2p
https://biorender.com/8efxv2p

Murrieta-Leon et.al

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XIX (2026): enero-diciembre, 2160

Tabla 2. Componentes de un vector de expresion.
Table 2. Components of an expression vector.

Componente

Caracteristica

Origen de replicacion

Secuencia de nucledtidos en el ADN donde se inicia la replicacion.

Promotor

Sitio de unién de la ARN polimerasa con el ADN para iniciar la
transcripcion del gen que codifica para la proteina recombinante.

Etiquetas de fusion

Secuencias peptidicas o proteinas completas que se agregan al extremo
amino o carboxilo terminal de las proteinas recombinantes con la
finalidad de aumentar la solubilidad, replegamiento y optimizar el
proceso de purificacién.

Codon de iniciacion

Es una secuencia de ARN de tres nucleotidos (es decir, un coddn) que
indica a la maquinaria celular el lugar de la cadena en el que comienza la
traduccion del ARN mensajero.

Sitio de escision de
proteasa

Secuencia codificante para la eliminacion de etiquetas de afinidad. Por
ejemplo; el factor Xa, la trombina, la proteasa SUMO y la proteasa TEV.

Sitio de clonacion

Secuencia de ADN que contiene una serie de sitios unicos de

1 reconocimiento para enzimas de restriccion para la insercion del gen de
multiple (MCS) teré P P &
interés.

Secuencia de tres nucledtidos que indica la terminacién de la sintesis

Codén de terminacion ] ,
proteica en la célula.

Gen que confiere resistencia a un antibidtico para la seleccién de las
Marcador de seleccion ~ células que incorporan el vector recombinante. Por ejemplo, la

ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina.

Referencia: tomada y modificada de: Kaur et al., 2018; Pouresmaeil y Azizi-Dargahlou, 2023.

3. Componentes clave del vector de expresion que influyen en la
produccion y solubilidad proteica

3.1 Promotor de expresion

El promotor es el elemento principal del vector de expresion, ya que su funcion principal es
regular el inicio de la transcripcion génica mediante la union de la ARN polimerasa al ADN. La fuerza
del promotor es uno de los principales factores que determinan la carga metabdlica y a su vez, la
eficiencia de expresion, induciendo hasta mas del 30 % de la expresion de las proteinas celulares
totales. Un promotor idéneo debe tener una alta afinidad por la ARN polimerasa y, a su vez,
minimizar la expresion basal de las proteinas antes de la induccién y aumentar significativamente la
sintesis de ARNm tras la adiciéon del inductor (Cazier y Blazeck, 2021). En este contexto, los
promotores derivados del operoén lac (PT7lac, Ptrc y Ptac) operan mediante una regulacion negativa
mediada por el represor Lacl, siendo inducibles por lactosa o por su analogo sintético isopropil -3-D-
1-tiogalactopiranosido (IPTG). Mientras que los promotores Ptrc y Ptac se consideran promotores
fuertes y bien caracterizados, el sistema PT7 sobresale por su potencia transcripcional, dependiente
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de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7, presente en cepas bacterianas como E. coli BL21(DE3), la
cual es cinco veces mayor que la polimerasa endogena (Du et al.,, 2021; Schuster y Reisch, 2022). En
contraste, el promotor PBAD se considera como un promotor de fuerza intermedia con una menor
tasa de expresion en comparacion con PT7lac, Ptrc y Ptac permitiendo un control mas robusto de la
transcripcion (Lozano Terol et al., 2021). En definitiva, la seleccién del promotor no debe basarse
Unicamente en su fuerza, ya que promotores fuertes como PT7 pueden generar una sobrecarga
metabolica significativa en el huésped, lo que afecta el crecimiento bacteriano y, por consiguiente, el
correcto plegamiento de las PR. Por otro lado, promotores de fuerza media como PBAD a pesar de
tener una menor tasa de expresion, ofrecen un control més estricto de la expresion, reduciendo la
inestabilidad plasmidica y evitando la acumulacién de proteinas mal plegadas o tdxicas (Incir y
Kaplan, 2024).

3.2 Etiquetas de fusion

Las etiquetas de fusion, también denominadas proteinas de fusién constituyen herramientas
muy eficientes para la identificacidon, produccién y purificaciéon de proteinas. Estas etiquetas son
moléculas compuestas por aminoacidos (AA) exdgenos que se agregan al extremo amino (N) o
extremo carboxilo (C) de la proteina de interés con una alta afinidad por un ligando quimico o
bioldgico especifico. Su incorporacion puede cumplir diversas funciones, como aumentar la
solubilidad de la proteina, reducir su toxicidad en la célula huésped, favorecer el correcto
plegamiento proteico y optimizar su purificacion (Zhao et al., 2019; Mishra, 2020; Beygmoradi et al.,
2023; Arakawa y Akuta, 2025). Entre las etiquetas de mayor tamafo se encuentran la proteina de
union a maltosa (MBP), el glutation S-transferasa (GST), el modificador pequefio relacionado con la
ubiquitina (SUMO), tioredoxina A (TrxA), NusA (sustancia A que utiliza N), proteina disulfuro
isomerasa I (DsbA), las cuales aumentan la solubilidad de la PR en sistemas como el de E. coli y en
algunos casos también favorecen la purificacion de la PR (Nemergut et al., 2021; Lamer y Vederas,
2023; Okoto et al., 2023).

Por otro lado, existen etiquetas de menor tamafio, como las de polihistidinas (polyHis) o poliarginina
(polyArg), que interfieren menos con la PR. La etiqueta de polyArg esta constituida por 5 o 6 residuos
de arginina, dicha etiqueta permite la purificacion de la proteina mediante intercambio catidnico
(Sanchez et al., 2022; Yildiz et al., 2024). No obstante, la etiqueta de polihistidinas (polyHis) es la mas
utilizada debido a su baja inmunogenicidad y a que no interfiere con la actividad biologica de la PR.
La purificacion con polyHis se realiza mediante cromatografia de afinidad con metales inmovilizados
(IMAC), en la que se forman enlaces de coordinacién con iones de transiciéon como Ni?*, Co?, Zn?y
Cu? inmovilizados en una matriz (Loughran et al., 2023). Entre las resinas mas empleadas en la
purificacion por IMAC se encuentran la agarosa de carboximetil-aspartato (Talon, de ClonTech) y la
agarosa de acido Ni (II)-nitrilotriacético (Ni-NTA). Sin embargo, el uso de la resina de Ni-NTA ofrece
mayores ventajas, ya que se trata de una matriz econémica con alta capacidad de unién a los residuos
de histidina. La resina Ni-NTA permite la elucion de las proteinas en condiciones suaves mediante
un gradiente de imidazol (Mooney et al., 2015; Freitas et al., 2022; Kanoh et al., 2023).

La incorporacion de etiquetas de fusion en PR es una estrategia ampliamente utilizada para mejorar
la purificacion y la solubilidad de las proteinas en sistemas como E. coli. No obstante, la eleccion de
la etiqueta adecuada depende de la proteina a producir y de las condiciones experimentales, como
MBP o GST ha demostrado ser efectivo incrementando la solubilidad y el plegamiento de las
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proteinas, pero también pueden interferir en la actividad bioldgica o dificultar su eliminacién
posterior (Pina et al., 2021). En contraste, las etiquetas pequenas, como la polyArg o la His-tag, suelen
interferir menos con la estructura de la proteina y, en el contexto inmunolégico, ofrecen ventajas por
su baja inmunogenicidad en comparacidn con proteinas de fusiéon de mayor tamafio, como la GST, lo
cual representa una ventaja en el estudio de vacunas a partir de PR (Sanchez et al., 2022; Yildiz et al.,
2024).

3.3 Uso de codones

El cédigo genético incluye 61 codones (secuencias de 3 nucledtidos) que codifican 20
aminoacidos diferentes. Mayoritariamente, los AA estan codificados por mdultiples codones
sinonimos, por lo que se dice que el cddigo genético es "degenerado". La preferencia por codones
distintos entre organismos parece ser un fendmeno comun, denominado sesgo de uso de codones.
Esta preferencia varia segtin el microorganismo y estd relacionada con las cantidades de ARNt
presentes. Este fendmeno interfiere con la eficiencia de la traduccion al ajustar la tasa de elongacion
del proceso, es decir, la velocidad a la que el ribosoma avanza a lo largo del ARNm (afiadiendo AA
a la cadena polipeptidica) no es constante y puede acelerarse o desacelerarse segtn los codones que
encuentra (Quax et al., 2015; Lipinszki et al., 2018). El sesgo en el uso de codones afecta la expresion
de proteinas recombinantes en el sistema procariota de E. coli cuando el ARNm del gen recombinante
contiene codones raros que difieren del patrén de uso de codones de la bacteria. Es probable que la
presencia de un coddn raro en un gen heterélogo pueda generar desplazamientos en el marco de la
traduccion, causando la terminacion prematura de la sintesis de proteinas, la omision de codones,
incorporacién de AA de forma incorrecta y una traduccion lenta del ARNm, lo que provoca una
disminucion en la expresion de la PR de interés (Quax et al., 2015; Zhong et al., 2017; Roots et al,,
2025).

Para contrarrestar el sesgo en el uso de codones, los investigadores han recurrido a dos estrategias
principales. La primera consiste en sustituir los codones raros por codones de uso frecuente en E. coli
al sintetizar el gen modificado. La otra alternativa consiste en utilizar una cepa de E. coli modificada
genéticamente que puede traducir eficientemente estos codones, como, por ejemplo, la cepa Rosetta
(Novagen, EE. UU.) que suministra ARNt para los codones raros como AGG, AGA, AUA, CUA, CCC
y GGA en un plasmido compatible resistente al cloranfenicol. La optimizacion del uso de codones es
un enfoque utilizado en ingenieria genética para mejorar la expresion de genes heter6logos, mediante
la sustitucion de codones sinénimos segun el sesgo de uso de codones de un organismo (Zhong et
al., 2017; Ortega et al., 2022; Paremskaia et al., 2024). Por ejemplo, una alta velocidad de traduccién
puede favorecer una mayor produccion en cantidad, pero, a la par, podria comprometer la
conformacion, la estabilidad y la funcionalidad de la PR final. En este sentido, el principal reto es
integrar la optimizacion de codones con otros parametros, como el sistema de expresion, el disefio
del vector y las condiciones de cultivo, para alcanzar un equilibrio entre el rendimiento y la calidad
de la proteina a producir en un sistema procariota como E. coli.
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4. Optimizacion de diferentes factores para la expresion de proteinas
recombinantes en el sistema de E. coli

La produccion de proteinas en sistemas procariotas es un proceso complejo que plantea
multiples desafios, entre los cuales la formacién de IB es el mas comun, debido al plegamiento
incorrecto de la proteina. Los IB suelen ocasionar la pérdida de la relacion estructura-funciéon de una
PR (Hashemzadeh et al., 2021). Por lo tanto, para poder aumentar la eficiencia en la produccion de
PR utilizando este sistema, es necesario el desarrollo de estrategias que permitan estandarizar o
ajustar diversas etapas mediante la modificacién de distintos parametros como: el vector de
expresion, la cepa huésped, el promotor, tipo y concentraciéon del inductor, expresién con
chaperonas, la composicion y las condiciones del medio de cultivo, el uso de etiquetas de fusion,
entre otros, que se describiran a continuacion.

4.1 Optimizacion del vector de expresion

La seleccion adecuada del vector de expresion es clave para el nivel de expresion de la
proteina de interés. Los vectores plasmidicos desempefian un papel destacado en la clonacion
molecular, ya que se emplearon en los primeros estudios sobre ADN recombinante. Desde entonces
hasta la fecha, los plasmidos son una de las plataformas mas utilizadas para la ingenieria genética y
la expresion de genes recombinantes en sistemas bacterianos (Green y Sambrook, 2021; de Lorenzo
y Martinez-Garcia, 2025). Un vector de expresion plasmidico esta constituido por componentes
esenciales para que un gen de interés clonado sea transcrito y/o traducido en una célula huésped.
Los distintos componentes de un vector plasmidico (Fig. 1) pueden disefiarse y optimizarse
estratégicamente para maximizar la expresion de proteinas recombinantes. La eleccion y
combinacién adecuadas de estos componentes permiten modular tanto el nivel de expresién como
la estabilidad y funcionalidad de la proteina producida (Fig. 2).

Actualmente, la ingenieria de vectores ha permitido el disefio de una amplia diversidad de
construcciones plasmidicas comerciales que optimizan cada uno de sus componentes, con el objetivo
de mitigar las limitaciones metabdlicas en la produccién de PR en sistemas procariotas como E. coli.
Entre los componentes mas relevantes se encuentran el replicén y el promotor, que regulan
directamente el ntimero de copias del plasmido y la tasa de iniciacién transcripcional,
respectivamente. En este sentido, el equilibrio entre ambos componentes es fundamental, debido a
que una excesiva tasa transcripcional satura la maquinaria biosintética de la célula huésped,
desencadena estrés celular y favorece la agregacion de la proteina en IB, o también genera toxicidad
celular. Es importante destacar que una "maxima expresion" no es sinénimo de una "expresion
optima" por lo que, en términos ideales, la optimizacion de un vector de expresion en E. coli no radica
en maximizar un solo pardmetro, sino en buscar un equilibrio entre todos los elementos que
conforman al plasmido como el replicén, promotor, etiquetas de fusiéon, marcadores de seleccion,
secuencias reguladoras con el fin de garantizar el rendimiento y calidad de la PR.
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Figura 2. Alternativas para la optimizacién de un vector de expresion de proteinas recombinantes en el sistema
de E. coli. Creada en BioRender. https://BioRender.com/tijm818

Figure 2. Alternatives for optimizing a recombinant protein expression vector in the E. coli system. Created with
BioRender. https://BioRender.com/tijm818

4.2 Optimizacion del replicon

Los plasmidos se caracterizan por tener un replicén en su estructura que desempeiia un papel
importante en el control del nimero de copias de plasmidos que se pueden generar. Un replicon es
una secuencia completa de ADN capaz de replicarse de manera autonoma a partir de un tinico origen
de replicaciéon y de los elementos de control cis que lo acompanan (Ekundayo y Bleichert, 2019;
Ramiro-Martinez et al., 2025). Por esta raz6n, uno de los puntos clave a considerar durante la eleccién
del vector de expresion, es el numero de copias del plasmido controlado por el replicon. Cabe
destacar que el uso de plasmidos con un alto nimero de copias para la expresion de proteinas no
implica un mayor rendimiento de la PR. Lo anterior se debe a que un aumento en el ntimero de copias
del plasmido representa una mayor carga metabdlica para el sistema y, en consecuencia, la tasa de
crecimiento bacteriano se ve afectada, provocando inestabilidad del plasmido, dando como resultado
un menor rendimiento en la expresiéon de la PR (Joshi et al, 2022). Otro factor a considerar es la
compatibilidad entre los plasmidos, que estd relacionada con su mecanismo de replicacion. Aquellos
plasmidos con una relacion filogenética cercana tienden a presentar una mayor incompatibilidad, lo
que significa que no pueden replicarse simultdneamente en la misma célula, ya que compiten entre
si por reclutar factores de replicacién (Rouches et al., 2022). Algunos de los origenes de replicacion y
los plasmidos comuinmente utilizados se enlistan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Origenes de replicacion mas utilizados en el sistema de expresion de E. coli.
Table 3. Most used origins of replication in the E. coli expression system.

, Mecanismo de regulacion de la
Numero

Replicon Plasmido de conias cantidad de copias del Referencias
P plasmido
Rossi et al., 1996
Controla el procesamiento del ’
pMB1 pBR322 15-60 P :
pre-ARNII en el cebador. Parada y Marians,
1991
Utiliza un sistema de replicacion
colE1 colE1 15-20 dependiente, de ARNII para Camps, 2010
regular el nimero de copias en
la célula.
MB1 La ARNII es el pre-iniciador que
EIO dificado puC 500-700 desencadena la replicacion del Sutcliffe, 1978
plasmido.
p15A pACYC 18-22 Secuestradores de la proteina Chang y Cohen, 1978
RepA
pSC101 pSC101 <5 Secuestradores de la proteina Ingmer et al., 2001
RepA Manen y Caro, 1991

Referencia: tomada y modificada de: Kaur et al., 2018; Pouresmaeil y Azizi-Dargahlou, 2023; Eskandari et al., 2024.

4.3 Optimizacion del promotor

Dado que el promotor desempefia un papel fundamental en la regulacion de la expresion
génica, su seleccion es un factor clave en la produccién de proteinas en sistemas procariotas. El
sistema de E. coli generalmente requiere promotores fuertes y estrictamente controlados para
aumentar la eficiencia de la produccién de proteinas heterdlogas, reduciendo la toxicidad o la carga
metabdlica del sistema durante la fase de crecimiento. En este sentido, el vector de expresion pET
(derivado del plasmido pBR322) basado en el promotor T7 del bacteriéfago T7 es el sistema de
expresion mas utilizado en E. coli (Khananisho et al., 2023). En este plasmido, el gen de interés se
clona bajo el control del promotor T7, que es reconocido por la ARN polimerasa del fago T7 (T7
ARNP) bajo el control transcripcional de un promotor lac UV5. Por ello, el promotor puede inducirse
mediante la adicién de lactosa o de un analogo como el IPTG. Sin embargo, algunas de las desventajas
de este sistema se asocian con una alta tasa de transcripcion, que puede provocar destruccion
ribosomica y muerte celular. La expresion del nivel basal de la ARN polimerasa T7 se puede regular
con la adicién de glucosa entre 0.5 a 1 % al medio y con la coexpresion de lisozima T7 proporcionada
por un plasmido compatible (pLysS o pLysE) con el objetivo de unirse a la ARN polimerasa T7 e
inhibir la transcripcion del gen recombinante (Shilling et al., 2020; Singh, 2020). Ademas del promotor
T7, existen otros promotores ampliamente utilizados en el sistema de E. coli, que se describen en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Promotores mas utilizados en la expresion de proteinas recombinantes en E. coli.
Table 4. Promoters most used in the expression of recombinant proteins in E. coli.

Promotor Origen Inductor Caracteristica Referencias
Es un promotor débil que forma
' parte del operdn lac, esregulado con  Giordano et al., 1989
Lac E. coli IPTG la degradacién de la lactosa. Gronenborn, 1976
Es un promotor de alto nivel de Amann vy Brosius,
expresion. Sirve para controlar y 1985
trc y tac E. coli IPTG, térmico aumentar el nivel de expresion de de Boer et al., 1983
genes de interés.
Promotor que wutiliza la ARN
polimerasa T7. Para el control de Studier y Moffatt,
T7 Fago T7  IPTG o lactosa proteinas toxicas, necesita el sistema 1986
T7 lac para un control estricto de la
induccion.
Requiere de una cepa huésped
Promotor Fago Térmico sensible a los cambios de Merlart et al., 2003
del fagopL  lambda temperatura. Niveles medios de Elvin et al., 1990
expresion sin el uso de inductores.
El promotor PBAD impulsa la
. produccién de la ARN polimerasa Giacalone et al.,, 2006
araPBAD Arabinosa . Guzman et al., 1995
T7. Es un promotor ideal para la /
expresion de proteinas toxicas.
Promotor regulado por dos
activadores, RhaS y RhaR. RhaS
junto con L-ramnosa se une asu vez Wegerer et al., 2008
rhaPBAD L-ramnosa al promotor rhaP BAD vy al Egany Schleif, 1993
promotor thaP T y activa la
transcripcion de los genes.
Codifica un sistema de transporte de
proU E. coli Osmolaridad glicina betaina de alta afinidad que Mellies et al, 1994
es osmoticamente inducible.
RecA estimula la relajacion del ADN )
RecA E. coli Acido nalidixico al interactuar posiblemente con la Reckinger et al,, 2007
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Promotor derivado de la fosfatasa
alcalina de E. coli (phoA), que
phoA E. coli Falta de fosfato permite una expresion alta y
estrictamente controlada de
proteinas recombinantes en E. coli.

cadA E. coli pH Un promotor sensible al cadmio.
Condiciones
) anaerdbicas, Un promotor dependiente de Hwangetal, 2017
nar E. coli . , .
presencia de oxigeno disuelto (DO).
nitrato.

Wang et al., 2005
Liibke et al., 1995

Yoon y Silver, 1991

Referencia: tomada y modificada de Rosano et al., 2019; Pouresmaeil y Azizi-Dargahlou, 2023.

A pesar de que la mayoria de los promotores disponibles se activan con inductores quimicos, existen
otros sistemas de expresion con promotores que se activan a partir de cambios de pH o temperatura
en un sistema de expresion de E. coli. Un ejemplo de sistema de expresion termoinducible, es el
basado en los promotores pL y/o pR, que son regulados por el represor termolabil mutante cI857 del
fago lambda A. Este sistema induce la expresion de la proteina heterdloga cuando se eleva la
temperatura del medio de cultivo por encima de 37 °C (Restrepo-Pineda et al., 2022). Por el contrario,
el promotor cspA es inducido por un choque frio, consistente en el descenso de la temperatura del
medio de cultivo a 15 °C. Una de las principales ventajas del promotor cspA es la alta estabilidad del
ARNm del gen de interés, lo que favorece la transcripcién y la solubilidad de la PR a bajas
temperaturas (Bartolo-Aguilar et al,, 2022). El sistema de plasmidos pCold tiene una estructura
principal derivada de pUC118 que utiliza el promotor cspA, estos plasmidos se han utilizado
ampliamente por su alto nivel de expresion de proteinas solubles en sistemas bacterianos de E. coli
(Li et al., 2018). Actualmente, se han desarrollado modificaciones en la estructura de los plasmidos
pCold para optimizar los procesos de purificacién mediante el uso de etiquetas como GST, la etiqueta
de 6 histidinas (6xHis) y la etiqueta SUMO (Li et al., 2018; Nemergut et al., 2021; Lamer y Vederas,
2023; Okoto et al., 2023).

Finalmente, la optimizacion del promotor es un aspecto importante para lograr una produccién
adecuada de PR en E. coli. A pesar de que se cuenta con promotores fuertes como los T7 o tac los
cuales se caracterizan por inducir niveles altos de transcripcion, su uso de manera erréonea puede
generar consecuencias negativas como la saturacién metabolica de la célula huésped, lo que
compromete la solubilidad de la proteina. Por el contrario, promotores regulables o hibridos, como
los plasmidos pCold ofrecen la posibilidad de modular la expresiéon de manera mads controlada y
precisa (Qiao et al., 2019; Boontip et al.,, 2021). De forma que, la selecciéon del promotor no debe
enfocarse exclusivamente en maximizar la transcripcion, sino en lograr un equilibrio entre los
distintos pardmetros que consideren la estructura de la proteina, el nivel de expresion requerido, las
condiciones de cultivo y las aplicaciones biotecnoldgicas o terapéuticas de la PR.
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4.4 Optimizacion de la célula huésped: E. coli

El sistema de expresion en E. coli es uno de los mas importantes para la produccién de
proteinas recombinantes en bacterias. A partir de las cepas de E. coli K-12 y BL21 se han disehado

nuevas cepas con modificaciones genéticas que se describen en la Tabla 5. Cada una de estas cepas
modificadas tiene un objetivo especifico, por ejemplo: brindar mayor estabilidad del ARNm, un
control estricto de la expresion génica, ausencia de proteasas, mayor estabilidad del plasmido
recombinante, aumentar la capacidad para formar enlaces disulfuro, mayor capacidad para expresar
genes de tipo eucariota y la optimizacion de la expresion de proteinas toxicas o con codones raros
(Hayat et al., 2018; Rosano et al., 2019; Lozano Terol et al., 2021).

Tabla 5. Cepas de E. coli mas utilizadas en la produccién de proteinas recombinantes

Table 5. E. coli strains most used in the production of recombinant proteins

Cepa Derivacion Caracteristica Referencias
Expresion de proteinas de alto nivel y facil
BL21 B834 induccion. Deficiente en proteasas Lon y Gottesman, 1996
OmpT
Expresion de proteinas bajo el control del Daegelen et al., 2009
promotor de T7/deficiencia de proteasas Du et al., 2021
BL21(DE3) BL21 Lony OmpT. Heyde y Nerholm, 2021
Cepa mutante trxB deficiente de las
proteasas Lon y OmpT que facilita la .
BL21 trxB BL21 ., . Makino et al., 2011
formacion de enlaces disulfuro
citoplasmaticos.
Contiene el plasmido pLysS con el gen de
la lisozima, un inhibidor de la ARN
gy ma PGl g
y P q o . g, Agrawal et al., 2024
relativamente toxicos en la misma célula
bajo el control de un promotor de T7.
BL21-Codén El plasmido pRI(P)L mejora la expresion
de proteinas eucariotas que contienen Ojima-Kato, 2025
Plus (DE3)- BL21 pro otas —que co
RI(P)L. codones raros (AGG, AGA, AUA, CUA).
Mutante recA para aumentar la estabilidad i .
HMS174 K12 \te r P . Disela et al., 2023
del plasmido recombinante.
Ind 1 i d tef
JM83 K-12 neuee  a  searedlon e proteias Campbell et al., 1978
recombinantes en el periplasma.
A]uste/l los nfveles de expres.lcr)n de Mordo et al, 2022
Lemo21 BL21 proteinas mediante suplementacion con
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La mutaciéon en los genes trxB y gor
promueve la formaciéon de enlaces

Makino et al., 2011

Origami K12 disulfuro en el citoplasma en presencia de Kaplan et al, 2016
condiciones mas oxidantes.
Es deficiente de proteasas y aumenta la )
expresion de proteinas eucariotas que Ch@]an et al,, 2023
Rosetta BL21 contienen codones raros en E. coli (AUA, Incir y Kaplan, 2024
AGG, AGA, CGG, CUA, CCCy GGA).
Mejora la expresion de proteinas Zarkar et al., 2020
_ eucariotas que contienen codones raros y Morio et al., 2022
Rosetta-gami BL21 la mutante trxB/gor promueve la formacion Hajihassan et al., 2025
de enlaces disulfuro citoplasmaticos.
Se utiliza para la expresién de proteinas Deatherage et al., 2012
SoluBL21 BL21 solubles de mamiferos. Hata et al., 2013
Cepa mutante disenada para la Schlegel et al. 2015
C41(DE3) BL21 sobreexpresion de proteinas tdxicas y de Ni et al., 2020
membrana.
Doble mutante disefiada para la expresion
de proteinas de membrana. Tiene un Kwon et al., 2015
C43(DE3) BL21 represor Lac] mutado que se une mas Hsieh et al., 2017

tiempo al operador lac retrasando la
transcripcion de TZARNP.

Referencia: tomada y modificada de Rosano et al., 2019; Pouresmaeil y Azizi-Dargahlou, 2023.

Sistemas hibridos, como la cepa Rosetta-gami™ combinan las caracteristicas de las cepas Rosetta y
Origami, permitiendo tanto la provisién de ARNt para codones poco frecuentes como la expresion
de proteinas con enlaces disulfuro (Zarkar et al.,, 2020). Actualmente, la cepa BL21(DE3) contintia
siendo el huésped mas utilizado para la expresion de PR, gracias a sus multiples ventajas, como la
ausencia de proteasas que degradan la PR expresada. Sin embargo, uno de los principales retos en el
uso de estos sistemas procariotas es la elevada carga metabdlica asociada a la sobreexpresion, que
disminuye la tasa de crecimiento bacteriano, causando una disminucién en el rendimiento de la
proteina recombinante. En conclusion, a pesar de la amplia variedad de cepas bacterianas disponibles
en el mercado, es importante recalcar que no existe una cepa que sea considerada como universal, ya
que la eficiencia en la produccion de PR en el sistema de E. coli depende de una eleccion basada en
un analisis en el cual se consideran elementos como el tipo de vector de expresion, el tipo de promotor
y la capacidad metabolica de la célula huésped.
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4.5 Optimizacion de las condiciones de cultivo

La optimizacion de las condiciones de cultivo es un factor crucial para mejorar la expresion
de PR en E. coli. Diversos estudios han demostrado que la regulacion precisa de la disponibilidad de
oxigeno, del pH, de la fuente de carbono, de la composicion del medio y de la tasa de crecimiento
puede aumentar significativamente la eficiencia de producciéon de una PR (Zhang et al., 2022;
Eskandari et al., 2024). La alta densidad celular y un ambiente de restriccion de oxigeno en un cultivo
de E. coli altera el metabolismo de la bacteria y se forman productos de degradacién no deseados
como el acetato y etanol, que aumentan la toxicidad y afectan el crecimiento celular (Millard et al.,
2021; Qi et al., 2023).

El medio Luria-Bertani, también conocido como LB, es el mas utilizado para el cultivo de E. coli. Es
un medio rico en aminoacidos catabolizables, carece de azticares recuperables y su osmolaridad es
idonea para el crecimiento bacteriano en la fase logaritmica temprana (Wang et al., 2023). No
obstante, su capacidad para alcanzar altas densidades celulares es limitada, por lo que es necesaria
la adicién de otros componentes, como el extracto de levadura, peptona, glucosa, glicerol, asi como
sodio y cloruro de magnesio (MgClz), para obtener densidades celulares finales mas altas (Ganjave et
al.,, 2021). A pesar de que el medio LB es el mas utilizado en la industria, existen otras alternativas,
como el medio TB (Terrific Broth), SB (Super Broth) y el medio minimo M9, que son superiores al LB
para alcanzar densidades celulares mas altas (Packiam et al., 2020; Eskandari et al., 2024; Snoeck et
al., 2024).

En 2005 surgié uno de los grandes avances en la composicién de los medios: se incorporaron los
medios de autoinduccion (Studier, 2005). Estos sistemas de autoinduccion tienen varias ventajas
sobre los métodos clasicos para la expresion de proteinas recombinantes, dado que se elimina la
necesidad de interrumpir el cultivo o de utilizar inductores externos como el IPTG, un compuesto
que puede ejercer efectos citotoxicos en las células hospedadoras y que, econémicamente, es mas caro
que la lactosa (Studier, 2014; Dvorak et al., 2015; Tahara et al., 2021). En su lugar, estos sistemas
emplean una combinacién precisa y optimizada de fuentes de carbono basadas en glucosa, lactosa y
glicerol. Durante la fase inicial de crecimiento, la glucosa acttia como la fuente de carbono preferida,
inhibiendo el consumo de lactosa hasta su agotamiento, que normalmente ocurre en la parte media
o final de la fase logaritmica. Una vez agotada la glucosa, la célula comienza a metabolizar el glicerol
y la lactosa, siendo esta ultima responsable de la induccidon de la expresion proteica regulada por el
operdn lac (Kim et al., 2022). Este enfoque no solo evita la necesidad de monitorear y manipular la
biomasa para la adicion manual del inductor, sino que también ofrece una induccién altamente
reproducible y eficiente (Tahara et al., 2021; Abedin et al., 2024).

La optimizacion de la agitacion y la aireacion es fundamental en un cultivo de E. coli. Como se
menciond anteriormente, la limitacién de oxigeno en el sistema puede desencadenar toxicidad y
afectar el crecimiento celular. Sin embargo, esto se puede solucionar a través del aumento de la
velocidad de agitacion. Ademas, el volumen de un cultivo de E. coli debe ser menor o igual al 10 %
de la capacidad del matraz de agitacion (Takahashi y Aoyagi, 2020). Uno de los principales
problemas en la expresion de proteinas, en especial las de origen viral y eucariota, es la formacion
de IB. Las proteinas que se expresan como IB en E. coli son inactivas e insolubles, y tienen enlaces
disulfuro intramoleculares e intermoleculares erréneos (Singh et al., 2015; Kopp et al., 2023; Zhang
et al., 2022). Una de las multiples estrategias para evitar la formacion de los IB en el sistema de E. coli
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es reducir la temperatura del medio de cultivo entre 15 °C y 25 °C. La disminucién de la temperatura
favorece el plegamiento correcto de las proteinas recién sintetizadas, lo que les confiere mayor
estabilidad (Singh et al.,, 2015). De hecho, algunos estudios han reportado la expresion exitosa de
proteinas a temperaturas de hasta 4 °C y en procesos prolongados de hasta 72 horas, logrando asi
un plegamiento adecuado y minimizando la agregacién proteica (Bhatwa et al., 2021). Cabe destacar
que los ajustes relacionados con la adicién de inductores, cambios de temperatura, pH o aditivos a
la composicion inicial del medio de cultivo dependen totalmente de las caracteristicas de la proteina
de interés, asi como del sistema de expresion y la cepa huésped previamente seleccionada.

6. Conclusiones

El sistema de expresion procariota de E. coli se ha demostrado como uno de los mas eficaces
y versatiles para la producciéon de PR, y es ampliamente utilizado en diversos sectores por su bajo
costo y su simplicidad. Como se analizé en la presente revision, la obtencion de PR funcionales y
solubles depende de un equilibrio entre la célula huésped, la estructura del vector y las condiciones
de cultivo. La evolucién de sistemas de induccién clasicos a estrategias mas sofisticadas como medios
de cultivo basados en la autoinduccién, incorporacién de etiquetas de fusion y la ingenieria de
codones, ha permitido disminuir limitaciones como el sesgo de codones y la formacion de agregados
proteicos insolubles. Sin embargo, la deficiencia de modificaciones postraduccionales complejas y la
constante formacion de IB confirma que el sistema de expresion de E. coli no es un sistema universal,
sino una plataforma que requiere realizar ajustes dependiendo de la proteina de interés a expresar,
mediante la optimizacion del disefio de vectores, la seleccion de cepas especializadas y la
optimizacion de bioprocesos, con la finalidad de transformar dicho sistema en una plataforma de
produccién robusta y escalable para las proximas generaciones de productos biotecnologicos.
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Nomenclatura
AA Aminoacido
ADN Acido desoxirribonucleico

20



Murrieta-Leon et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XIX (2026): enero-diciembre, 2160

ARN Acido ribonucleico

ARNm Acido ribonucleico mensajero

ARNt Acido ribonucleico de transferencia

B. subtilis  Bacillus subtilis

C Extremo carboxi terminal

cspA Promotor de choque frio

E. coli Escherichia coli

FDA Administracién de Alimentos y Medicamentos
GRAS Generalmente Reconocido como Seguro

GST Glutation-S-transferasa

IB Cuerpos de inclusion

IMAC Cromatografia de afinidad a metales inmovilizados
IPTG Isopropil-3-D-1-tiogalactopirandsido

kDa Kilodalton

K. phaffii Komagataella phaffii

LB Medio Luria-Bertani

LPS Lipopolisacarido

MBP Proteina de unién a maltosa

MCS Sitio de clonacién multiple

N Extremo amino terminal

Ni-NTA Agarosa de acido Ni(II)-nitrilotriacético

ORF Marco de lectura abierto (del inglés, open reading frame)
ori Origen de replicacion

pCold Vector de expresion por choque frio

pET Vector de expresion

pH Potencial de hidrégeno

PR Proteina recombinante

S. cerevisiae  Saccharomyces cerevisiae

SB Super caldo

SUMO Modificador pequefio relacionado con ubiquitina
T7 Promotor del bacteriéfago T7

T7ARNP  ARN polimerasa del bacteriéfago T7

TB Medio liquido excelente

TrxA Tioredoxina A

B Beta
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Resumen

Los trastornos musculoesqueléticos (TME) representan un problema de salud laboral creciente en el
ambito de los trabajadores administrativos, asociado a posturas estaticas inadecuadas y condiciones
ergonomicas deficientes. El objetivo fue evaluar la prevalencia de TME y su asociacion con el riesgo
ergondmico en trabajadores administrativos universitarios. Se realizé un estudio observacional,
exploratorio y descriptivo de corte transversal con 40 trabajadores administrativos. La evaluacion de
TME se realizé mediante el Cuestionario Nordico de Kuorinka y el método ROSA para el riesgo
ergondmico. Se verifico la normalidad de los datos sociodemograficos y antropométricos mediante
la prueba de Shapiro-Wilk (a=0.05). Se utilizé Chi-cuadrado para analizar la asociacién entre TME y
regiones anatdmicas, y regresion logistica ordinal para evaluar la asociacion con variables
independientes (sexo, edad, IMC y riesgo ergondmico) con significancia de a=0.05 e intervalos de
confianza del 95 %. Los resultados evidenciaron una prevalencia general de TME del 95 %, siendo la
region lumbar la mas afectada (65 %), seguida de la cervical (60 %) y la espalda alta (35 %). El analisis
de riesgo ergonomico reveld que el 62,5 % de los trabajadores presento riesgo muy alto, el 22,5 %
alto y el 15 % extremo. No se observ6 asociacion estadisticamente significativa entre TME y los
riesgos ergondmicos de la estacion de trabajo, excepto en el hombro derecho. Estos hallazgos
proporcionan evidencia cientifica para identificar a trabajadores que requieren una intervencion
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ergondmica prioritaria, contribuyendo a la implementacion de estrategias preventivas especificas en
el entorno laboral del personal administrativo universitario.

Palabras clave: trastornos musculoesqueléticos, riesgo ergondmico, trabajadores administrativos,
salud laboral, Cuestionario Nordico Kuorinka, Método ROSA.

Abstract

Musculoskeletal disorders (MSDs) represent a growing occupational health problem in
administrative workers, associated with inadequate static postures and poor ergonomic conditions.
The objective was to evaluate the prevalence of MSDs and their association with ergonomic risk in
university administrative workers. An observational, exploratory, and descriptive cross-sectional
study was carried out with 40 administrative workers. The evaluation of MSDs was performed using
the Nordic Questionnaire and the ROSA method to assess ergonomic risk. The normality of the
sociodemographic and anthropometric data was verified using the Shapiro-Wilk test (a=0.05). Chi-
square was used to analyze the association between MSDs and anatomical regions, and ordinal
logistic regression was used to evaluate the association with independent variables (sex, age, BMI,
and ergonomic risk) with significance of a=0.05 and 95 % confidence intervals. The results showed
an overall prevalence of MSDs of 95 %, with the lumbar region being the most affected (65 %),
followed by the cervical region (60 %) and the upper back (35 %). Ergonomic risk analysis revealed
that 62.5 % of workers presented a very high risk, 22.5 % a high risk, and 15 % an extreme risk. There
was no statistically significant association between MSDs and ergonomic workstation hazards, except
in the right shoulder. These findings provide scientific evidence to identify workers who require
priority ergonomic intervention, contributing to the implementation of specific preventive strategies
in the work environment of university administrative staff.

Keywords: musculoskeletal disorders, ergonomic risk, administrative workers, occupational
health, Nordic Kuorinka Questionnaire, ROSA.

1. Introduccion

Los trastornos musculoesqueléticos (TME) representan una problematica de magnitud global
que tiene una repercusion econémica considerable, ya que afectan a aproximadamente 1710 millones
de personas en el mundo y constituyen la principal causa de discapacidad a nivel global (Molina
Aragonés et al., 2023). El dolor lumbar es una de las principales afectaciones a los trabajadores de
oficina, en donde las posturas inadecuadas, manipulacion incorrecta de cargas, tareas repetitivas y el
sedentarismo prolongado aumentan las molestias en cuello, espalda y extremidades superiores
(Putsa et al., 2022).

La complejidad etioldgica de los TME se caracteriza por su desarrollo gradual y multifactorial, lo que
hace que su diagndstico sea frecuentemente tardio. Diversos estudios han establecido una interaccion
entre las caracteristicas del trabajador como estilo de vida, sexo y las condiciones del ambiente fisico
y organizativo laboral (Echezuria 2013). La sintomatologia es variada, como fatiga, sensacion de peso,
dolor, entumecimiento, parestesias, rigidez, que afecta principalmente el cuello, tronco y
extremidades superiores e inferiores, y estos sintomas se relacionan con los riesgos derivados de las
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propias instalaciones, equipos y disefios de puesto de trabajo (Habibi et al., 2017; Besharati et al.,
2020).

La digitalizacion y el aumento del sedentarismo han transformado el trabajo de oficina. El trabajador,
en promedio, puede permanecer 10.6 horas diarias sentado frente a pantallas, lo que favorece
posturas estaticas y movimientos repetitivos, elevando el riesgo de desarrollar TME (Castro Garcia
et al,, 2021). La prevalencia del dolor lumbar en usuarios de equipos informaticos y personal de
oficina oscila entre 17 % al 64 %, por la influencia de multiples factores como los riesgos ergonoémicos
y psicosociales (Echezuria Marval et al., 2013; Sanchez Medina, 2018% Molina Aragonés et al., 2023).

El impacto de los TME se extiende mas alla de un padecimiento individual, llega a generar una carga
econdmica y sanitaria significativa en la Union Europea. Segiin la European Agency for Safety and
Health at Work (2019), los TME son un problema de salud relacionado principalmente con el trabajo,
afectando a aproximadamente tres de cada cinco trabajadores, generando ausentismo laboral y
pérdidas en la productividad, causando gastos para las empresas y los sistemas de salud. En México
son la principal causa de afos vividos con discapacidad, donde los principales trastornos son:
lumbalgia, dolor cervical, osteoartritis, artritis reumatoide que ocasionan en los trabajadores gran
discapacidad porque limitan la movilidad, deterioran la funcién articular, incrementan el dolor
crénico y el deterioro de la calidad de vida (Clark et al., 2023).

La evolucion hacia trabajos administrativos mas digitalizados ha intensificado los factores de riesgo
por las prolongadas posturas sedentarias que afectan al sistema osteomuscular, favoreciendo la
atrofia de fibras, la rigidez de las articulaciones en la circulacién local, generando micro lesiones y
dolencias crénicas en cuello y espalda baja, por lo que conocer los principales TME y los factores
ergonomicos criticos que pueden desencadenarlos como: silla sin soporte lumbar, ni ajustes de altura,
pies parcialmente suspendidos, distancia y altura de pantalla incorrecta, por lo que identificarlos es
necesario para poder disefiar e implementar acciones preventivas que mejoren la salud del sistema
musculoesquelético y optimicen el rendimiento laboral (Mohammadipour et al., 2018; Montoya
Dominguez y Cetre Palacios, 2022; Stefane et al., 2024).

Otros factores que se relacionan con los riesgos ergonomicos y que dependen de la configuracion de
la estacion de trabajo, son la insuficiencia de pausas activas, elevada carga de trabajo, prolongacion
de las jornadas frente al ordenador que esto favorece la cronificacion de los sintomas y en el personal
administrativo universitario se combina el uso intensivo de computadoras con jornadas extensas, por
lo que se convierten en trabajadores especialmente vulnerables a TME (Vernaza-Pinzén & Sierra-
Torres, 2005; Putsa et al., 2022).

En México, la normatividad vigente en la materia riesgos ergondmicos (STPS, 2018) recomienda la
aplicacion del Cuestionario Nordico de Kuorinka, que tiene como objetivo recolectar informacion de
nueve regiones anatomicas clave (cuello, hombros, codos, mufiecas/mafios, espalda alta y baja,
caderas, rodillas y tobillos/pies), que permiten evaluar de manera rapida, fiable y econémica la
presencia de dolor, molestias o limitacion funcional del dltimo afio y de la tltima semana de
actividades laborales, lo que genera una visiéon amplia de la sintomatologia crénica y aguda del
trabajador, que es esencial para disefiar estrategias preventivas y de seguimiento. En la evaluacion
del riesgo ergondmico el método Rapid Office Strain Assessment (ROSA), esta especificamente
orientado a los riesgos asociados con el trabajo en computadora, evaluado posturas inadecuadas y
factores de riesgo relacionados con el uso de equipos de oficina como el ratén, monitor, teclado, silla,
etc., que proporcionan informacion sobre la necesidad de una posible intervencién ergondmica por
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la priorizacion objetiva del riesgo ergonomico identificado (Matos y Arezes, 2015; Mohammadipour
et al., 2018).

Los factores de riesgo ergonomicos comunes identificados por el método ROSA estan relacionados
con la estacion de trabajo, posturas incdmodas y posiciones estdticas prolongadas, los cuales se
relacionan directamente con los TME (Cuestionario Nérdico de Korincua), como el dolor de cuello,
hombros y espalda baja, que es prevalente entre los trabajadores de oficina. Por lo anterior,
asociaciones de caracter mundial, como la International Labour Organization (ILO) y European
Agency for Safety and Health at Work (EU-OSHA), sefialan la importancia de realizar estudios que
combinen la evaluacion de los sintomas de los trabajadores y de los riesgos ergonémicos que estan
presentes dentro de su ambiente de trabajo para de esta manera disefiar y aplicar estrategias
ergonomicas adaptadas al contexto del area de trabajo general (Hulshof et al., 2021). Por ello, el
presente estudio evaluo la prevalencia de TME y los riesgos ergondmicos del personal administrativo
de una universidad, con el fin de establecer bases solidas para el disefio y la futura implementacion
de intervenciones ergondmicas preventivas.

2. Materiales y métodos

2.1 Disenio del estudio

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y analitico de corte transversal, con enfoque
cuantitativo, para caracterizar la prevalencia de TME, identificar los factores de riesgo ergondmicos
y evaluar las asociaciones entre ambos en trabajadores administrativos de una institucion de
educacion superior ubicada en Jalisco, México.

2.2 Poblacion de estudio

La poblacién objetivo del estudio estuvo compuesta por 42 trabajadores administrativos de
tiempo completo del departamento administrativo de la universidad. Los trabajadores desempefian
funciones relacionadas con la gestion académica, los recursos humanos, las finanzas y los servicios
generales. El tamafio de muestra se calculé utilizando la férmula de poblaciones finitas (n=40), con
un margen de error del 5 % y un nivel de confianza del 95 %, lo que asegurd una muestra
estadisticamente representativa. Los criterios de inclusion para los participantes fueron: trabajadores
con edad entre 18 y 65 afios, personal administrativo con mas de un afio de experiencia en el puesto,
empleados que desempefien exclusivamente funciones administrativas en la oficina y aceptacion
voluntaria de participacion mediante la firma del consentimiento informado. En los criterios de
exclusion, el personal administrativo en formacion o periodo de prueba y trabajadores con
incapacidad médica activa o licencia de ausencia durante el periodo de estudio.
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2.3 Instrumentos de medicion

Evaluacion de trastornos musculoesqueléticos

El Cuestionario Nordico de Kuorinka es un instrumento estandarizado y validado
internacionalmente para la deteccion de sintomas musculoesqueléticos en contextos de salud laboral
(Kuorinka et al., 1987; véase Material Suplementario). El cuestionario se basa en el historial de TME
en zonas del cuerpo (cuello, hombros, codos, mufiecas/manos, espalda superior, caderas/musculos,
rodillas y tobillos/pies), permitiendo evaluar la presencia de dolor, molestias o incomodidades en los
ultimos 12 meses y 7 dias, asi como su impacto funcional en las actividades laborales y cotidianas. En
el presente estudio se aplicé una version adaptada del Cuestionario Nordico de Kuorinka. El
cuestionario se aplicéd de forma digital mediante formularios electronicos en la plataforma Google
Forms, garantizando la confidencialidad y el anonimato de los participantes. La aplicacion fue
supervisada por un médico especialista en salud laboral para resolver dudas y asegurar la correcta
implementacion del instrumento.

Evaluacion del riesgo ergondmico

El método ROSA es especifico para su aplicacion en puestos de trabajo de oficinas
administrativas y evalla de manera sistematica los elementos que los componen, como sillas,
superficies de trabajo, pantallas, teclados, ratones y otros equipos de oficina. La puntuacién del
método ROSA oscila entre 1y 10, y establece cinco niveles de actuacidn seguin el nivel de riesgo del
lugar de trabajo (Tabla 1). De manera general, las puntuaciones de 5 o superiores representan un
nivel de riesgo alto que requiere de una intervencién inmediata (Pramono et al., 2022).

Tabla 1. Rangos de puntuacion del método ROSA.
Table 1. ROSA method scores rango.

Puntuacion Riesgo Nivel Actuacion

1 Inapreciable 0 No es necesaria actuacion

2;3;4 Mejorable 1 Pueden mejorarse algunos elementos del puesto
5 Alto 2 Es necesario actuacion

6,7,8 Muy alto 3 Es necesario actuar cuanto antes

9,10 Extremo _ Es necesaria la actuacion urgente

La evaluacion ROSA se realizd mediante la observacion directa del puesto de trabajo durante la
jornada laboral, complementada con registro fotografico para su posterior analisis detallado. Se
efectuaron mediciones manuales de las dimensiones del puesto de trabajo utilizando instrumentos
calibrados para su uso; adicionalmente, se realizaron breves entrevistas con los trabajadores para
aclarar aspectos especificos relacionados con su puesto de trabajo y las actividades que realizan
normalmente.
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2.4 Consideraciones éticas

El estudio fue desarrollado conforme a los principios éticos establecidos en la Declaracion de
Helsinki de la Asociacién Médica Mundial y las normativas mexicanas vigentes, incluyendo la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud y la NOM-012-SSA3-2012. Se obtuvo el
consentimiento informado de todos los participantes, garantizando la confidencialidad y el uso
exclusivo académico de los datos recopilados. Se establecieron acuerdos de confidencialidad con la
institucion participante y se asegurd el anonimato en el manejo de los datos personales, en
cumplimiento del Reglamento de la Ley Federal de Proteccién de Datos Personales en Posesion de
los Particulares.

2.5 Analisis estadistico

Los datos fueron capturados y procesados en hojas de calculo de Excel y analizados con
Minitab. Se realizé un analisis estadistico descriptivo para caracterizar la muestra, incluyendo
medidas de tendencia central y de dispersion para todas las variables cuantitativas. Se verific la
normalidad de las variables cuantitativas (edad, peso, talla e indice de masa corporal) mediante la
prueba de Shapiro-Wilk (a = 0.05). Si las variables no cumplian con la distribuciéon normal, se
analizaban mediante pruebas no paramétricas equivalentes. En el analisis de asociacién entre TME y
regiones anatomicas se utilizo la prueba de Chi-cuadrado. Posteriormente, se realizé un analisis
multivariado mediante regresion logistica ordinal para evaluar la asociacion entre las variables
independientes (sexo, edad, IMC y riesgo ergondmico) y la variable dependiente (TME). La bondad
de ajuste del modelo se evaluoé mediante pruebas de Pearson y desviacion (p>0.05). Los modelos de
regresion logistica se evaluaron a un nivel de significancia de a = 0.05 e intervalos de confianza del
95 % para los coeficientes estimados (odds ratio).

3. Resultados y discusion

Caracteristicas sociodemograficas y antropométricas de los trabajadores
administrativos.

La muestra estuvo compuesta por 40 trabajadores administrativos que cumplieron con todos
los criterios de inclusion. Se observé una marcada prevalencia femenina (80 %), hallazgo que coincide
con estudios previos en ambientes administrativos y refleja tanto la mayor concentracion de mujeres
en puestos administrativos como su vulnerabilidad a padecer TME (Bagheri y GHaljahi, 2019;
Rodrigues et al., 2019). La prueba de Shapiro-Wilk mostré que la variable talla fue la tinica con una
distribucion normal (p>0.100). Edad, peso e IMC presentaron p-valores cercanos o inferiores al punto
de corte, por lo que se aplicaron pruebas no paramétricas en los analisis posteriores (p < 0.05; Tabla
2). El indice de masa corporal (IMC) promedio fue de 24.91+5.03 kg/m?, indicando que se encuentra
en el limite superior del rango normal, con el 50 % de los trabajadores en peso normal, 37.5 % de
sobrepeso y 12.5 % de obesidad grado I. Estos datos son relevantes desde la perspectiva de ergonomia
ya que en estudios previos se ha incluido el IMC como un factor de riesgo modificable en la
generacion de los TME. Esto se explica por el incremento en la carga mecanica de las articulaciones
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y musculos, especialmente en la zona lumbar y rodillas, generando una menor resistencia fisica y
mayor tension ansidégena (Sanchez Medina, 2018; Rodrigues et al., 2019; Besharati et al., 2020).

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y antropomeétricas de la poblacion estudiada.
Table 2. Demographic and anthropometric characteristics of the study population.

Variable Media + DE Rango p-valor*®
Edad (afos) 38.05+9.36 26-59 0.020
Talla (cm) 164.6+9.19 150-186 >0.100
Peso (kg) 67.63 +15.11 41-120 0.040
IMC (kg/m?) 24.91+5.03 15.06-41.52 0.047

*p-valor de normalidad (Shapiro-Wilk)
Prevalencia de trastornos musculoesqueléticos

En el analisis del cuestionario Nérdico de Kuorinka, se evidenci6 una prevalencia general de
TME del 95 % en la poblacion estudiada (Fig. 1). La region lumbar present6 la mayor prevalencia de
sintomas (65 %), seguida por la region cervical (60 %) y la espalda alta (35 %). La distribucion se
mantuvo consistente tanto para los sintomas en los tltimos 12 meses y 7 dias. La cronicidad de los
sintomas se evidencio en la alta proporcion de casos que persistieron en la tiltima semana.

En los resultados de la aplicacion del cuestionario de Nordico de Kuorinka, se observé la prevalencia
alta de TME del 95 % del personal administrativo evaluado, provocando incapacidades en el 28 % de
la poblacién y en la tiltima semana el 53 % presenté algun tipo de molestia. En investigaciones previas
realizadas en entornos laborales sedentarios con uso de pantallas constante por mas de 4 horas
diarias, se ha reportado que las manos/murfieca derecha son frecuentemente la region corporal mas
afectada, seguida por la columna lumbar con afecciones superiores 90 % de la poblacién afectada
(Castro Garcia et al., 2021; Wicaksono et al., 2024; Nurul Fajria y Ismiyah, 2025).

La distribucion anatémica de los TME identificados en el estudio coincide con patrones
reportados, en los que la espalda baja, el cuello, la espalda alta y el hombro fueron las partes del
cuerpo mas afectadas. Estos patrones de afectacion sugieren que las demandas ergondmicas del
trabajo administrativo generan cargas biomecénicas similares, independientemente del contexto
cultural o geografico. La identificacion temprana de sintomas mediante este tipo de instrumentos
permite evidenciar la cronicidad en el estudio que es preocupante desde la perspectiva de salud
ocupacional, lo que generara en un futuro la importancia de realizar una intervencion para prevenir
la persistencia de estos sintomas (Mohammadipour et al., 2018; AlOmar et al., 2021).
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Figura 1. Prevalencia de trastornos musculoesqueléticos: Grupo 1: Dolor o molestia en los dltimos 12 meses;
Grupo 2: Incapacidad en los tltimos 12 meses; Grupo 3: presencia de molestias o dolor en los dltimos 7 dias.
Figure 1. Prevalence of musculoskeletal disorders: Group 1: pain or discomfort in the last 12 months; Group 2:
Disability in the previous 12 months; Group 3: presence of discomfort or pain in the last 7 days.

Evaluacion del riesgo ergondmico mediante el método ROSA

En el analisis del riesgo ergonémico de los distintos componentes del puesto de trabajo. La
estacion de trabajo esta compuesta por una silla de oficina, un escritorio, un monitor, un teclado, un
ratén y en algunos casos un teléfono de escritorio, en donde el trabajador realiza tareas de oficina
como entrada de datos, manejo de documentos, correos electrénicos y atencion a llamadas
telefénicas, y la iluminacion es principalmente artificial mediante luminarias de techo. Por lo cual
para la evaluacion del riesgo ergondmico se determiné la frecuencia relativa de varias de las
caracteristicas importantes como la evaluacion de la silla en donde la altura del asiento (43 %)
contaban con las rodillas flectadas a 90° aproximadamente, lo que ayuda a distribuir el peso corporal
minimizando la tensidn en las articulaciones de cadera y columna, en cambio el 20 % no presentaban
incluso contacto con el suelo lo que genera una mala posicion ergondmica. Con respecto a la
profundidad del asiento, el 75 % tenia asientos demasiado largos y no se podia ajustar la distancia de
la base. Con respecto al reposabrazos, el 42 % se encontraba a una altura adecuada, lo que permitia
al trabajador mantener los hombros relajados, mientras que el 58 % restante no contaba con las
dimensiones adecuadas. También se observé que ningtin reposabrazos era ajustable y que el 94 % de
estos eran de superficie dura o estaban dafiados, incluso algunos no contaban con reposabrazos. En
el caso del respaldo de la silla, se identifico que el 68 % de los respaldos se encontraban entre 95 y
110°, lo que representa un apoyo lumbar adecuado (Tabla 3). El disefio inadecuado de la estacion de
trabajo, como la altura inapropiada de la silla y la falta de accesorios ergondmicos, contribuye a una
postura deficiente y aumenta la tensién en el cuerpo (Salehi Sahlabadi et al., 2020; Iram et al., 2022).
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Tabla 3. Evaluacion del riesgo ergonémico de los componentes del puesto de trabajo en personal administrativo.
Table 3. Ergonomic risk assessment of job components in administrative coworkers.

Componente Parametro Adecuado (%) Inadecuado Observaciones adicionales

evaluado (%)

Altura del asiento ~ Flexion rodillas 90° 43 % 57 % 20 % sin apoyo plantar

Profundidad  del Distancia 25 % 75 % 0 % regulable

asiento apropiada

Reposabrazos Altura adecuada 42 % 58 % 0 % ajustable, 94 % superficie
dura/danada

Respaldo Angulo 95-110° 68 % 32% 28 % no utiliza respaldo

Pantalla Nivel visual 45 % 55 % 95 % maneja documentos sin

optimo atril

Teléfono Posicién neutral 74 %* 25 %* 86 % sin manos libres (*n=35)

Mouse Alineacion hombro 75 % 25% 100 % altura correcta

Teclado Muriecas rectas 68 % 32 % 93 % plataforma no ajustable

En la valoracion de la pantalla de su equipo de computo, el 55 % de las personas la usaban 30° por
debajo del nivel de los ojos y el 95 % maneja documentos y no cuenta con un atril para elevarlos, lo
que genera un esfuerzo ergonémico. En el uso del teléfono se observé que solo 35 trabajadores usan
teléfono, de los cuales el 74 % esta a menos de 30 cm y se usa alzado con la mano y el cuello neutral.
Resalta que el 86 % no tiene manos libres. Se observé que el 75 % de los trabajadores usan el ratén en
una posicién alineada con el hombro, todos a la misma altura que el teclado y sin apoyos duros en la
mufieca. El teclado se utiliza con las mufiecas rectas y los hombros relajados en el 68 % de los
trabajadores, pero las plataformas o teclados en los que se usan no son ajustables en el 93 % de los
casos.

Los resultados de la evaluacion de los componentes del puesto de trabajo evidencian deficiencias
ergondmicas, en particular la altura inadecuada del asiento, en la que el 20 % de los participantes no
tenian contacto con el suelo; esto genera compresion vascular y tension muscular en las extremidades
inferiores. La profundidad inadecuada de los asientos genera una postura estatica prolongada que
puede contribuir al desarrollo de TME en la region lumbar y las extremidades inferiores. Los
reposabrazos, por su parte, son fundamentales para mantener los hombros relajados y reducir la
tension en la region cervical y en el trapecio superior. Las pantallas, al estar en una posicion por
debajo del nivel de los ojos y el manejo de documentos sin atril, generan una flexion cervical sostenida
que contribuye al desarrollo del sindrome de cabeza hacia adelante y tension en la musculatura
cervical posterior. Todo esto al final genera una reduccion en la eficiencia laboral (Sonne et al., 2012;
Matos y Arezes, 2015; Habibi et al., 2017; de Barros et al., 2022).

En el andlisis del tiempo de exposicion a los componentes del puesto de trabajo de cada uno de los
accesorios en la jornada laboral (Tabla 4), los objetos que mas se utilizan son la silla y la pantalla, con
un promedio de mas de 4 horas diarias (95 %). Seguido por el raton y el teclado (85 %) y finalmente
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el uso del teléfono fue en menor tiempo con 1 hora (63 %). Una exposicion prolongada a estaciones
de trabajo mal configuradas se asocia con un incremento significativo de la prevalencia de TME,
particularmente en las regiones lumbar y cervical. El uso excesivo del raton y teclado es un factor de
riesgo importante, pero en menor medida que la silla y la pantalla, en general estos se asocian a
trastornos en extremidades superiores, particularmente en mufieca y antebrazo (Sonne et al., 2012;
Gallagher et al., 2023).

Tabla 4. Tiempo de exposicion de los componentes evaluados en el puesto de trabajo.
Table 4. Exposure time to the components evaluated at the workstation.

Equipo <1 hora (%) -4  horas (%) > 4 horas (%)
Silla 0 2 98

Pantalla 0 2 98

Mouse 3 12 85

Teclado 0 15 85

Teléfono 63 28 9

Clasificacion de los niveles de riesgo ergonémico

En general, los trabajadores que participaron en el estudio presentaron algin nivel de riesgo
ergonomico (Fig. 2) en donde el nivel muy alto se presento en el 62.5 % (n=25), el nivel alto en el 22.5
% (n=9) y el riesgo extremo en el 15 % (n=6), de la poblacion analizada. Estos resultados muestran
una distribucion alarmante de los niveles de riesgo ergonémico, en la que el 100 % de los trabajadores
presenta un nivel de riesgo, lo que sugiere la necesidad de una intervencion para mejorar las
condiciones ergonémicas de los trabajadores. Los trabajadores con riesgo extremo presentan una
mayor probabilidad de desarrollar TME incapacitantes ya que en estudios previos se ha descrito que
existe un riesgo 3.5 veces mayor de desarrollar TME severos comparado con aquellos de riesgo
moderado (Sonne et al., 2012; Kim et al., 2020; Salehi Sahlabadi et al., 2020).

Los periodos extendidos por pasar sentado sin descansos pueden llevar a molestias y problemas
musculoesqueléticos, particularmente en la espalda baja y la cintura, aunados a las posturas
incomodas y estaticas como encorvarse o inclinarse hacia adelante, son factores de riesgo comunes
que el método ROSA puede identificar (Mardi et al., 2015; Ridhosari et al., 2024).
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Figura 2. Distribuciéon de los niveles de riesgo ergondmico en trabajadores administrativos.
Figure 2. Levels of ergonomic risk in university administrative personnel.

Asociacion entre TME y riesgo ergonomico

El analisis de la asociaciéon mediante la prueba de Chi-cuadrado demostr6 que, en la mayoria
de las regiones anatomicas no se encontrd evidencia estadistica de asociacion entre TME y los niveles
de riesgo ergonomico, excepto en el hombro derecho, donde si existe una asociacion significativa.
(Tabla 5). Utilizando el valor critico determinado de 5.99 la tnica hipdtesis nula que no se rechazo
fue en la posicion anatémica del hombro derecho, presentando una distribucion entre los niveles de
riesgo alto, muy alto y extremo. La muestra analizada estadisticamente no evidencié que los TME
dependan del nivel de riesgo ergondmico.

La alta prevalencia observada en los TME de cervicales y zona lumbar, aunque no presentaron
asociacion estadisticamente significativa con los niveles de riesgo ergonoémicos analizados por el
método ROSA, sugiere que otros factores no evaluados por este método podrian estar influyendo en
su desarrollo. La asociacion estadisticamente significativa entre los TME de hombro derecho y los
niveles de riesgo ergondmico, se puede explicar por la naturaleza especifica de las tareas
administrativas que requieren movimientos repetitivos del miembro superior dominante,
especialmente por el uso prolongado del ratén y la manipulacion de documentos. En cambio, las
regiones anatdmicas con mayor prevalencia de TME (zonas lumbar y cervical) no mostraron
asociacion estadisticamente significativa con los niveles de riesgo del método ROSA. En el estudio
realizado por Liebregts et al. (2016), encontraron datos similares en donde el método subestimé el
riesgo de TME en estas regiones comparado con métodos mas especificos como el RULA (Rapid
Upper Limb Assessment). Por otro lado, Mohammadipour et al. (2018) en su investigacion
relacionaron que los TME cervicales en trabajadores de oficina estdn mas relacionados con factores
psicosociales, carga de trabajo y pausas inadecuadas que con la configuracion fisica del puesto de
trabajo evaluada por ROSA.
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Tabla 5. Asociacion entre trastornos musculoesqueléticos y niveles de riesgo ergonémico por region anatomica.
Table 5. Association between musculoskeletal disorders and ergonomic risk levels by anatomical region.

TME presentes por parte Distribucion de frecuencias por nivel de riesgo Prueba de Chi
anatémica Alton=9  Muy alto n=25 Extremo n=6 cuadrado
Cuello cervical 56 % 60 % 67 % 0.19
Hombro derecho 44 % 12 % 50 % 6.07
Hombro izquierdo 33 % 20 % 33 % 0.89
Codo derecho 11 % 4% 17 % 1.34
Muneca derecha 22 % 28 % 17 % 0.38
Espalda alta 22 % 36 % 50 % 1.25
Espalda baja 67 % 72 % 33 % 3.19

Una o ambas caderas/ piernas 22 % 20 % 17 % 0.07

Una o ambas rodillas 33 % 28 % 33 % 0.13

Uno o ambos tobillos 22 % 8 % 17 % 1.34
Cualquier area anatdmica 100 % 92 % 100 % 1.26

Grados de libertad (df) = 2; valor critico x2 = 5.99. Nivel de significancia a = 0.05; riesgos ergondmicos
categorizados segin el método ROSA: alto, muy alto, extremo. n=40.

El hombro derecho fue la tinica regidon con asociacion significativa con los TME, se desarrollé un
modelo de regresion logistica ordinal para evaluar la contribucién de variables sociodemograficas
(edad, sexo, IMC) y de riesgo ergonomico a la severidad de TME de hombro derecho. El modelo
presentd una excelente bondad de ajuste: prueba de Pearson X2=76.72 (p=0.996) y la prueba de
desvianza: X2=53.31, (p=1.00). Las variables como la edad, el IMC y el sexo no mostraron una
asociacion significativa con la severidad del TME de hombro. Se realizé la evaluacién de los
diferentes niveles de riesgo del método ROSA, en donde el nivel de riesgo alto presento6 un coeficiente
de odds ratio (OR) de 5.4 en comparacion con otras categorias de riesgo para la prediccion de la
severidad de TME del hombro derecho.

4. Conclusiones

El estudio documenta una prevalencia muy elevada de TME en trabajadores administrativos
universitarios, con afectacion predominante en regiones lumbares y cervicales, y un riesgo
ergondmico muy alto en la mayoria de la poblacion estudiada. Sin embargo, los analisis estadisticos
muestran ausencia de una asociacion significativa entre factores de riesgo ergondmico y la mayoria
de los TME, con excepcion del hombro derecho. Esta disociacion sugiere que la etiologia es
multifactorial y no se explica completamente por factores ergondmicos aislados de la estacion de
trabajo. Con la identificacion de trabajadores con alto riesgo ergondmico, se cuenta con un indicador
relevante para proponer una intervencion, en particular. Por otro lado, la ausencia de asociacion en
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otras regiones corporales implica que intervenciones ergondmicas exclusivamente centradas en el
redisefio de las estaciones de trabajo podrian tener un impacto limitado si no abordan
simultdneamente determinantes psicosociales y organizacionales. Se recomienda realizar estudios
posteriores con abordajes multimodales para esclarecer la etiologia de TME en entornos
administrativos. En este contexto la vigilancia médica sistematizada y la optimizacién ergonémica
constituyen estrategias aplicables basadas en los hallazgos actuales.
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Material complementario

Cuestionario Nordico Kuorinka

El cuestionario Nérdico Kuorinka es un instrumento de medicion validado internacionalmente para
la evaluacion de trastornos musculoesqueléticos, permite identificar la presencia y severidad de

sintomas en diferentes regiones del cuerpo durante periodos especificos de tiempo.

Nota metodoldgica: Este cuestionario corresponde a la version aplicada en el estudio. El cuestionario
ndrdico Kuorinka incluye preguntas adicionales sobre hospitalizacion, reportes médicos e
interferencia en actividades no laborares, la presente investigacion se utilizé una versién adaptada
que ha sido utilizada en otros estudios la cual se enfoca en la detecciéon de sintomas

musculoesqueléticos y su impacto en actividades laborales normales.

Las regiones corporales evaluadas son cuello, hombros, espalda superior, codos, espalda inferior,

mufiecas/manos, caderas/muslos, rodillas y tobillos/pies
Cuestionario general

Seccion 1: Informacion demografica y laboral y pregunta principal

Fecha consulta Sexo (E/M) Afo nacimiento Peso (kg)
F__M__
Talla (m) Afnos en el trabajo actual Meses en el trabajo actual Horas/semana
(En algiin momento durante los Gltimos No Si Lateralidad

12 meses, ha tenido problemas (dolor,

molestias, disconfort) en:

Cuello O O N/A
Hombro O O IzqO Der
Codo O O IzqO DerO
Muieca O O IzqO Derd
TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, e2046 https://revistascientificas.uach.mx/index.php/tecnociencia
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Espalda alta (region dorsal) O O N/A
Espalda baja (region lumbar) O d N/A
Una o ambas caderas/piernas O O N/A
Una o ambas rodillas O O N/A
Uno o ambos tobillos/pies O O N/A
N/A No aplica
Seccion 2

La segunda seccion solo se aplica si se ha respondido afirmativamente a la pregunta inicial de la
primera seccion, respecto a la presencia de dolor, molestia o disconfort en algiin momento durante

los 12 meses anteriores

1. ¢Enalgin momento durante los tltimos 12 meses ha tenido impedimento para hacer su trabajo
normal (en casa o fuera de casa) debido a sus molestias?

2. ;Hatenido problemas en cualquier momento de estos tltimos 7 dias?

Cada pregunta se responde de cuerdo con las regiones evaluadas en el cuestionario
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Resumen

A nivel mundial, cada afio se pierden o desperdician de 1.050 a 1.300 millones de toneladas de
alimentos. La recuperacion de excedentes es una estrategia clave para la sostenibilidad de los
sistemas agroalimentarios, y la seguridad alimentaria y nutricional de poblaciones vulnerables. El
objetivo de esta investigaciéon fue analizar las tendencias de recuperacion en el departamento de
Antioquia, Colombia, con datos de la Fundacién SACIAR (programa REAGRO), caracterizando
dinamicas por tipo de alimento, temporalidad y distribucién territorial. Se realizé un estudio
observacional y analitico con informacion secundaria del programa REAGRO, siguiendo criterios
STROSA para garantizar la calidad del dato. El analisis estadistico y grafico se desarrollé en Python
(3.11) mediante las librerias pandas, matplotlib y seaborn; se aplico un modelo SARIMA para
predecir el comportamiento futuro de la recuperacion. Se identificaron patrones estacionales con
picos entre febrero-mayo y octubre, y menor recuperacion en agosto-septiembre. Frutas y tubérculos
(especialmente banano y zanahoria) representaron los mayores volimenes. Los resultados
evidencian oportunidades para la valorizacion tecnoldgica de excedentes y el fortalecimiento de
estrategias territoriales en seguridad alimentaria.

Palabras clave: desperdicio de alimentos, excedente de alimentos, seguridad alimentaria, sistema
agroalimentario sostenible, suministro de alimentos
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Abstract

Globally, between 1.05 and 1.3 billion tonnes of food are lost or wasted annually. Food surplus
recovery is a key strategy for the sustainability of agri-food systems and the food and nutritional
security of vulnerable populations. The objective of this research was to analyze recovery trends in
the department of Antioquia, Colombia, using data from the SACIAR Foundation (REAGRO
program), characterizing dynamics by food type, seasonality, and territorial distribution. An
observational and analytical study was conducted using secondary information from the REAGRO
program, following STROSA criteria to ensure data quality. Statistical and graphical analysis was
developed in Python (3.11) using the pandas, matplotlib, and seaborn libraries; a SARIMA model
was applied to predict future recovery behavior. Seasonal patterns were identified with peaks
between February-May and October, and lower recovery in August-September. Fruits and tubers
(especially bananas and carrots) accounted for the highest volumes. The results highlight
opportunities for the technological valorization of surpluses and the strengthening of territorial food
security strategies.

Keywords: food waste, food surplus, food security, sustainable agri-food system, food supply

1. Introduccion

La seguridad alimentaria y nutricional es un desafio global que abarca el acceso, la
disponibilidad y la utilizacién de alimentos suficientes, seguros y nutritivos para garantizar una vida
saludable. Sin embargo, uno de los principales obstaculos para alcanzarla es la pérdida y desperdicio
de alimentos, un problema que afecta tanto a paises desarrollados como en desarrollo. A nivel
mundial, se estima que aproximadamente un tercio de los alimentos producidos para consumo
humano se pierde o desperdicia cada afio, lo que equivale entre 1.050 a 1.300 millones de toneladas
(Brennan y Browne, 2021; United Nations Environment Programme, 2024). Esta pérdida o
desperdicio no solo representa una pérdida econdmica significativa, sino que también agrava la
inseguridad alimentaria al reducir la disponibilidad de alimentos para las poblaciones mas
vulnerables.

La pérdida de alimentos ocurre en las etapas iniciales de la cadena de suministro —desde la
produccién, postcosecha, almacenamiento y procesamiento—, mientras que el desperdicio se
presenta en las etapas finales, como la distribucion y el consumo. En los paises de ingresos altos, la
mayor parte del desperdicio ocurre en los niveles de consumo y distribucién, principalmente debido
a practicas ineficientes de compra, almacenamiento y uso de los alimentos en los hogares y
restaurantes. En contraste, en los paises de ingresos bajos y medianos, las pérdidas suelen
concentrarse en las primeras etapas de la cadena de suministro, particularmente debido a
deficiencias en infraestructura, refrigeracion y transporte (Caldeira et al., 2019; Brennan y Browne,
2021).

Ademads del impacto en la seguridad alimentaria y nutricional, la pérdida y el desperdicio de
alimentos tienen consecuencias ambientales y econdmicas significativas. La produccion de estos
alimentos requiere grandes cantidades de agua, tierra, energia y otros recursos naturales, lo que
genera una huella ecoldgica considerable. De acuerdo con Sarangi et al. (2024), la reduccion de la
pérdida y desperdicio de alimentos no solo podria mejorar la seguridad alimentaria y nutricional
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global, sino también contribuir a mitigar el cambio climatico y reducir la presion sobre los sistemas
agricolas.

En Colombia, la situacién es igualmente preocupante. Segin el Departamento Nacional de
Planeacion (2016), se pierden y desperdician anualmente alrededor de 9,76 millones de toneladas de
alimentos, lo que representa aproximadamente el 34 % de la oferta nacional disponible. Este
fendmeno es alarmante si se considera que, de acuerdo con el Programa Mundial de Alimentos
(2023), cerca de 15,5 millones de colombianos se encuentran en inseguridad alimentaria, de los cuales
2,1 millones estan en situacion severa y 13,4 millones en situaciéon moderada. Esta dualidad entre
abundancia y carencia subraya la necesidad de implementar estrategias efectivas para reducir el
desperdicio y mejorar la distribucion de alimentos en el pais.

Considerando este panorama, la recuperacion de alimentos emerge como una estrategia clave para
abordar este desafio. Este enfoque busca aprovechar los excedentes agricolas generados a lo largo
de la cadena agroalimentaria, evitando que productos aptos para el consumo humano terminen
desechados. Los bancos de alimentos desempefian un papel fundamental en este proceso al articular
la oferta de alimentos excedentes con la demanda de instituciones de asistencia social, optimizando
la logistica de recoleccion, almacenamiento y distribucién. Su funcion se alinea con politicas publicas
orientadas a combatir la desnutriciéon y promover modelos de economia circular y sistemas
agroalimentarios sostenibles; en el caso de la Asociacion de Bancos de Alimentos de Colombia
(ABACO) la red promueve el rescate de los excedentes alimentarios del sector agropecuario,
industrial, comercial, hotelero, restaurantes, y personas locales; garantizando su distribucion a
poblacién en situacion de vulnerabilidad. (Alzate Yepes y Orozco Soto, 2021; ABACO Colombia,
2026).

Antioquia, uno de los principales departamentos productores de alimentos en Colombia, enfrenta
desafios significativos en términos de seguridad alimentaria y nutricional. Segtin informes recientes,
aproximadamente el 40 % de las familias antioquefias experimentan algin grado de inseguridad
alimentaria. Esta situacion es especialmente preocupante en Medellin, donde se estima que
diariamente se desechan alrededor de 865 toneladas de comida, configurando una relacion
paraddjica entre disponibilidad y escasez de alimentos. Este desbalance no solo evidencia fallas en
los sistemas de distribucion y aprovechamiento de excedentes, sino que posiciona la recuperacion
de alimentos como un componente estratégico para articular politicas publicas de seguridad
alimentaria, sostenibilidad ambiental y eficiencia del sistema agroalimentario. Fortalecer estos
mecanismos no constituye tinicamente una acciéon compensatoria, sino una intervencion estructural
con potencial para reducir pérdidas, mejorar el acceso a alimentos y mitigar simultdneamente
impactos sociales y ambientales en la region. (FAO,FIDA, OPS, PMA y UNICEEF, 2023; Gobernacion
de Antioquia, 2023; Caja de Compensacion Comfama, 2025).

La recuperacion de excedentes agricolas se entiende como el conjunto de procesos mediante los
cuales alimentos aptos para el consumo humano, pero excluidos de los canales comerciales
convencionales por razones de sobreproduccion, criterios estéticos, fluctuaciones de mercado o
limitaciones logisticas, son rescatados y reinsertados en circuitos de aprovechamiento social. En el
caso del programa REAGRO del Banco de Alimentos Fundacién SACIAR, este proceso se basa
principalmente en la donacion voluntaria de productores agricolas, complementada por acciones de
acopio, clasificacién, almacenamiento y redistribucion realizadas por la fundacion hacia
organizaciones sociales y poblaciones en situacion de vulnerabilidad. Esta estrategia busca reducir



Gémez—Velﬁisquez et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, e2136

pérdidas a lo largo de la cadena agroalimentaria, mejorar el acceso a alimentos y contribuir a la
sostenibilidad ambiental.

En este contexto, la presente investigacion tiene como objetivo analizar la recuperacion de excedentes
agricolas en Antioquia a partir de la informacion del programa REAGRO del Banco de Alimentos
Fundacion SACIAR. Mediante un enfoque cuantitativo, se identifican patrones de recuperacion por
tipo de alimento, municipios de origen y periodos de cosecha, con el fin de caracterizar las dinamicas
territoriales de recuperacion y aportar evidencia que contribuya al disefio de politicas publicas y
estrategias sostenibles. Se plantea como hipotesis que la recuperacion de excedentes presenta
patrones estacionales y geograficos definidos, cuya comprension puede fortalecer la seguridad
alimentaria regional y optimizar el aprovechamiento de los recursos agroalimentarios.

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

El estudio utiliz6 informacion secundaria proveniente de las bases de datos suministradas
por la Fundacién SACIAR y la Asociacion de Bancos de Alimentos de Colombia (ABACO), entidades
responsables de la operacion del programa REAGRO en el departamento de Antioquia.

Estas bases contenian informacién detallada sobre los productos alimentarios recuperados entre
2018 y 2024, incluyendo: tipo de alimento (Condimentos, Frutas, Granos, Tubérculos, raices y
platanos; Verduras y hortalizas), cantidad (en toneladas), municipio o subregién de procedencia,
fecha de recuperacion y beneficiario final.

En total se analizaron 36.979 registros que consolidan la informacién de las actividades de
recuperacion realizadas en la region.

2.2 Métodos

Procedimiento experimental

Se desarrollé un estudio observacional, analitico, transversal y de fuente secundaria, cuyo
proposito fue evaluar los patrones de recuperacion de alimentos agricolas registrados en el
programa REAGRO en el departamento de Antioquia (Colombia).

Aspectos éticos

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Investigacion e Innovacion de la
Facultad de Ciencias de la Nutricién y los Alimentos de la Universidad CES, y posteriormente
avalado por el Comité de Etica de la misma institucion.
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De acuerdo con los lineamientos éticos colombianos para investigaciones con datos secundarios
(Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia), fue clasificado como un estudio sin
riesgo. Se garantizo la confidencialidad y el anonimato de la informacién analizada.

Disefio experimental y analisis de datos

Dado que se trata de un andlisis de datos secundarios, se empleé como marco de referencia
la guia STROSA (STandardized Reporting Of Secondary data Analyses), que proporciona
lineamientos para asegurar la calidad, trazabilidad y transparencia en el uso de informacién
secundaria (Swart et al., 2016). Esta guia fue aplicada en la validacion estructural de la base de datos
y en los procesos de limpieza, filtrado y tratamiento estadistico.

El analisis se efectu6 utilizando el software Python (version 3.11) con las bibliotecas pandas,
matplotlib y seaborn para el procesamiento y visualizacion de los datos. Inicialmente, se realizd la
estandarizacién de variables, homogeneizacion de categorias, correccién de errores de digitacién y
tratamiento de valores faltantes. Posteriormente, los datos se agruparon por mes y categoria de
alimento, calculandose las frecuencias absolutas y relativas de recuperacion, asi como los promedios
mensuales en toneladas.

El conjunto de datos fue sometido a un proceso de verificacién preliminar en el cual se evalud la
presencia de valores faltantes y la consistencia de las variables estructurales. No se identificaron
valores perdidos (NA) en las variables de fecha, categoria o cantidad recuperada, por lo que no fue
necesario aplicar imputacion ni eliminar registros. La inspeccion de valores extremos mediante
boxplots y revision cronolédgica reveld fluctuaciones que corresponden a picos reales de recuperacion
asociados a variabilidad operativa, por lo que no se aplicaron procedimientos de correccion o filtrado
de outliers.

Se construyo una serie de tiempo mensual con los datos de toneladas totales recuperadas entre 2018
y 2024. La estructura de la serie fue analizada mediante descomposicion aditiva en tendencia,
estacionalidad y componente irregular. Posteriormente, se compararon los modelos Holt-Winters y
SARIMA, incorporando estacionalidad anual (12 meses), seleccionando el modelo con mejor ajuste
segun el error cuadratico medio (RMSE). El modelo SARIMA ajustado fue empleado para proyectar
el comportamiento mensual de recuperacion durante el afio 2025.

La informacion se representd mediante tres tipos principales de gréficos:

1. Grafico de barras apiladas por categoria de alimento (frutas, verduras, tubérculos, granos
y condimentos), mostrando la distribuciéon porcentual mensual junto con una linea de
tendencia que representa el promedio mensual total recuperado (en toneladas).

2. Grafico de barras apiladas por producto especifico, centrado en los cinco alimentos mas
recuperados (banano, zanahoria, aguacate Hass, naranja y granadilla), con un orden fijo de
visualizaciéon y una linea de tendencia que refleja el promedio mensual conjunto de estos
productos.

3. Graficos de tendencia lineal para la evaluacion de supuesto en el modelo de series de
tiempo.
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En cuanto ala dimension territorial, la base de datos original proveniente del sistema de informacion
de REAGRO incluye un conjunto de registros donde el origen del alimento no se reporta a nivel
municipal, sino como una subregion agregada, especialmente en las categorias “Uraba” y “Norte”.
Estas agregaciones territoriales provienen directamente del sistema de registro y no de decisiones
analiticas de los autores. Por esta razén, y con el fin de preservar la trazabilidad de la informacion
original, no se realizaron desagregaciones ni reclasificaciones adicionales, y los valores fueron
mantenidos exactamente como fueron reportados por las fuentes operativas. Esta decision evitd
introducir supuestos no verificables sobre la redistribuciéon municipal de los volimenes recuperados
y garantiza la reproducibilidad del andlisis al conservar la estructura territorial original. Ademas,
dado que el proposito del modelo de series de tiempo fue estimar el comportamiento agregado
mensual total de recuperacion anivel departamental, estas agregaciones no interfieren con la validez
del analisis formal.

Con la finalidad de garantizar la trazabilidad y la reproducibilidad del analisis, todos los datos
utilizados en este estudio fueron depositados en un repositorio de acceso abierto en Zenodo. El cual
se encuentra disponible ptblicamente bajo el DOI: 10.5281/zenodo.17644284, lo que permite la
verificacién independiente del proceso analitico y facilita su reutilizacién en investigaciones futuras.
En particular, la informacion analizada corresponde a registros operativos agregados, lo que impide
la identificacion de algunos determinantes individuales o municipales en los casos donde el origen
del alimento se reporta a nivel de subregion. Adicionalmente, al tratarse de un analisis retrospectivo
basado en datos secundarios, los resultados dependen de la calidad y consistencia del sistema de
registro original. Estas limitaciones, sin embargo, no comprometen la validez del analisis temporal
agregado, pero deben ser consideradas al interpretar los resultados y al extrapolar los hallazgos a
otros contextos territoriales.

Todos los resultados fueron expresados graficamente con interpretacion estadistica orientada a
identificar patrones de recuperacion estacionales, territoriales y por tipo de alimento, asi como su
potencial aprovechamiento en estrategias de seguridad alimentaria y sostenibilidad agroalimentaria.

3. Resultados y discusion

El analisis porcentual mensual de la recuperacion de alimentos por categoria evidencid
comportamientos estacionales posiblemente coincidentes con periodos de cosecha marcados a lo
largo del ano (Fig. 1). Los puntos mas bajos de recoleccion se presentaron en enero y febrero, lo cual
podria estar asociado a ciclos productivos, climaticos o logisticos que afectan la disponibilidad y
recolecciéon de excedentes en esos meses. En contraste, octubre mostré el pico mas alto de
recuperacion total, destacandose como un mes estratégico para la consolidacion de excedentes.

Las frutas y los tubérculos, raices y platanos dominaron el panorama mensual de recuperacion. Su
alta participacion constante mes a mes refleja no solo su abundancia como excedente agricola, sino
también su potencial nutricional y versatilidad para ser aprovechados. Estos productos, al mantener
niveles de recuperacion estables y altos, representan una oportunidad clave tanto para el sector
publico como privado en el desarrollo de productos alimentarios funcionales, suplementos o
raciones nutricionales destinadas a poblaciones en situacion de inseguridad alimentaria.

El comportamiento estacional identificado sugiere una posible influencia de los ciclos de cosecha. En
la literatura se reportan patrones anadlogos en distintos contextos geograficos. Por ejemplo, en
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regiones templadas se observa que los meses de cosecha abundante conllevan mayores excedentes
recuperables; un analisis mostré aumentos significativos en el desperdicio de frutas y verduras en
verano comparado con invierno debido a la sobreoferta estacional de productos frescos en diferentes
paises de bajos ingresos (Bisht y Singh, 2024). De manera similar, estudios en paises tropicales
sugieren que los picos de produccion tras las temporadas lluviosas elevan los excedentes, mientras
que en los periodos intermedios la oferta disminuye (Zhu et al., 2023).

El patrén de comportamiento mostrado para Antioquia, con un maximo en octubre y con valores un
poco menores pero constantes en noviembre y diciembre, podria relacionarse con cosechas de fin de
ano y también con la demanda variable durante las festividades. Cabe destacar que durante las
fiestas navidefias se incrementa el consumo, pero también el desperdicio; estudios sefialan aumentos
significativos de desperdicio durante las festividades religiosas o culturales debido a compras
excesivas y a una menor eficiencia en el consumo (Abdulan et al., 2023; Hassan y Low, 2024).

Los datos revelan que frutas, platanos y tubérculos conforman la mayor parte de los excedentes
agricolas recuperados con una media de recuperacion superior a las 240 toneladas mes a mes, lo cual
es consistente con las tendencias globales de pérdidas y desperdicios alimentarios. La FAO y otros
organismos internacionales sefiala que las frutas, verduras y raices/tubérculos son los alimentos con
mayores indices de pérdida postcosecha a nivel mundial, representando aproximadamente el 45-50
% de los alimentos perdidos o desperdiciados (Zhu et al., 2023). En la Unién Europea, por ejemplo,
mas de la mitad del desperdicio alimentario doméstico corresponde a frutas y vegetales, y a nivel
global se estima que cerca del 45 % de las frutas y hortalizas producidas termina desperdicidandose
(Lau et al., 2021a).
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Figura 1. Distribucion porcentual de alimentos recuperados por categoria y promedio mensual total (Ton) 2018-
2024.
Figure 1. Percentage distribution of recovered foods by category and monthly average total (tonnes) 2018-2024.
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Al discriminar segun los cinco principales productos recuperados mes a mes (Banano, zanahoria,
aguacate, naranja y granadilla), se observaron picos significativos en mayo y octubre, indicando una
mayor disponibilidad de este tipo de excedentes en estos meses (Fig. 2). En la tabla 1 se realiza un
analisis descriptivo para el comportamiento de las donaciones registradas mes a mes, observando
que el banano presentd los valores mas altos de donacién mensual en comparacion con los demas
productos, con un promedio de donacion de hasta 6,9 toneladas en octubre y un maximo absoluto
de 19,83 toneladas en ese mismo mes, superando significativamente los picos de donacién de
productos como la zanahoria (maximo: 12,87 ton) y la naranja (méaximo: 9,56 ton). Este hallazgo
evidencia una alta disponibilidad estructural y posiblemente una eficiencia logistica en su
recuperacién, es el principal candidato para estrategias de valorizacion agroindustrial o
formulaciones tecnoldgicas. A lo largo del afio, el banano y la zanahoria destacaron por sus altos
volimenes de recuperacion mensuales, consolidandose como productos clave en las estrategias de
aprovechamiento de excedentes agricolas para esta region.

El banano es una fuente rica en carbohidratos; ademas, aporta fibra dietética, potasio, vitamina B6 y
vitamina C. Estos nutrientes contribuyen al mantenimiento de la funcién muscular, la salud
cardiovascular y el sistema inmunolégico (Afzal et al., 2022). Por su parte, la zanahoria es reconocida
por su alto contenido de beta-caroteno, precursor de la vitamina A, esencial para la salud visual y el
sistema inmunoldgico. La zanahoria también es fuente de fibra, vitamina K1, potasio y antioxidantes
como la luteina (Ikram et al., 2024). La disponibilidad constante y las propiedades nutricionales del
banano y la zanahoria los posicionan como materias primas clave para el desarrollo de
complementos alimentarios y productos nutricionales. Su inclusién en programas de asistencia
alimentaria y politicas publicas de seguridad alimentaria y nutricional podria mejorar la calidad
nutricional de las dietas en poblaciones vulnerables, aprovechando eficientemente los excedentes
agricolas y contribuyendo a la reduccion de la inseguridad alimentaria y nutricional.

Tabla 1. Descripcién de las donaciones recibidas para los cinco principales productos recuperados y su
comportamiento mensual.
Table 1. Description of donations received for the five main recovered products and their monthly behavior.

Banano Zanahoria Aguacate Hass Naranja Granadilla
Mes Estadistico
Valores en toneladas (ton)

Media 4.40 0.80 1.05 2.37 0.46

Mediana 5.71 0.09 0.50 1.72 0.09
Enero

Max 11.60 8.28 9.81 9.56 9.00

Min 0.008 0.006 0.006 0.01 0.001

Media 4.13 0.65 0.76 1.88 0.23

Mediana 4.55 0.10 0.31 1.46 0.09
Febrero

Max 14.90 8.24 7.00 7.54 3.50

Min 0.01 0.007 0.002 0.01 0.002

Media 3.91 0.51 0.18 2.08 0.21

Mediana 4.20 0.09 0.10 1.74 0.08
Marzo

Max 14.9 8.55 2.91 8.40 3.20

Min 0.006 0.002 0.002 0.001 0.002
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Max
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4.02
3.64
14.3
0.004
4.22
3.96
14.36
0.002
3.22
0.90
11.23
0.02
3.55
3.80
12.66
0.002
3.43
2.16
10.89
0.005
4.28
5.20
17.94
0.002
6.90
7.20
19.83
0.009
5.76
6.33
19.60
0.003
4.79
5.40
16.30
0.01

1.31
0.16
9.00
0.004
1.07
0.19
9.41
0.005
1.27
0.15
12.87
0.002
1.14
0.15
8.33
0.004
0.84
0.09
10.89
0.005
1.15
0.13
8.56
0.003
1.15
0.19
8.78
0.002
0.88
0.14
8.18
0.004
1.13
0.10
9.00
0.004

TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, 2136
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0.001
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0.008
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0.004
0.58
0.27
7.00
0.003
0.28
0.09
3.78
0.004
0.09
0.05
0.98
0.002
0.34
0.08
5.04
0.005
0.79
0.23
7.67
0.005
0.88
0.35
7.37
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0.006
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0.007
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0.41
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0.001
0.29
0.10
5.13
0.001
0.42
0.11
8.92
0.004
0.55
0.10
14.29

0.003
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Figure 2. Monthly percentage distribution of the five most recovered products and their monthly average
(tonnes), 2018-2024.

La informacién disponible permiti6 identificar los municipios que mas aportan a la recuperacion de
excedentes en Antioquia (Fig. 3). El analisis revela que Apartadé y San Pedro de los Milagros
presentan los mayores volimenes promedio de recuperacion mensual de excedentes agricolas,
alcanzando hasta 60 toneladas mensuales en el caso de Apartado. Estos dos municipios pertenecen
a las subregiones geograficas: el Uraba y Norte antioquefio, caracterizadas por su alta produccion
agricola. Jardin ubicado en la subregion del Suroeste destaca como un importante generador de
frutas, contribuyendo significativamente en su categoria especifica.

La literatura cientifica reciente enfatiza que los excedentes agricolas — particularmente de frutas y
tubérculos — pueden ser vistos como materias primas valiosas para desarrollos en ciencia y
tecnologia de alimentos. Varios estudios entre 2021 y 2025 han explorado vias innovadoras para
mejorar la calidad nutricional y sensorial mediante la transformacion de estos productos agricolas
en nuevos ingredientes, productos funcionales y suplementos nutricionales que mejoren la eficacia
de las intervenciones en seguridad alimentaria. Un ejemplo claro es el aprovechamiento de
compuestos bioactivos: los residuos de frutas y verduras (cascaras, pulpas, semillas, bagazo, etc.)
son ricos en antioxidantes, fibra dietaria, polifenoles y otras moléculas bioactivas con beneficios para
la salud. Técnicas avanzadas de ingenieria de alimentos se estan aplicando para extraer y concentrar
estos compuestos. Por ejemplo, se ha logrado aislar polifenoles y flavonoides antioxidantes de
cascaras de frutas mediante extraccion asistida por ultrasonido, fluidos supercriticos o enzimas,
obteniendo ingredientes nutracéuticos y para alimentos funcionales (Sha et al., 2023). Una revision
de 2021 reporta multiples casos donde subproductos de frutas y hortalizas se incorporaron con éxito
en alimentos funcionales — desde harinas enriquecidas con fibra de cascara para productos de
panificacion, hasta colorantes naturales y probioticos derivados de excedentes vegetales (Lau et al.,
2021b).
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Figura 3. Diez municipios con mejor recuperacion promedio mensual entre 2018 y 2024 segiin categoria de
productos en toneladas.

Figure 3. Ten municipalities with the highest average monthly recovery between 2018 and 2024 by product
category (tonnes).

En la Fig. 4 se observa cémo Apartadd es un municipio fundamental en la recuperacion de
excedentes de banano; por su parte, San Pedro de los Milagros contribuye de forma predominante a
la recuperaciéon de los excedentes de zanahoria. Es importante aclarar que, en la base de datos
original, "Uraba" no corresponde a un municipio, sino a otros municipios del Uraba Antioqueno
donde se agrupan los demas municipios diferentes a Apartado. En el caso de la naranja, se observa
que Tarso aporta aproximadamente 4,6 toneladas mensuales, mientras que Venecia contribuye con
2,9 toneladas, consolidandolos como dos de los principales centros de recuperacion de este producto.
La zanahoria proviene principalmente de San Pedro de los Milagros, Sonsén y de una categoria
llamada Norte, la cual no representa un municipio como tal sino una region politico-geografica
(grupo de municipios del Norte) que la base de datos original no discriminé detalladamente. Estos
datos resaltan la importancia de las subregiones de Urab4, Oriente y Norte de Antioquia en el rescate
de excedentes agricolas. Finalmente, los volimenes recuperados evidencian la necesidad de
fortalecer los registros de origen en las bases de datos para mejorar la trazabilidad y el disefio de
estrategias de valorizacion de excedentes agricolas.

11
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Figura 4. Diez municipios con mejor recuperacion promedio mensual segtn los cinco tipos de productos mas
recuperados en toneladas, 2018-2024

Figure 4. Ten municipalities with the highest average monthly recovery by the five most recovered product
types (tonnes), 2018-2024.

Utilizando el método clasico de descomposicion aditiva, se realizo el analisis de la serie temporal de
toneladas totales recuperadas por mes (2018-2024) separando la serie en tendencia, estacionalidad y
residuo (Fig. 5). La curva de tendencia obtenida muestra una estructura no lineal con tres fases
claramente diferenciables. Entre 2018 y mediados de 2019, hay una ligera variacién positiva. A partir
de finales de 2019 y hasta mediados de 2021, se observa una disminucion sostenida en el volumen
mensual de recuperacion, posiblemente asociada a cambios operativos, logisticos o efectos indirectos
de la pandemia. Posteriormente, desde finales de 2021 hasta finales de 2023, la tendencia muestra un
crecimiento sostenido y continuo, alcanzando su punto maximo en el segundo semestre de 2023.
Finalmente, a inicios de 2024, se identifica una leve inflexién descendente, que podria anticipar una
nueva fase de desaceleracion o estabilizacion del sistema de recuperacion. Se observan residuos con
baja varianza inicial que se amplian en 2021-2024, sin patrones sistematicos, lo que indicaria que los
choques puntuales son ruido, permitiendo establecer el uso de un modelo SARIMA (1,1,1) (1,1,1)
[12] para capturar tendencia, estacionalidad y variabilidad aleatoria.

12
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Figura 5. Grafico de la descomposmlon adltlva para la serie de datos de recuperaci(')n en toneladas.
Figure 5. Additive decomposition chart for the recovery data series in tons.

La serie mensual de toneladas totales recuperadas se evaluo inicialmente mediante la prueba de
Dickey—Fuller aumentada (ADF), encontrandose evidencia de no estacionariedad en la serie original
(estadistico ADF = —4,39; p = 0,0003; n = 83) y confirmandose la estacionariedad tras una
diferenciacion no estacional (d = 1) (estadistico ADF = —4,42; p = 0,00028; n = 73). Con base en ello, se
especifico un modelo SARIMA (1,1,1) (1,1,1) 12 y se comparé su desempeno con un modelo Holt-
Winters aditivo, utilizando un esquema de validacion temporal tipo train/test split, donde el periodo
2018-2023 se empled para entrenamiento y el afio 2024 para validacion externa (Tabla 2). La
comparacion se realizé mediante criterios de informacion y desempefio predictivo, mostrando que
el modelo SARIMA obtuvo un AIC considerablemente menor (585.29) frente a Holt—-Winters (709.96)
y un RMSE ligeramente inferior en la validacion del afio 2024 (208.65 vs. 212.47), lo que evidencia un
ajuste mds eficiente y una mayor capacidad de generalizacion. Los diagndsticos de residuales
mediante la prueba de Ljung-Box en distintos rezagos (p-valores > 0.70 en lag 6, 12, 18 y 24)
confirmaron la ausencia de autocorrelacién, cumpliendo el supuesto de ruido blanco. Aunque la
prueba de Shapiro-Wilk indico desviacion respecto a la normalidad, esta caracteristica no
compromete la especificacion del modelo debido a la adecuada independencia y estructura aleatoria
de los residuos. En conjunto, estos elementos justificaron la seleccién del modelo SARIMA para
generar el pronostico mensual de toneladas recuperadas.

Adicionalmente, a los diagnosticos realizados se ejecutd la inspeccion visual de las funciones ACF y
PACEF de los residuos evidenciando que todos los coeficientes se mantienen dentro de las bandas de
confianza, apoyando la hipétesis de ruido blanco. Estos resultados, junto con la comparacion de
AIC/BIC y RMSE, respaldan la robustez del modelo SARIMA seleccionado para la proyeccion de la
recuperacion mensual de excedentes agricolas.

13
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Tabla 2. Comparacién de modelos de series de tiempo y diagnostico de residuales.

Table 2. Comparison of time series models and residual diagnostics.

Evaluacién estacionariedad

Serie Estadistico ADF p-value N° obs
Original -4.39 0.000 83
Diferenciada (d=1) -4.42 0.000 73
Comparacion entre modelos
Modelo AIC RMSE
Holt-Winters aditivo 709.96 212.47
SARIMA (1,1,1) (1,1,1) [12] 585.29 208.65
Diagnéstico del modelo SARIMA
Prueba Estadistico p-value
Ljung-Box (lag 6) 1.40 0.97
Ljung-Box (lag 12) 8.73 0.73
Ljung-Box (lag 18) 10.41 0.92
Ljung-Box (lag 24) 11.81 0.98
ARCH (12 rezagos) 7.76 0.80
Shapiro-Wilk 0.95 0.004
<t ACF de los residuos del modelo SARIMA
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Figura 6. ACF y PACF de los residuos del modelo SARIMA
Figure 6. ACF and PACF of the SARIMA model residuals.
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Enla fig. 7 se observa la evolucién mensual de toneladas recuperadas y el punto de inflexién al inicio
del prondstico (enero de 2025). Se utilizé un modelo SARIMA donde el pronostico proyecta que la
recuperacion de excedentes agricolas en Antioquia mantiene un comportamiento creciente y
relativamente estable a lo largo del horizonte 2025, con valores mensuales estimados entre 680 y 840
toneladas, replicando los picos presentados en el histdrico de la serie. Este patron de recuperacion
estable ofrece una base cuantitativa para el disefio de politicas ptiblicas enfocadas en la seguridad
alimentaria, pues permite prever los volumenes disponibles y ajustar programas de distribucion con
antelacion. Asimismo, al evidenciar un crecimiento sostenido, se observa cémo la recuperacion de
alimentos puede ser un pilar importante en la sostenibilidad ambiental de los sistemas
agroalimentarios mediante la reduccién del desperdicio, la pérdida de alimentos en el proceso
agricola y la optimizacion de recursos logisticos.

1200} = Histérico (2018-2024)
Prondstico 2025 (SARIMA)

+ Inicio prondstico

1000
BOO

600

Toneladas recuperadas

400

2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026
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Figura 7. Grafico de la serie mensual total de toneladas recuperadas y el prondstico de comportamiento a un
periodo adicional utilizando el modelo SARIMA

Figure 7. Graph of the total monthly recovered tons series and the forecasted behavior for one additional period
using the SARIMA model.

La experiencia internacional demuestra que aprovechar las fortalezas de cada territorio es clave.
Emparejar la oferta local de excedentes con industrias de transformacion o redes solidarias locales
ha dado buenos resultados. En Irlanda, la organizacion FoodCloud opera centros logisticos
regionales que captan excedentes desde centrales de abasto y procesadores, redistribuyendo a nivel
comunitario; se reporta que mas del 50 % de los alimentos recuperados por sus “hubs” provienen de
zonas de procesamiento primario (The Consumer Goods Forum, s. f.). De igual forma, Brasil ha
institucionalizado a escala nacional la recuperacion de alimentos a través del programa Mesa Brasil,
el cual se articula con productores en estados agricolas clave (Sao Paulo, Minas Gerais, etc.) para
rescatar anualmente decenas de miles de toneladas de alimentos aptos, incluyendo abundantes
raices, tubérculos y frutas tropicales de esos territorios. Un reporte de 2021 indic6 que Mesa Brasil
redistribuyé mas de 52 millones de kg de alimentos en un afio, aprovechando redes territoriales de
acopio en zonas agricolas y mercados mayoristas (De Oliveira Rodrigues et al., 2022).
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4. Conclusiones

Antioquia presenta una recuperacién constante de excedentes agricolas que abre
oportunidades para la aplicacion de la innovacién y la tecnologia de los alimentos, donde los grandes
voltmenes de frutas y tubérculos excedentarios garantizan la disponibilidad de materia prima para
proyectos e intervenciones continuas y sostenibles. La innovacion, la ciencia y la tecnologia de
alimentos deben ser pilares estratégicos para transformar estos excedentes en productos funcionales
y de mayor valor nutricional y sensorial. La articulacion territorial podria fortalecer un ecosistema
de innovacion agricola, donde el aprovechamiento cientifico de estos recursos permita impactar
tanto la seguridad alimentaria y nutricional como el desarrollo econémico regional.

Las tendencias cientificas recientes apuntan a una economia circular agroalimentaria, donde los
excedentes generados pueden reinsertarse en la cadena productiva como insumos para nuevos
procesos. Ya sea desarrollando un snack fortificado con harina de banano, un suplemento rico en
polifenoles o un producto con alto contenido de betacaroteno atin no comercializado, las
posibilidades tecnolégicas son amplias. El analisis para Antioquia muestra diferencias en la
recuperaciéon de excedentes segiin los municipios, evidenciando que las zonas agricolas
especializadas generan volimenes distintos de excedentes aprovechables.

Si bien los resultados evidencian que la recuperacion de excedentes agricolas en Antioquia presenta
un comportamiento creciente y patrones estacionales definidos, el analisis abre nuevas preguntas
relevantes para la consolidacion de sistemas agroalimentarios mas sostenibles. En particular, resulta
pertinente profundizar en el papel de otros actores de la cadena (como intermediarios, centrales de
abasto, transportadores y comercializadores) y su potencial articulacién con programas de
recuperacion de excedentes. Asimismo, futuras investigaciones podrian explorar la eficiencia
logistica de estos sistemas, los costos ambientales asociados al transporte y almacenamiento, y el
impacto nutricional efectivo de los alimentos recuperados en las poblaciones beneficiarias. Abordar
estas dimensiones permitiria avanzar hacia modelos integrales de gestién de excedentes que no solo
mitiguen el desperdicio, sino que fortalezcan la equidad y la sostenibilidad de los sistemas
agroalimentarios regionales.

En conclusion, en Antioquia se recuperan grandes cantidades de excedentes agricolas (mas de 240
toneladas en promedio cada mes en todo el departamento). Los datos de recuperacion de excedentes
agricolas evidencian un potencial importante para las acciones de seguridad alimentaria
gubernamentales e institucionales orientadas a contribuir a la Seguridad Alimentaria y Nutricional
(SAN) de la poblacion, con estrategias territoriales y politicas publicas que impacten el departamento
y el pais, asi como una gran oportunidad para valorizar tecnoldgicamente estos productos.
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Resumen

En el presente trabajo se describe el disefio, fabricacion y evaluacion experimental de un sistema de
deteccion de aceite automotriz usado en agua destilada, empleando mddulos desechables tipo lab-
on-a-chip (LoC) fabricados sobre placas fenodlicas mediante fresado CNC y un circuito de medicion
basado en divisor de voltaje con un microcontrolador Arduino Nano. Se prepararon emulsiones de
aceite de motor SAE 20W-50 en agua destilada a concentraciones del 1, 5, 10, 15y 20 % v/v, utilizando
agitacion en vortex y centrifugacion. Se realizaron tres experimentos modificando el valor de la
resistencia del divisor de voltaje (464 Q) y 4.7 k) con el fin de evaluar la estabilidad de la sefial y la
relacion entre la concentracion de aceite y la lectura del convertidor analdgico-digital (ADC). Los
resultados demostraron que la presencia de aceite modifica la conductividad del medio; sin
embargo, no se observo una relacion proporcional directa entre la concentracion y la sefial obtenida,
lo que se atribuye a la naturaleza heterogénea de las emulsiones, efectos de electrolisis generados
por corriente directa y limitaciones de la resolucién del ADC ante sefiales de muy baja amplitud. El
trabajo aporta evidencia experimental sobre las limitaciones del método de corriente directa para
este tipo de aplicacion y orienta el desarrollo de trabajos futuros basados en excitacion de corriente
alterna y espectroscopia de impedancia.

Palabras clave: Lab-on-a-Chip, aceite en agua, conductividad eléctrica, Arduino Nano.
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Abstract

This paper describes the design, manufacture, and experimental evaluation of a system for detecting
used automotive oil in distilled water, using disposable lab-on-a-chip (LoC) modules manufactured
on phenolic plates by CNC milling and a voltage divider-based measurement circuit with an Arduino
Nano microcontroller. SAE 20W-50 motor oil emulsions were prepared in distilled water at
concentrations of 1, 5, 10, 15, and 20 % v/v, using vortex agitation and centrifugation. Three
experiments were performed by modifying the resistance value of the voltage divider (464 () and 4.7
kQ) in order to evaluate the stability of the signal and the relationship between the oil concentration
and the analog-to-digital converter (ADC) reading. The results showed that the presence of oil
modifies the conductivity of the medium; however, no direct proportional relationship was observed
between the concentration and the signal obtained, which is attributed to the heterogeneous nature
of the emulsions, electrolysis effects generated by direct current, and limitations of the ADC
resolution in the presence of very low amplitude signals. The work provides experimental evidence
on the limitations of the direct current method for this type of application and guides the
development of future work based on alternating current excitation and impedance spectroscopy.

Keywords: Lab-on-a-Chip, oil in water, electrical conductivity, Arduino Nano.

1. Introduccion

La contaminacién del agua por hidrocarburos de origen automotriz representa un problema
ambiental relevante en contextos urbanos e industriales. En talleres mecanicos, estaciones de servicio
y zonas de mantenimiento vehicular, el aceite de motor usado puede incorporarse a efluentes acuosos
generando contaminacion de cuerpos de agua superficiales y subterraneos (Strugata-Wilczek et al.,
2022). La deteccion oportuna y cuantitativa de aceite en agua constituye una necesidad técnica con
implicaciones tanto ambientales como de salud publica.

Desde el ambito de la ingenieria biomédica e instrumentacion, los dispositivos de tipo lab-on-a-chip
(LoC) representan una alternativa de bajo costo y alta integracién para la medicion de parametros
fisicoquimicos en fluidos. Estos dispositivos integran microcanales y electrodos en un sustrato
compacto, permitiendo la medicion de propiedades eléctricas como la conductividad o la impedancia
a partir de volimenes de muestra del orden de los microlitros (Mark et al., 2010). La conductividad
eléctrica es una propiedad directamente relacionada con la presencia de iones en solucién; dado que
el aceite automotriz es un material dieléctricamente aislante con una resistividad del orden de 10
-cm (Zhang et al., 2017), su incorporacion a una solucion acuosa reduce la conductividad del medio
de manera proporcional a su concentracion, lo que constituye el principio de deteccion del presente
trabajo.

La medicion de conductividad mediante microcontroladores de bajo costo como el Arduino Nano ha
sido implementada en diversas plataformas de monitoreo de calidad del agua (Riboldi et al., 2023).
Estos sistemas emplean tipicamente un circuito divisor de voltaje donde la celda de medicion actta
como elemento variable, cuyo valor de resistencia se calcula a partir de la lectura del convertidor
analdgico-digital (ADC) del microcontrolador. Sin embargo, el uso de corriente directa (CD) en este
tipo de mediciones genera el fenémeno de electrélisis y polarizacion de electrodos, lo que introduce
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variaciones en la sefial que dificultan la obtenciéon de mediciones estables y reproducibles (Ishai et al.,
2013).

En este contexto, el presente trabajo plantea el disefo y la evaluacién experimental de un sistema
LoC desechable de bajo costo para la deteccion de aceite SAE 20W-50 en agua destilada, empleando
un microcontrolador Arduino Nano como sistema de adquisicion. Como hipétesis se plantea que, a
mayor concentracion de aceite en agua, la conductividad electrica disminuya, esto con la finalidad
de lograr estandarizar la técnica de deteccion de aceite presente en el agua. Los objetivos especificos
fueron: (a) fabricar modulos LoC desechables sobre placa fendlica mediante fresado CNGC; (b)
preparar emulsiones de referencia con concentraciones controladas de aceite en agua; (c) evaluar el
comportamiento de la sefial del ADC en funcién de la concentracién de aceite bajo diferentes
configuraciones del circuito divisor de voltaje, y (d) identificar las limitaciones del método de
excitacion en corriente directa para este tipo de aplicacion.

2. Materiales y métodos

2.1. Fabricacion del dispositivo Lab-on-a-Chip

Se disefiaron y fabricaron moédulos desechables tipo Lab-on-a-chip sobre placas fendlicas
(Fig. 1), material seleccionado por su baja porosidad, rigidez mecanica y facilidad de mecanizado. El
disefno del canal de medicion se realizé en el software Proteus, el cual permitid definir la geometria
del canal donde se deposita la gota de muestra, asi como la disposicién de los electrodos de cobre
expuestos.

Figura 1. Dispositivo de medicion con Arduino Nano. Se observa el circuito divisor de voltaje sobre
protoboard y la conexion mediante pinzas cocodrilo al médulo LoC desechable.

Figure 1. Measurement device using an Arduino Nano. The voltage divider circuit on the breadboard and the
connection to the disposable LoC module via alligator clips are shown.
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La configuracion de los parametros de corte, incluyendo la profundidad de fresado y la velocidad de
avance, se realizo mediante el software FlatCAM. La transferencia del disefio a maquina CNC y la
ejecucion del proceso de fresado se llevaron a cabo con el software Candle.

El dispositivo resultante consiste en un microcanal lineal con dos electrodos de cobre expuestos en
sus extremos, sobre los cuales se deposita la muestra de emulsion (Fig. 1). La conexion eléctrica al
circuito de medicién se realizé mediante pinzas tipo cocodrilo, lo que permite el intercambio rapido
de los chips desechables entre mediciones y garantiza la utilizacién de un médulo nuevo por cada
muestra, evitando la contaminacion cruzada entre concentraciones (Fig. 2).

Figura 2. Aplicacion de la disoluciéon de aceite en agua sobre el médulo LoC. La muestra se deposité con
pipeta desechable hasta alcanzar el nivel de la superficie del canal.

Figure 2. Application of the oil-in-water solution to the LoC module. The sample was dispensed using a
disposable pipette until it reached the surface of the channel.

2.2. Preparacion de las emulsiones de referencia

Se prepararon cinco emulsiones de aceite de motor usado SAE 20W-50 en agua destilada a
concentraciones del 1, 5, 10, 15 y 20 %, v/v, para un volumen total de 10 mL por emulsién (Fig. 3). El
aceite utilizado presenté una densidad aproximada de 0.85 a 0.89 g/mL. Las proporciones
volumétricas preparadas se resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Proporciones volumétricas (v/v) de las emulsiones de aceite SAE 20W-50 en agua destilada.
Table 1. Volume ratios (v/v) of SAE 20W-50 oil emulsions in distilled water.

Concentracion (%, v/v) Volumen de aceite (mL) Volumen de agua Volumen total (mL)
destilada (mL)

1 0.1 9.9 10

5 0.5 9.5 10

10 1.0 9.0 10

15 1.5 8.5 10

20 2.0 8.0 10

El procedimiento de preparacion de cada emulsion consistio en los siguientes pasos: (1) medir el
volumen de agua destilada con pipeta graduada y transferirlo al tubo Falcon; (2) medir el volumen
de aceite correspondiente y adicionarlo lentamente sobre el agua; (3) tapar el tubo de forma
hermética; (4) someter la mezcla a agitacion en vortex a velocidad maxima durante 1 minuto, con el
objetivo de generar microparticulas de aceite y simular las condiciones de turbulencia presentes en
efluentes ambientales; (5) centrifugar a 3 000 rpm durante 5 minutos para evaluar la estabilidad de la
emulsion. Los materiales y equipos empleados se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Materiales y equipos empleados en la preparacion de las emulsiones y el sistema de medicién.

Table 2. Materials and equipment used in the preparation of the emulsions and the measurement system.

Material / Reactivo

Especificacion

Agua destilada

Aceite de motor usado
Tubos Falcon con tapa
Pipetas graduadas
Vortex

Centrifuga

Placas fenolicas (FR-2)
Maquina CNC
Arduino Nano
Resistencia
Protoboard y cables cocodrilo

Pipetas desechables de 1 mL

Grado laboratorio

SAE 20W-50, densidad 0.85 — 0.89 g/mL
15 mL

ImLy2mL

Velocidad maxima

3000 rpm

Para fabricacién de chips

Fresado de microcanal
Microcontrolador ATmega328P, ADC 10 bits, 5V
464 Q (Exp. 1) y 4.7 kQ (Exp. 2y 3)

Para circuito divisor de voltaje

Aplicacion de muestra al chip
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Como se aprecia en la Fig. 3, las emulsiones presentaron una tonalidad que varia de blanco lechoso
a amarillo turbio en funcién de la concentraciéon. La muestra al 15 % evidenci6 la formacién de un
anillo marrén en la parte superior del tubo, indicativo de una separacion parcial de fases tras la
centrifugacion, lo cual es consistente con la naturaleza hidrofébica del aceite y con la ausencia de un
agente emulsificante en las formulaciones preparadas.

2.3. Circuito de medicion

El sistema de medicion se bas6é en un circuito divisor de voltaje conformado por una
resistencia de referencia (R_ref) en serie con la celda del chip LoC, que acttia como resistencia variable
(R_chip) en funcion de la conductividad de la muestra depositada. El voltaje en el nodo intermedio
del divisor fue adquirido por el pin analdgico A0 del Arduino Nano, el cual cuenta con un ADC de
10 bits y referencia de 5 V, proporcionando una resolucién de 4.8 mV por cuenta (1 024 niveles en
total). El circuito responde a la ecuacién (Ec. 1)

V_ADC =V_CC x R_chip / (R_ref + R_chip) (Ec. 1)

En donde V_CC =5V es el voltaje de alimentacién. Con este circuito, un mayor valor de R_chip
(menor conductividad de la muestra, es decir, mayor concentracion de aceite aislante) produce un
mayor voltaje en el nodo y una lectura ADC mas alta.

Figura 3. Emulsiones de aceite SAE 20W-50 en agua destilada a concentraciones de 5, 10, 15 y 20 % v/v (de
izquierda a derecha) tras la agitacion en vortex. Se observa incremento en la turbidez y tonalidad amarillenta
conforme aumenta la concentracion, asi como separacion de fase en la muestra del 15 %.

Figure 3. Emulsions of SAE 20W-50 oil in distilled water at concentrations of 5, 10, 15, and 20% v/v (from left to
right) after vortex mixing. An increase in turbidity and a yellowish tint are observed as the concentration
increases, as well as phase separation in the 15% sample.
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Se evaluaron dos valores de R_ref con el objetivo de estudiar su efecto sobre la estabilidad de la sefial.
En el experimento 1 se utilizo R_ref = 464 (), mientras que en los experimentos 2 y 3 se incremento a
R_ref = 4.7 kQ. Este aumento tiene como efecto una reduccién aproximada de diez veces en la
corriente que circula por el circuito, lo cual busca disminuir los efectos de polarizacion y electrdlisis
en los electrodos del chip. Las lecturas del ADC fueron registradas continuamente durante 20
segundos (20 000 ms) a una frecuencia de muestreo determinada por la velocidad de procesamiento
del Arduino Nano.

2.4. Protocolo experimental

Se realizaron tres experimentos consecutivos. En todos ellos se aplicaron las cinco
emulsiones al chip LoC mediante pipeta desechable de 1 mL, depositando el volumen suficiente para
cubrir la superficie del canal hasta el nivel de los electrodos (Fig. 2). Entre cada medicién se
reemplazd el chip por un mdédulo nuevo para evitar la contaminacion cruzada. El experimento 1
empled R_ref = 464 Q. Ante la falta de proporcionalidad observada, los experimentos 2 y 3 se
realizaron con R_ref = 4.7 kQ), repitiendo las mediciones de forma independiente para verificar la
reproducibilidad de los resultados.

3. Resultados y discusion

3.1. Experimento 1: R_ref = 464 Q

En el experimento 1, las lecturas del ADC oscilaron en rangos de alta amplitud para todas
las concentraciones evaluadas, como se muestra en las graficas de la Fig. 4. Los valores medios
aproximados obtenidos por concentraciéon fueron: 563 (1 %), 589 (5 %), 534 (10 %), 602 (15 %) y 548
(20 %). Estos valores no presentan una relacion mondtona con la concentracién de aceite; en
particular, la concentracién del 5 % exhibié un valor ADC superior al del 10 %, lo que resulta
inconsistente con la hipotesis de que una mayor concentracion de aceite genera mayor resistencia
eléctrica y, por lo tanto, una lectura ADC mayor.

Adicionalmente, se observé una tendencia decreciente en la sefial a lo largo del tiempo en la muestra
del 1 %, con valores que pasaron de aproximadamente 573 al inicio a 563 al final del periodo de
medicion. Esta deriva temporal es consistente con el fendmeno de polarizacion de electrodos
generado por la corriente directa, donde la acumulacién de cargas en la interfaz electrodo-liquido
modifica la impedancia efectiva de la celda de medicién de forma dinamica. La elevada dispersiéon
de los datos (puntos con separaciones de hasta 30 unidades ADC respecto a la media) confirma la
inestabilidad de la sefial bajo excitacion en CD con resistencia de baja impedancia.

3.2. Experimento 2: R_ref = 4.7 kQ (Primera repeticion)

Al incrementar R_ref a 4.7 kQ, la corriente que circuld por el circuito se redujo
aproximadamente diez veces respecto al experimento 1. Como consecuencia, las lecturas del ADC
disminuyeron a valores en el rango de 3 a 13 unidades (de un total de 1 023), lo que evidencia que el
nivel de sefal resulté excesivamente bajo para la resolucion del ADC del Arduino Nano. En estas
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condiciones, cada unidad de conteo representa un cambio de voltaje de 4.88 mV, por lo que la senal
de la celda LoC quedd practicamente en el piso de ruido del convertidor.
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Figura 4. Lecturas del ADC (0-1 023) en funcion del tiempo (ms) para las concentraciones de 1, 5, 10, 15y 20 %
v/v en el experimento 1 (R_ref = 464 Q). Se observa alta dispersion de los datos y ausencia de una tendencia
proporcional entre concentracion y sefial ADC.

Figure 4. ADC readings (0-1,023) as a function of time (ms) for concentrations of 1, 5, 10, 15, and 20% v/v in

Experiment 1 (R_ref = 464 (). The data show high dispersion, and there is no linear relationship between
concentration and ADC signal.
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A pesar de lo anterior, la morfologia de las curvas mejord respecto al experimento 1: los datos
presentaron lineas mds continuas y una dispersion notablemente menor, lo cual sugiere que la
reducciéon de corriente contribuyé a disminuir los efectos de electrdlisis. Los valores medios
aproximados obtenidos por concentracion fueron: 5-6 (1 %), 9-11 (5 %), 4-6 (10 %), 6-8 (15 %)y 7—
11 (20 %). La relacion entre concentracién y lectura ADC continu6 siendo no proporcional, con la
concentracion del 5 % presentando de nuevo un valor anémalo superior al del 10 % (Fig. 5).
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Figura 5. Lecturas del ADC (0-1 023) en funcion del tiempo (ms) para las concentraciones de 1, 5, 10, 15y 20 %
v/v en el experimento 2 (R_ref = 4.7 kQ)). Las lecturas se concentran en valores de 3 a 13, proximos al piso de
ruido del ADC, aunque con mayor estabilidad temporal que en el experimento 1.

Figure 5. ADC readings (0-1,023) as a function of time (ms) for concentrations of 1, 5, 10, 15, and 20% v/v in
Experiment 2 (R_ref = 4.7 kQ). The readings are concentrated in the range of 3 to 13, close to the ADC’s noise
floor, although with greater temporal stability than in Experiment 1.
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3.3. Experimento 3: R_ref = 4.7 kQ (Segunda repeticion)

El experimento 3 se realiz6 con la misma configuracion del experimento 2 con el objetivo de
verificar la reproducibilidad de los resultados y descartar un error en la preparaciéon de las
emulsiones como causa de la falta de proporcionalidad observada.
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Figura 6. Lecturas del ADC (0-1 023) en funcion del tiempo (ms) para las concentraciones de 1, 5, 10, 15y 20 %
v/v en el experimento 3 (R_ref = 4.7 kQ), segunda repeticion). Los resultados replican el comportamiento del
experimento 2, confirmando la reproducibilidad del fenémeno observado.

Figure 6. ADC readings (0-1,023) as a function of time (ms) for concentrations of 1, 5, 10, 15, and 20% v/v in

Experiment 3 (R_ref = 4.7 kQ), second replicate). The results replicate the behavior observed in Experiment 2,
confirming the reproducibility of the phenomenon.
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Los resultados obtenidos replicaron el comportamiento del experimento 2: las lecturas del ADC se
mantuvieron en el rango de 3 a 8 unidades para todas las concentraciones, con una estabilidad
temporal similar y sin una tendencia monoétona en funcién de la concentracion de aceite. Los valores
medios aproximados por concentracion fueron: 3-5 (1 %), 4-6 (5 %), 3-5 (10 %), 4-6 (15 %) y 6-8 (20
%) (Fig. 6).

La reproducibilidad de los resultados entre los experimentos 2 y 3, incluyendo la apariciéon del
mismo valor andmalo en la concentracion del 5 %, indica que el fenémeno observado no se debe a
un error en la preparacion de las disoluciones, sino a una limitacion fundamental del principio de
medicidon empleado bajo excitacion en corriente directa.

La Tabla 3 resume los rangos de lectura ADC obtenidos para cada concentracion y experimento,
permitiendo la comparacion sistematica de los tres ensayos realizados.

Tabla 3. Resumen de los rangos de lectura ADC obtenidos en los tres experimentos para cada concentracion
de aceite evaluada.

Table 3. Summary of the ADC reading ranges obtained in the three experiments for each oil concentration
evaluated.

Concentracion (% v/v) Exp 1 (464 Q) Exp 1 Exp 2 (47 kQ) Exp 3 (4.7 kQ)
Media ADC Dispersion Media ADC Media ADC

1 ~563 Alta 5-6 3-5

5 ~589 Alta 9-11 4-6

10 ~534 Media 4-6 3-5

15 ~602 Alta 6-8 4-6

20 ~548 Media 7-11 6-8

Los resultados obtenidos en los tres experimentos muestran que la medicion de
conductividad eléctrica mediante corriente directa en el sistema LoC propuesto no presenta una
relacion proporcional directa con la concentracion de aceite, aun cuando el aceite es eléctricamente
aislante. Este comportamiento puede explicarse a partir de dos fenémenos principales: la naturaleza
heterogénea de las emulsiones agua-aceite y los efectos electroquimicos asociados al uso de corriente
directa.

En cuanto a la heterogeneidad de la emulsion, la distribucion espacial de las microgotas de aceite
dentro del canal de medicion varia en cada medicion, ya que no se emplea ningin agente
emulsificante que garantice una dispersion uniforme y estable. La corriente eléctrica fluye
principalmente a través de las regiones continuas de agua, por lo que pequefas variaciones en la
disposicion de las gotas de aceite generan cambios importantes en los caminos de conduccion,
produciendo lecturas inconsistentes entre concentraciones. Esto es consistente con lo reportado por
Shi et. al. (2019) quienes demostraron que la distribucién de gotas en emulsiones agua-aceite afecta

11



Cuﬁedo—Figuerou et.al TECNOCIENCIA CHIHUAHUA, Vol. XX (2026): enero-diciembre, e2241

significativamente la respuesta de sensores de impedancia, incluso cuando la concentracion
volumétrica permanece constante.

Respecto a los efectos electroquimicos, el uso de corriente directa genera el fenémeno de polarizacion
de electrodos, que consiste en la acumulacién de cargas en la interfaz electrodo-liquido formando
una doble capa eléctrica que actiia como capacitor, modificando la impedancia efectiva de la celda
con el tiempo (Ghafar-Zadeh et al., 2007). En el experimento 1, la resistencia de 464 () produjo
corrientes del orden de varios miliamperios, suficientes para generar electrdlisis visible y una deriva
temporal de la sefal, especialmente pronunciada en la muestra del 1 % donde la mayor
conductividad del agua genera corrientes mas elevadas. El incremento de la resistencia a 4.7 kQ en
los experimentos 2 y 3 redujo la corriente aproximadamente diez veces, disminuyendo los efectos de
polarizacion y produciendo sefiales temporalmente mas estables, lo cual esta en concordancia con las
recomendaciones técnicas para sensores de conductividad con electrodos expuestos (Ishai et al.,
2013).

Sin embargo, al reducir la corriente, el voltaje desarrollado sobre la celda LoC también disminuyd a
valores extremadamente pequenios, llevando las lecturas del ADC a un rango de 3 a 13 cuentas. Con
una resolucion de 4.88 mV por cuenta en el ADC de 10 bits del Arduino Nano y 5 V de referencia,
cada cuenta representa una variacién de conductividad mayor que la diferencia real entre
concentraciones, haciendo que el sistema sea incapaz de discriminar entre los distintos porcentajes
evaluados. En este sentido, la limitaciéon del sistema no radica tnicamente en los efectos
electroquimicos, sino en la combinacién de baja amplitud de sefial y resolucion insuficiente del ADC
para detectar diferencias de impedancia de alta magnitud con excitacion en CD.

La aparicion del valor anémalo en la concentracion del 5 % en los tres experimentos es relevante. Este
comportamiento, reproducido de forma consistente, sugiere que la emulsion al 5 % puede haber
presentado una distribucidon de microgotas diferente a la esperada, posiblemente relacionada con la
formacion de estructuras de emulsion mas estables a esa concentracion que facilitan una
conductividad levemente mayor. Este fenomeno requiere un estudio mas detallado en trabajos
futuros mediante analisis de tamano de particula y estabilidad de la emulsion.

Para superar las limitaciones identificadas, la literatura especializada sefnala que la espectroscopia de
impedancia electroquimica (EIS, por sus siglas en inglés) con excitacién en corriente alterna
constituye la alternativa mas adecuada para mediciones de conductividad en sistemas
microfluidicos. La excitacion en CA elimina la acumulacién de cargas en la interfaz electrodo-liquido
y permite evaluar la impedancia en multiples frecuencias, obteniendo informaciéon sobre la
resistencia del medio (relativa al contenido acuoso) y la capacitancia de la interfaz (relacionada con
la distribucion de gotas de aceite) de forma separada (Gawad et al., 2001). Sistemas reportados en la
literatura empleando excitacion en CA en el rango de 1 kHz a 1 MHz con electrodos interdigitados
han logrado detectar variaciones de contenido de agua en aceite con sensibilidades del orden del 0.12
dB/% (Riboldi etal., 2023), lo que sugiere que una arquitectura similar podria ser aplicada al
problema inverso de detectar aceite en agua.

4. Conclusiones

En el presente trabajo se disefiaron, fabricaron y evaluaron médulos desechables tipo lab on
a chip sobre placa fenolica mediante fresado CNC, integrados con un sistema de mediciéon de
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conductividad basado en divisor de voltaje y Arduino Nano, para la deteccidon de aceite de motor
SAE 20W-50 en agua destilada en concentraciones del 1 al 20 % v/v.

Los resultados de los tres experimentos demostraron que la presencia de aceite modifica la
conductividad del medio; sin embargo, no se observé una relacion proporcional directa entre la
concentracion de aceite y la sefial del ADC. Este comportamiento se atribuye a la combinacién de dos
factores: lanaturaleza heterogénea de las emulsiones preparadas sin agente emulsificante, que genera
distribuciones variables de microgotas entre mediciones, y los efectos de polarizacion de electrodos
e interferencia electroquimica producidos por la excitacién en corriente directa.

El incremento de la resistencia del divisor de voltaje de 464 Q a 4.7 kQ redujo significativamente los
efectos de electrolisis y mejord la estabilidad temporal de la sefal, lo que evidencia la importancia
del disefo electrénico en el desempefio de sensores de conductividad. No obstante, esta modificacion
produjo un nivel de sefial excesivamente bajo para la resolucion del ADC del Arduino Nano,
limitando la capacidad de discriminacion entre concentraciones.

La viabilidad técnica del dispositivo LoC desechable fabricado mediante CNC quedé demostrada,
representando una plataforma de bajo costo y facil acceso para el desarrollo de sensores de analisis
de fluidos. Los resultados indican, sin embargo, que la medicion directa de conductividad bajo
excitacion en CD no resulta suficiente para estimar de forma lineal y reproducible la concentracion
de aceite en agua en el rango evaluado.

Como trabajo a futuro, se plantea implementar excitacion en corriente alterna en el rango de 1 kHz a
100 kHz mediante la generacion de sefiales PWM filtradas o un generador de sefiales integrado, con
el fin de aplicar espectroscopia de impedancia electroquimica sobre el mismo disefio de chip.
Adicionalmente, se contempla evaluar el uso de electrodos interdigitados con mayor area superficial
para incrementar la sensibilidad del sistema, y la incorporacion de un agente emulsificante de grado
técnico para mejorar la homogeneidad y repetibilidad de las emulsiones de referencia.
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aceptacion del articulo es de tres meses y su publicacion dependera de la cantidad de trabajos que
estén en espera de publicacion.

Contribuciones
1. Tipos de contribuciones

Las contribuciones se clasifican en articulos de investigacidn, notas cientificas, asi como articulos
de revision en espaiiol e inglés.

No se aceptan contribuciones que se limiten a reportar informaciéon general sin fundamento
estadistico, encuestas, composicién quimica, u optimizacién de formulaciones (superficie de
respuesta). Debe haber una aportacion cientifica, tecnoldgica o ingenieril original, inédita y que no
esté siendo considerada para su publicacion simultanea en otro medio. Una descripcién de los
envios se encontrara en el siguiente apartado.

2. Areas de las contribuciones

Las areas que abarca la Revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA son las siguientes: Alimentos,
Bioldgica, Salud, Agropecuaria, Cultura Fisica, Ingenieria y Tecnologia, Quimica y Recursos
Naturales. Al someter su contribucién se debera indicar la categoria que le corresponde. De no ser
esto posible, es responsabilidad del autor proporcionar el area sugerida de su contribucién.
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3. Idioma de las contribuciones
El idioma de las contribuciones sera inglés o espafol. Se recomienda que los autores lleven a cabo
una cuidadosa revision del correcto uso del lenguaje para que los revisores puedan evaluar los
méritos cientificos del trabajo. Los editores podran rechazar cualquier contribucion que no cumpla
los estandares.

4. Preparacion y envio de las contribuciones
Es indispensable que el autor se registre para postular el manuscrito a la revista. Se recomienda
que el autor complete en su totalidad todos los datos solicitados en su perfil incluyendo su
identificador ORCID.
¢No esta registrado? Registrese aqui
¢:Ya esta registrado? Ingrese aqui

Los autores, deberan seguir las directrices del sitio web de la revista para el envio de las
contribuciones.

Lineamientos generales para envio de manuscritos

Guia practica para subir un envio a la plataforma

Las contribuciones deben ir acompafiadas de una carta al editor (Carta de presentacion del articulo)
en donde explicitamente se describira la relevancia del trabajo, manifestando que el trabajo no ha
sido publicado o esta siendo considerado para publicacion en otra parte. Asi mismo, se hara de
manifiesto que la publicacion ha sido aprobada por todos los autores y que el manuscrito una vez
aceptado no sera publicado de la misma forma en otra revista, en inglés, espaiiol, o cualquier otra
lengua, ni electrénicamente, sin el consentimiento de la revista. Las secciones que integraran a
cada una de las contribuciones se muestran a continuacion:

1) Articulos cientificos

Se constituiran de los resultados parciales o finales de investigaciones originales fundamentadas
en metodologias cientificas. Los articulos de investigaciones deben presentar: un andlisis detallado
de los resultados, asi como un desarrollo metodoldgico original, resaltando los aportes cientificos
logrados. Estos articulos se conforman de las siguientes secciones:

a) Titulo del articulo

b) Resumen/Abstract

¢) Introduccién

d) Materiales y métodos

Materiales
Métodos

Métodos fisicoquimicos
Métodos biologicos
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Métodos estadisticos
e) Resultados y discusion
f) Conclusiones
g) Agradecimientos
h) Conflicto de interés
i) Referencias

En la descripcion de la seccidon de Materiales y métodos y Resultados y discusion, puede redactarse
y presentarse en una sola seccidon o estructurarse con subtitulos para una mejor descripcion.
Debera tener una extension de 18 cuartillas como maximo, incluyendo Resumen y Referencias

2) Notas cientificas

Es una comunicacion corta, sobre resultados novedosos, modificaciones de técnicas o desarrollo
de técnicas emergentes innovadoras, informes novedosos de investigaciones en el area de
agropecuaria, salud, deportes o ingenieria. Para la presentacion de este documento, se incluiran

las secciones.

a) Titulo del articulo
b) Resumen/Abstract
c) Texto

d) Conclusiones

e) Agradecimientos
f) Conflicto de interés
g) Referencias

El texto de las notas cientificas, se presentard en forma corrida, pero en forma clara y con
coherencia, que permita su facil comprension. Debera tener una extensién maxima de 9 cuartillas,
incluyendo Resumen y Referencias

3) Articulos de revision

Se conformaran, de revisiones criticas actualizadas de un tépico en especial novedoso de las areas
tematicas de la revista. El objetivo de estos articulos, es presentar al lector una perspectiva de un
tema en especifico, a través de su analisis de la informacién, discusion y tendencias. La estructura
de este articulo se conformara de las secciones:

a) Titulo del articulo
b) Resumen/Abstract
) Introduccion

d) Texto

e) Conclusiones

f) Agradecimientos

g) Conflicto de interés
h) Referencias

El texto deberd ser coherente con el objetivo y podra redactarse con los subtitulos que sean
necesarios, para una mayor comprension del tema. Debera tener una extension maxima de 20
cuartillas, incluyendo Resumen y Referencias.
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Plantillas de los articulos

La descripcion de las secciones estan incluidas en la siguiente seccion de esta Guia para Autores,
ademas de en la plantilla para cada tipo de articulo: Articulo de Investigacion: Plantilla de Articulo
de Investigacion; Notas cientifica: Plantilla de Notas Cientificas; Articulo de Revisién: Plantilla
Articulo de Revision. En estas se consideran sus especificaciones, las cuales deben ser acatadas por
el autor. Asimismo, en cada una de las plantillas vienen las especificaciones del formato de texto
(tamafo y tipo de fuente, margenes, interlineado, etc.) el cual debe estar a una columna. Todas las
paginas deben ser numeradas secuencialmente.

Descripcion de los elementos de un articulo
Titulo

Debera incluir versiones en espafol e inglés, ser conciso y explicar la naturaleza del trabajo. Este
debera tener una extensiéon maxima de 20 palabras. La plantilla incluye la secciéon de autores, los
cuales deberan ser correctamente descritos, incluyendo su afiliacion. En caso de existir varios
autores, debera indicarse con un asterisco el autor para la correspondencia, asi como la cuenta de
correo electrénico del mismo.

Resumen

Este deberd presentarse en espafiol e inglés, respectivamente. Con la extensién maxima de
palabras como se muestra en la plantilla. Este debe de incluir en forma clara el objetivo, descripcién
breve de la metodologia, resultados y discusién relevantes conclusiones y aporte del trabajo. En
éste se incluiran cinco palabras claves, en espafol e inglés, que permitan ligar informaticamente el
contenido del articulo.

Introduccion

La introduccion describe el estado actual del conocimiento sobre el tdpico de investigacion
abordado, su justificacién e importancia, asi como la inclusion de la hipétesis y el objetivo del
trabajo. Esta seccion no debera ser mayor a dos cuartillas.

Materiales y métodos
Materiales

En esta seccion se describen los materiales o sustancias empleadas para el desarrollo de la
investigacion. Especificando las caracteristicas y fuentes de obtencion, condiciones de manejo,
almacenamiento y grado de pureza de sustancia o reactivos si ese es el caso. Sefialando el nombre
de compafiias, ciudad y pais donde los materiales y sustancias fueron adquiridos.

Métodos

Descripcion de técnicas y procedimientos, asi como el andlisis de datos de los resultados obtenidos.
En el caso de metodologias novedosas, estas se describirdn detalladamente y cuando sean
métodos comunes, se indicara la referencia correspondiente.
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Etica de la investigacion

Al informar sobre una investigacién en la que participen seres humanos, material humano, tejidos
humanos, datos humanos (estudios clinicos o pruebas sensoriales), grupos vulnerables y/o
animales, favor de seguir las instrucciones de la seccién de Etica y buenas practicas editoriales de
esta revista.

Los autores deben declarar en este apartado de «Materiales y métodos» lo siguiente:

1. En investigacion con seres humanos debe incluir una declaracion ética que especifique lo
siguiente:

— El nombre de la junta de revision institucional aprobadora o del comité equivalente y el
numero de autorizacion.

— La descripcién del consentimiento informado, oral y/o por escrito, de las personas
participantes en el estudio.

2. En investigaciones con animales deben incluir una declaracién ética obligatoria que especifique
lo siguiente:

— El nombre completo del Comité de Etica pertinente que aprobé el trabajo y el nimero o
numeros de permiso asociados.

3. Los ensayos clinicos deben citar el registro publico en el que se inscribieron.

4. En investigaciones con lineas celulares:

— Debera indicarse el origen de las lineas celulares utilizadas.

— Si la linea es de origen humano, debera proporcionarse una aprobacion del comité de revision
institucional o del comité de ética y confirmarse por escrito el consentimiento informado.

Resultados y discusién

Los resultados y discusion se presentaran en una sola seccion. Los resultados podran presentarse
en tablas, figuras, fotografias o datos, los cuales se describirdn y se justificardn con base a
conocimientos o fundamentos existentes. En esta seccion se contrastan los resultados obtenidos
con la hipdtesis planteada y sus semejanzas o diferencias con resultados de investigaciones
previamente realizadas y publicadas. El empleo de tablas y figuras deberd ser en forma
complementaria del texto de la seccion.

Conclusion

Es una generalizacion de los resultados obtenidos y representan las aportaciones concretas del
estudio. Incluyen magnitudes relativas o absolutas de las respuestas sin argumentacion
complementaria. Resaltando los aspectos novedosos e importancia de los resultados obtenidos,
especificando mejores condiciones o parametros finales del estudio. Debe mostrar congruencia
con el titulo, resumen y objetivo del trabajo.

Contribuciones de los autores

En los articulos de investigacién en los que participen varios autores (7 o mas), debera incluirse un
parrafo breve en el que se especifiquen sus contribuciones individuales. Deben utilizarse los
siguientes enunciados "Conceptualizacién, X.X. e Y.Y,; metodologia, X.X,; software, X.X.; validacion,
XX, Y.Y.y ZZ,; andlisis formal, X.X,; investigacion, X.X,; recursos, X.X.; conservacién de datos, X.X,
redaccion-redaccién del borrador original, X.X,; redaccidn-revision y edicién, X.X,; visualizacion,
X.X.; supervision, X.X,; administracion del proyecto, X.X; obtencion de financiacién, Y.Y. Todos los
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autores han leido y aceptado la versidn publicada del manuscrito”. Consulte la taxonomia CRediT
para la explicacion de los términos. La autoria debe limitarse a quienes hayan contribuido
sustancialmente al trabajo comunicado.

Agradecimientos

Esta seccion es opcional y tendrd un maximo de cuatro renglones para expresar agradecimientos
a personas o instituciones que hayan contribuido a la realizacién del trabajo.

Conflicto de Interés

Escribir un parrafo sefialando la inexistencia de conflicto de intereses, en la publicacién de estos
resultados.

Declaracion de IA generativa y tecnologias asistidas por IA (solo en caso de su uso)

El uso de IA generativa y tecnologias asistidas por IA en la redaccion cientifica debe declararse en
esta seccion.

Esta declaracion no se aplica al uso de herramientas basicas, como las utilizadas para comprobar
la gramatica, la ortografia y las referencias. Si no tiene nada que declarar, no es necesario que
afada ninguna declaracion.

Referencias

Las referencias que se incluyan en el texto deberan ser pertinentes, originales y actuales (no mas
de 10 afios); se citaran acorde al formato sistema Harvard, en el cual se incluye el apellido de los
autores y aio de la publicacién entre paréntesis. En el caso de que sean dos autores irdn unidos
por “y" (Choi y Garza, 2020). Cuando sean mas de dos autores, se citara el apellido del primero
seguido por “et al.,” y el afio de publicacién (Gu et al., 2019). Si se citan varias referencias, éstas se
separaran por punto y coma y en orden cronolégico ascendente (Gu et al., 2019; Choi y Garza,
2020). La relacién de autores en la seccion de referencias sera por orden alfabético de acuerdo al

formato APA.

IMPORTANTE: Toda vez que la referencia cuente con el registro internacional DOI debe incluirlo
utilizando el siguiente formato http://doi.org/XXXXXX. Aun cuando la referencia no cuente
con DOI, favor de poner el enlace donde puede ser encontrada.

A continuacién, se muestran algunos ejemplos:
Articulos de revistas cientificas

Braber, N. V., Vergara, L. D, Rossi, Y. E, Aminahuel, C. A, Mauri, A. N., Cavaglieri, L. R, &
Montenegro, M. A. (2020). Effect of microencapsulation in whey protein and water-soluble chitosan
derivative on the viability of the probiotic Kluyveromyces marxianus VM004 during storage and in
simulated gastrointestinal conditions. LWT, Food Science and Technology, 118, 108844,
https://doi.org/10.1016/j.lwt.2019.108844
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Capitulos de libros
Ho, Y. C, Chua, S. C, & Chong, F. K. (2020). Coagulation-Flocculation Technology in Water and
Wastewater Treatment. In Affam, A. C. & Ezechi, E. H. (Eds.). Handbook of Research on Resource

Management  for  Pollution and  Waste Treatment. (pp. 432-457). IGlI  Global.
http://dx.doi.org/10.4018/978-1-7998-0369-0.ch018

Libros
Low, I. M. (Ed.). (2018). Advances in ceramic matrix composites. Woodhead Publishing.

Patnaik, A, & Patnaik, S. (Eds.). (2019). Fibres to Smart Textiles: Advances in Manufacturing,
Technologies, and Applications. CRC Press.

Patentes

Gotz, M. R, Holmgren, K., Larsson, N., Fiebich, B., & Wade, W. (2019). U.S. Patent Application No.
16/478,514.

Tesis

Rios, E. A. (2018). Incidencia y control de tipos patégenos de Escherichia coli (STEC y EPEC) en leche
de vaca y quesos derivados en Castilla y Ledn (Tesis doctoral, Universidad de Leon).
http://hdl.handle.net/10612/7957

Boletin

Kirk, M. D., Angulo, F. J., Havelaar, A. H., & Black, R. E. (2017). Diarrhoeal disease in children due to
contaminated food. Bulletin of the World  Health Organization, 95(3), 233.
https://doi.org/10.2471/BLT.16.173229

Paginas electrénicas
Inegi. (2017). https://www.inegi.org.mx/temas/agricultura/
Base de datos

Wishart, D. S., Feunang, Y. D., Marcu, A, Guo, A. C, Liang, K., Vazquez-Fresno, R, ... & Sayeeda, Z.
(2017). HMDB 4.0: the human metabolome database for 2018. Nucleic acids research, 46(D1), D608-
D617. http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkx1089

Citas la abreviacion de la revista TECNOCIENCIA CHIHUAHUA en los indices internacionales es Rev.
TECNOCIENCIA CHIH.

Tablas, figuras y ecuaciones, las tablas y figuras deben enviarse en un archivo adjunto al
manuscrito; de preferencia en un archivo Word. O bien, crear un archivo comprimido (.zip o .rar)
que contenga los archivos de tablas y figuras. Adicionalmente, las tablas y figuras del manuscrito,
se colocaran dentro del texto principal en el lugar indicado por los autores, con titulos en espafiol
e inglés. El titulo de la figura debe presentarse como Fig. 1. Titulo de la figura.
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Es recomendable que las figuras se preparen con software especifico. Tome en cuenta que el
tamano de las figuras se ajustara en el proceso de ediciébn para ajustarse a los margenes de
impresion. Por ello, se recomienda hacer ejes, cuadros, etc., suficientemente grandes para que
resulten legibles aun al reducir el tamafio. Las extensiones aceptables para las figuras son JEGP y
TIF, considerando las siguientes caracteristicas de calidad (en puntos por pulgadas):

- 300 ppp para imagenes a escala de grises o color.
- 600 ppp para combinaciones imagen texto.
- 1,200 ppp para imagenes a linea.

Las tablas deben presentar tres bordes horizontales completos (en la fila de encabezados y al final),
cualquier otro borde horizontal debe ser parcial, no deben tener bordes verticales y no se
aceptaran en forma de iméagenes.

Las ecuaciones deben estar escritas con un editor de ecuaciones y deben aparecer en el manuscrito
numeradas con el formato de nimero arabigo. Las ecuaciones insertadas como imagenes no son
aceptables.

En el texto del manuscrito, al referirse a una ecuacion debe escribirse de la siguiente manera: Ec.
(1) o bien Ecs. (1) -(4), al referirse a una figura, seguir la misma regla, por ejemplo: Fig. 1, o bien
Figs. (1) -(5) y al referirse a una tabla, por ejemplo: Tabla 1 o bien Tablas (1) -(3).

Figuras y cuadros (version para produccion)

Las figuras y graficos deben proporcionarse en el texto principal y numerarse consecutivamente
con numeros arabigos y sus subtitulos respectivos deben incluirse dentro del texto principal en el
lugar indicado por los autores.

Cuando se incluyan figuras que contengan fotografias o micrografias, asegurarse que sean de alta
resolucion para que cada foto tenga al menos 300 ppp para imagenes a escala de grises o color.
Todas las fotografias deben contener el nombre del autor.

Tablas (version para produccion)

Las tablas deben proporcionarse en el texto principal y como archivo adjunto, y numerarse con
numeros arabigos. Deben estar incrustados en el texto del manuscrito, en el lugar indicado por el
autor. Las tablas deben prepararse con Microsoft Word® 2010 o posterior; no deben importarse
de Excel® o Powerpoint®, y deben:

a) Tener un nimero y un titulo (en inglés y en espafol)

b) Sea auto-explicable

) Tener los digitos significativos con la desviacidn estandar definidos de acuerdo con el criterio
estadistico

d) Mostrar datos que no se muestran en los graficos

e) Tener el formato mas simple posible; no esta permitido el uso de sombras, color o filas verticales
y diagonales
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f) Solo tienen letras minudsculas en el superindice que indiquen notas al pie de tabla (abreviaturas,
unidades, diferencias estadisticas, etc). Un ejemplo de tabla se muestra en los formatos
de "Plantillas de articulos”

Abreviaturas, los nombres cientificos se escribiran en cursivas, el género de la especie podra
abreviarse después de que se mencione por primera ocasién en el texto. Las unidades de cualquier
dato cientifico o de laboratorio deberan seguir el sistema internacional de medidas y usar las
abreviaturas o simbolos recomendados por las normas internacionales. No debera usarse punto
en las abreviaciones Ej.: kg (NO kg.). Se utilizara espacio entre la cantidad y la unidad o simbolo Ej.
8 cm, 100 %. Las notas a pie de pagina deberan ser evitadas.

Material adicional, si los autores lo desean, pueden proporcionar material adicional o
complementario como soporte al articulo (texto, tablas, figuras o multimedia), el cual estara
disponible en la pagina web de la revista una vez que sea publicado. Si el manuscrito ha sido
aceptado, también se le solicitara al autor un resumen grafico y los puntos relevantes del trabajo.
El resumen grafico debe describir en forma general el contenido del articulo, este resumen debe
tener las siguientes caracteristicas: archivo editable en diapositiva de Powerpoint, NO usar datos,
tablas o figuras contenidos en el articulo, contener figuras libres de restricciones de derechos de
autor, debe incluir un resumen que incluya de dos a tres enunciados donde se describe los
antecedentes, como fue realizado el trabajo y los principales resultados. Los puntos relevantes del
trabajo, deberan ser cuatro aspectos alcanzados, presentados en forma de enunciado con un
maximo de 80 caracteres con espacios.

Los archivos que el autor debera preparar para el envio seran:
(Formatos)

El texto principal del manuscrito debe presentarse de la siguiente manera:
1) El manuscrito en Word para produccion

Este archivo, corresponde a las "Plantillas de articulos” presentadas en esta guia de autores,
cuyas caracteristicas de formato se muestran a continuacién.

Formato Microsoft Word® 2010 (o posterior)

10 puntos Palatino Linotype

Espaciado especificado en la plantilla

Texto completo del manuscrito (extension de acuerdo al tipo de
manuscrito)

Las figuras, cuadros, tablas, ecuaciones y sus respectivos titulos deben estar
incorporados en el texto principal en el lugar indicado por los autores.

Las paginas deben estar numeradas secuencialmente

La carta de presentacion debe presentarse por separado

La pagina principal debe incluir los nombres e instituciones de los autores

El archivo debera llamarse “Apellidos autor producciéon”.doc.

O 0O O O O

O O O O
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2) En el manuscrito en Word para revision

Este archivo es una copia del manuscrito en Word para produccién, pero se editara sin los
nombres de los autores e Instituciones para enviar este archivo cegado a revision con los arbitros.

Este archivo debera ser nombrado “Apellidos de autor revisién”.doc: version para evaluacion del
revisor. Las caracteristicas de formato incluyen las siguientes especificaciones:

o Las lineas del texto al igual que las paginas deben estar numeradas
secuencialmente

o No debe incluir los nombres e instituciones de los autores ni en la pagina principal
del manuscrito, ni en la informacion del archivo

3) Carta de presentacion de articulo o autoria.

La carta de presentacion del manuscrito (Carta de presentacion del articulo) debe incluir la
relevancia e importancia del trabajo (un breve texto que describa la relevancia del trabajo de
investigacion o articulo de revision de manera concisa (con no mas de 100 palabras). Ademas,
incluird la declaratoria de que el documento presentado no ha sido publicado (parcial o
totalmente) ni ha sido sometido a arbitraje simultdneamente en otra revista. Haciendo constar que
cuenta con la aprobacion para su publicacion por los autores y coautores.

4) Los archivos de Tablas y Figuras para produccion (especificaciones que se describen en
la seccion de Tablas, figuras y ecuaciones en esta guia)

5) Resumen grafico (caracteristicas descritas en la seccion de Material adicional en esta guia)
Después de verificar el estilo de formato (acorde a la plantilla y especificaciones en esta guia de
autores) y crear los archivos de acuerdo a las especificaciones presentadas, continte con el envio
en linea.

¢No esta registrado? Registrese aqui

¢Ya esta registrado? Ingrese aqui

Una vez registrado en la plataforma de la revista, entrar y dar clic en 'Nuevo envio', después seguir
las instrucciones y completar cada una de las 5 pestaias del envio.
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