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RESUMEN

Los colorantes son uno de los aditivos mas utilizados por la industria alimentaria.
Estos son empleados para conferir color a los productos que no lo tienen o cuya
coloracion natural se alter6 durante su procesamiento, de modo que sean
visualmente atractivos y apetitosos para los consumidores. Existen dos tipos de
colorantes utilizados en alimentos y bebidas: artificiales y naturales. Los colorantes
artificiales son sencillos de sintetizar y tienen mayor estabilidad, sin embargo, su
uso se ve limitado debido a sus efectos adversos en la salud. Por otra parte, los
pigmentos naturales provienen de diferentes tipos de microorganismos, los cuales,
por su naturaleza, contienen compuestos bioactivos que pueden tener beneficios
para la salud, como propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Por lo tanto, se
ha aumentado el interés en investigar su produccion y aplicaciones. Este estudio
tuvo como objetivo evaluar el efecto de la adicion de un pigmento recombinante
obtenido mediante fermentacién, a una matriz alimentaria sobre su capacidad
antioxidante y antiinflamatoria. La violaceina es un bisindol purpura que se produce
mediante la condensacion de dos moléculas de triptdfano que involucran 5 enzimas.
El plasmido pAJM.336Vio, que contiene las enzimas para la produccion de
violaceina, fue extraido de un inoculo de Eschericia coli con un kit de extraccion.
Tras la extraccion dicho plasmido se introdujo en células de Pseudomonas
chlororaphis por electroporacion. El pigmento microbiano se obtuvo de las células
recombinantes de P. chlororaphis a través de un sistema de fermentacion
tradicional. La capacidad antioxidante del pigmento se cuantific6 mediante ensayos
de capacidad antioxidante de reduccion férrica (FRAP) alcanzando 269.61 pmol/mL.
En el ensayo de captacion del radical DPPH se obtuvo un promedio de inhibicion
del radical de 65.83 % para la violaceina cruda y 48.76 % para la formulacion en
gelatina. En cuanto al ensayo antiinflamatorio, este alcanz6 una estabilidad de
membrana promedio de 81.6 %. El pigmento recombinante mostré propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias cuando se agregd en una matriz alimentaria de
grenetina, permaneciendo estable en estas funciones durante siete dias bajo
condiciones controladas de temperatura. Una evaluacion tecno-econémica del
proceso a gran escala permitira determinar la viabilidad comercial del pigmento y
facilitar su incorporacion en productos industriales con propiedades bioactivas.

Palabras clave: violaceina, fermentacion, colorantes, antioxidantes,

antiinflamatorio.



ABSTRACT

Colorants play an important role in the food industry, as they provide color to
products that either lack natural coloration or have lost it during production, making
them more appealing and appetizing to consumers. Two types of colorants are used
in food and beverages: artificial and natural. Artificial colorants are easier to
synthesize and offer greater stability, though their use remains limited due to
potential adverse effects on human health. In contrast, natural pigments, derived
from various microorganisms, contain bioactive compounds that may offer health
benefits, such as antioxidant and anti- inflammatory properties. Violacein, a purple
bisindol is produced through the condensation of two tryptophan molecules involving
five enzymes. Plasmid pAJM.336Vio, which contains the genes for violacein
production, was extracted from an Escherichia coli inoculum using an extraction Kit.
The plasmid was introduced to Pseudomonas chlororaphis cells by electroporation
(1.8 kV). The microbial pigment was subsequently obtained from the recombinant P.
chlororaphis cells through a traditional fermentation system. The antioxidant
capacity of the pigment was quantified using the ferric reducing antioxidant power
(FRAP) assay, yielding a value of 269.61 pmol/mL. In the DPPH assay, the pigment
demonstrated an average radical inhibition of 65.83 % for crude violacein and 48.76
% for the gelatin formulation. The anti-inflammatory assay indicated that the gelatin
formulation maintained most of its efficacy over a 21-day shelf-life, reaching an
average membrane stability of 81.6 %. The recombinant pigment showed
antioxidant and anti-inflammatory properties when added to a gelatin-based food
matrix, remaining stable in these functions for seven days under controlled
temperature conditions. A techno-economic evaluation of the large-scale process
will allow for determining the commercial viability of the pigment and facilitate its
incorporation into industrial products with bioactive properties.

Key words: violacein, fermentation, colorants, antioxidant, anti-inflammatory.
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1. INTRODUCCION

Los colorantes sintéticos son uno de los aditivos mas utilizados en la industria
alimentaria. Estos son empleados para lograr dar un color atractivo a los productos
gue naturalmente son incoloros o cuya coloracion sufrid alteraciones durante el
proceso de fabricacién, de manera que sean mas agradables a la vista y mas
apetecibles para el consumidor. Diversos estudios han demostrado que la mayoria
de los seres humanos aceptan, o no, un producto dependiendo de la apariencia y el
color que muestre (Spence & Piqueras-Fiszman, 2016). Dado que los productos, ya
sea por su naturaleza o proceso de produccién, tienden a sufrir cambios en su
coloracion, la industria alimentaria ha optado por el uso de colorantes para lograr un
mayor porcentaje de aceptacion entre los consumidores, lo cual también resulta en
mayores ganancias. Se estima que para el 2027, el mercado de pigmentos y
colorantes alcance los 49.1 mil millones de délares (Chatragadda & Dufossé, 2021).
Existe una gran variedad de colorantes utilizados como aditivos para alimentos y
bebidas, los cuales, dependiendo su origen, podemos clasificar en dos: artificiales
y naturales. Los colorantes artificiales, a pesar de poder ser sintetizados de una
manera mas sencilla y con un comportamiento mas estable, su uso/potencial es
limitado por sus efectos adversos en la salud, y a que no son renovables y no son
biodegradables. Por lo tanto, no pueden promoverse como colorantes seguros para
el ambiente y el consumo humano (Mota et al., 2021).Por otro lado, los colorantes
naturales se derivan de fuentes como plantas, insectos, animales y minerales, los
cuales por sus compuestos bioactivos con potencial beneficio a la salud como efecto
antioxidante, antiinflamatorio o conferir propiedades antimicrobianas, han
aumentado el interés por el estudio de (Ramesh et al., 2019). Existe un espectro de
colores naturales provenientes de las fuentes mencionadas, estos colores son
exhibidos por varias moléculas organicas e inorganicas y su absorcion de luz en la
region visible (Bhat, 2005).

La demanda de pigmentos provenientes de vias naturales ha aumentado, siendo

las plantas y microorganismos las dos principales fuentes. Sin embargo, la
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produccion de pigmentos extraidos de plantas presenta su propia lista de
limitaciones, como lo es su inestabilidad frente al calor, tipo de fermentacion
aplicada, pH, baja solubilidad en agua y sus fuentes de carbono y nitrégeno (Kumar,
2015). Por otro lado, los pigmentos microbianos presentan ventajas en términos de
produccion en comparacion con los pigmentos similares obtenidos de vegetales o
animales. Por lo tanto, se espera que la produccion de pigmentos a través de
bioprocesos que involucren microorganismos, con una alta tasa de crecimiento, sea
mas competitiva en términos de productividad industrial. En consecuencia, se esta
prestando una gran atencion a la sintesis de biopigmentos, mediante el uso de
microorganismos (Babitha, 2009; Panesar et al., 2015). En este trabajo se evalud el
efecto de la adicién del pigmento recombinante sobre la capacidad antioxidante y
antiinflamatoria, asi como el efecto de un sistema bioelectroquimico sobre su
produccion, en una matriz alimentaria. Se espera proponer una alternativa para la
produccion de pigmentos microbianos naturales que puedan ser incorporados a

matrices alimentarias y asi contribuir al bienestar de la poblacion.
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2. ANTECEDENTES
2.1.Colorantes en laindustria alimentaria

El principio del siglo XIX marcé el comienzo de la produccion masiva y recuperacion
de colorantes sintéticos a partir de productos derivados del petroleo (Chaitanya,
2014). A medida que el procesamiento y conservacion de alimentos comenzo a
desarrollarse dentro del mundo industrial, la importancia del color de los alimentos
aument6. Como resultado del incremento en la atencion y demanda del consumidor,
se generd un incentivo estético y comercial para potenciar los colores de los
alimentos procesados. Lo cual llevé a la industria a mejorar el atractivo de sus

productos con materiales a los que pudieran acceder (Coultate & Blackburn, 2018).

Los aditivos alimentarios son sustancias que se afladen a los alimentos con el fin
de cumplir diversas funciones tecnoldgicas, como el color, sabor, conservacion,
textura, humedad, entre otras. Los colorantes sintéticos son uno de los aditivos mas
utilizados, su propésito es otorgar color a los alimentos para varios fines, como
ocultar colores no deseados, uniformizar el color, prolongar la duraciéon del color
especifico, o intensificar o suavizar el color de los alimentos (Carocho et al., 2014).
Los colorantes se pueden clasificar segun su origen en cinco grupos distintos:
compuestos azoicos, derivados quinoftalonicos del amarillo de quinolina,
triariimetanos, xanteno y colorantes indigos (Tabla 1). Los compuestos azoicos
presentan colores que varian desde el amarillo hasta el rojo. Los derivados
quinoftalénicos del amarillo de quinolina también muestran colores en el rango del
amarillo al rojo. Los triariimetanos se basan en la estructura del trifenilmetano para
producir diferentes compuestos, mientras que los xantenos estdn compuestos
exponen colores como amarillo fluorescente, rosa o azul. Por ultimo, los colorantes
indigos se derivan del tinte indigo y proporcionan una tonalidad azulada (Dossi
et al., 2007; Sarikaya et al., 2012).

14



Tabla 1. Clasificacion por origen de colorantes sintéticos y los colores que

manifiestan (adaptado de Carocho et al., 2014).

Clasificacion Color producido

Azoicos Amarillo — rojo
Quinoftalon Amarillo — rojo
Triarilmetano Verde, violeta
Xantenos Amarillo, rosa, azul
Indigoides Azul

Adicionalmente, este tipo de colorantes son mas econémicos, estables y vibrantes
gue aquellos de origen natural, dado sus ventajas la industria tiende a preferir su
uso, pero presentan importantes riesgos para la salud. Se ha reportado que los
colorantes representan una categoria de aditivos con mayores riesgos para la salud
(Kobylewski & Jacobson, 2012).

Durante las ultimas décadas, se ha incrementado el interés en la posible toxicidad
de los aditivos empleados en la industria alimentaria, especialmente en lo que
respecta a los colorantes azoicos. Estos colorantes suelen presentarse en colores
intensos y llamativos. No obstante, la principal preocupacién que limita su uso se
relaciona con la posible capacidad carcinogénica que pueden adquirir a través de la
conversion de sus componentes por parte de la microbiota intestinal en metabolitos
cancerigenos (Chung, 2016).Se teme que los aditivos alimentarios y sus
combinaciones puedan afectar negativamente el desarrollo neurologico. Debido a
cuestiones éticas, estos efectos solo pueden ser estudiados en animales, y un
estudio en ratas hembra y sus crias encontré que la exposicién prenatal a una
mezcla de colorantes alimentarios tuvo un efecto perjudicial en la memoria de las

ratas (Amchova et al., 2015). Ademas, se han observado alteraciones en las
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expresiones de las densidades de los receptores de glutamato y acetilcolina
(Ceyhan et al., 2013).

La literatura cientifica y estudios clinicos sugieren que, en el consumo normal, es
poco probable que estos aditivos causen dafio a la salud. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la mayoria de los estudios que evaluaron el impacto
de los colorantes alimentarios en la salud se enfocaron en evaluar la ingesta de un
solo colorante, en lugar de mezclas de estos, que es lo mas comdn en las
tendencias de alimentacién de la poblacion general (Amchova et al., 2015). En vista
de las ultimas investigaciones, resulta importante que los organismos reguladores
e industrias desarrollen procesos sostenibles y econémicamente eficientes para la

produccion de colorantes verdaderamente inocuos para el consumo humano.

2.1.1. Colorantes microbianos

En los ultimos afios, los consumidores han mostrado una fuerte demanda por
productos mas naturales, lo que ha llevado a una tendencia creciente de reemplazar
colorantes sintéticos por pigmentos naturales. Estos pigmentos se han utilizado en
muchos campos, incluyendo la produccién de alimentos, textiles, papel, agricultura,
ciencia y tecnologia del agua. Los pigmentos naturales no solo mejoran la calidad
de los productos, sino que también tienen propiedades biologicas beneficiosas,
como la capacidad antioxidante y la actividad antimicrobiana (Ahmad, et al., 2012).
Por lo tanto, es importante explorar diversas fuentes naturales de colorantes
alimentarios de calidad, incluyendo el uso de microorganismos. El uso de pigmentos
naturales en alimentos procesados, por ser biodegradables, amigables con el
ambiente y usar recursos renovables, son un area con gran potencial (Aruldass
et al., 2018).

Consecuentemente, la industria alimentaria esta mostrando un interés creciente en
utilizar tecnologias microbianas para producir colorantes alimentarios, lo que puede
ayudar a abordar la preocupacién publica sobre los posibles efectos adversos de

los colorantes sintéticos en la salud. Ademas de los beneficios para la salud
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humana, el uso de colorantes naturales puede contribuir a la preservacion de la
biodiversidad (Tuli et al., 2015).

Los microorganismos son una opcion favorable para la produccion de biopigmentos
debido a su mayor disponibilidad, estabilidad, eficiencia de costos, rendimiento y
facilidad de procesamiento. Se han creado diversos biopigmentos utilizando
microorganismos, logrando obtener una diversa gama de colores, tal como
podemos observar en la Figura 1. Adem&s de su uso en la industria cosmética y
alimentaria como colorantes, muchos de estos pigmentos también presentan
beneficios para la salud, como propiedades anticancerigenas, antioxidantes,
antiinflamatorias y antimicrobianas (Duran, 2012). Se ha demostrado que la
violaceina, un pigmento microbiano con multiples usos puede proteger contra el
dafio oxidativo en la ulceracion gastrica al estimular el mecanismo de defensa de la

mucosa (Antonisamy & Ignacimuthu, 2010).

Los pigmentos microbianos son una valiosa fuente de colorantes naturales y ofrecen
una amplia variedad de propiedades. Se necesitan esfuerzos mas rigurosos para la
utilizacibn de sustratos organicos para el crecimiento de microorganismos
productores de pigmentos. También es importante investigar como diversos
parametros del proceso afectan la tasa de produccién de estos pigmentos.
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Figura 1. Pigmentos microbianos con limitaciones en un circulo cromatico
representando los colores que producen y su estructura quimica (adaptado de
Dufosseé, 2018; Venil et al., 2020).

2.2.Violaceina

La violaceina es un bisindol de color purpura que se encuentra de forma natural en
varias bacterias y se produce a través de la condensacion de dos moléculas de
triptéfano (Gomez-Gomez et al., 2019). Su estructura quimica (Figura 2) consta de
tres unidades estructurales diferentes, y se ha descubierto la ruta biosintética
completa a partir de L-tript6fano que involucra cinco enzimas (VioA, VioB, VioE,
VioD y VioC) (Hoshino, 2011). Aungque la violaceina es un metabolito en respuesta
a la sefalizacion de quorum, también se ha demostrado que tiene mdltiples
propiedades biologicas, fisicas y quimicas (Tabla 2). Ademas, puede actuar de
forma sinérgica con otros antibiéticos. La violaceina tiene una gran importancia

industrial y se utiliza en diversas areas, como la cosmética, los textiles y la industria
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de alimentos (Duran et al., 2016). Puesto que la demanda industrial de la violaceina
requiere una produccidn mayor que la que se esta logrando actualmente con los
productores naturales, existe una gran motivacion por aumentar la produccion de
violaceina en las bacterias nativas, como Pseudomonas chlororaphis, utilizando
técnicas de cultivo optimizadas debido a las propiedades interesantes de la

violaceina (Yang et al., 2011).

VIOLACEINA

N

Figura 2. Estructura quimica de la violaceina (Ballantine et. al., 1958).

En cuanto a sus actividades bioldgicas, la violaceina se considera un candidato
prometedor para su uso como antibiético por su fuerte efecto antibacteriano.
También se ha descubierto que su eficacia se mejora cuando se combina con otros
antibioticos, lo que la hace especialmente interesante en el contexto de las cepas
de bacterias resistentes a los antibiéticos, como Staphylococcus aureus resistente
a la meticilina (MRSA) (Subramaniam et al., 2014). Adicionalmente, la violaceina ha
sido estudiada por su potencial terapéutico en el tratamiento del cancer, y se ha
encontrado que tiene efectos citotdéxicos en varias lineas de células cancerosas. Se
ha demostrado que los efectos de la violaceina son especificos para cada linea
celular de cancer analizada, como se evidencio en el caso de dos lineas celulares
de cancer colorrectal, Caco-2 y HT-29 (de Carvalho et al., 2006). No obstante, es

importante tener en cuenta que la violaceina también es citotoxica para las células
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no cancerosas, por lo que su uso clinico contra el cancer dependera de que sea

mas toxica para las células cancerosas que para las células normales.

Tabla 2. Propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas importantes de la violaceina.

PROPIEDADES DE LA VIOLACEINA

Fisicas Quimicas Biol6gicas

Hidrofébico Alcaloide Antibacteriano

Absorcion optima a 575 | Soluble en compuestos Fotoquimoterapéutico

nm organicos
Coloracion purpura Activo contra bacterias Antioxidante
Gram +y -

(de Carvalho et al., 2006; Gomez-Gbémez et al., 2019; Subramaniam et al., 2014)
2.2.1. Biosintesis

La via biosintética de la violaceina, ejemplificada en la Figura 3, ha sido estudiada
a profundidad. Se conoce, que se trata de cinco enzimas, VioA, B, C, D y E.
Partiendo de L-triptéfano (L-TRP), este se convierte en acido indol 3-piravico (IPA)
por la enzima VioA monooxigenasa tripto6fano-2 dependiente de flavina. IPA imina
se dimeriza a un dimero de imina, que es catalizado por VioB. VioB actia como una
catalasa con hemo b como cofactor. VioE convierte el dimero de imina en &cido
protoviolaceinico (PDVA) mediante el desplazamiento 1,2 de un anillo de indol. En
ausencia de VioE, el dimero de imina inestable se convierte espontaneamente en
acido cromopirrélico (CPA). Luego, el PDVA se convierte en &cido protoviolaceinico
(PVA) mediante una oxigenasa VioD dependiente de NADP al agregar un grupo
hidroxilo en la posicibn C5 de un anillo de indol. EI PVA se convierte en acido
violaceinico (VA) por otra oxigenasa VioC dependiente de NADP, al agregar un
grupo hidroxilo en la posicién C2 del otro anillo de indol, seguido de la formacion del
producto final, violaceina, a traves de la descarboxilacion oxidativa espontanea. La
enzima VioC permite su uso de PDVA como sustrato y da como resultado la

formacion de desoxiviolaceina, el principal subproducto. Por lo tanto, normalmente
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se obtiene una mezcla de violaceina y desoxiviolaceina cuando se expresa todo el

operon VioABCDE, la cual se denomina "violaceina cruda™ (Balibar & Walsh, 2006).

L-TRP IPA imina Dimero IPA imina CPA
™ S HO  NHHN  OH HO N oH
N ONH N OWH \ {
)~/ Vs o Y * o} o
4 ~~ heme b
“' i P FAD / - p, heme b \ / / - \ /
g o, H,0, i H,0, 2H,0 o N H NH,
oH oH H H N N
How
NH;", CO;

VA Ho PVA Ho PDVA Ho DVA Ho
Cc=0 10C C=0 1 Cc=0 1 > Cc=0

4 YT/ NADPHN \ /T 7 T Y/ ¢ napeu Nt | [ Y7 7 Nab@eH /
< SN 0 H", 0, -l 1,0 H,0, N° N +.0, H, b Vil =
N HO™ N H, : N N H, 1", 0, N N H", 0, ! N HO™ N
H, 0, m, H',0, = H', 0, m H*, 0, m
* * * *
H,0, CO, H,0, CO, H,0, CO, H,0, CO,
HO o] HO 0 )
HN \/7 N — HN
o OO € QD
\ Ve s g W, \_¢ \
N N N N o” N
H o N H H H
Violaceina PV Desoxiviolaceina

Figura 3. Biosintesis de violaceina. *Espontaneo (modificado de Ahmed et al.,
2021).

2.2.2. Pseudomonas chlororaphis

Pseudomonas chlororaphis se observa como una bacteria en forma de bastoncillo,
Gram negativa, la cual no esporula y cuenta con uno o mas flagelos en los polos.
Su crecimiento se produce entre 24 y 48 h en un rango de temperatura de 27 a 32

°C, siendo un microorganismo estrictamente aerobio (Ghergab et al., 2021).

Durante la colonizacion, las Pseudomonas sufren estrés oxidativo que resulta en la
formacion de equivalentes reductores, especificamente NADPH, esto como
mecanismo de defensa contra las especies reactivas de oxigeno (ROS). La bacteria
logra esta produccion de NADPH mediante la via de las pentosas fosfato (VPF), a
través de la cual canaliza el carbono y produce grandes cantidades de NADPH. Esta

particularidad ha generado interés entre los investigadores, pues este mecanismo
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de produccion es un potencial recurso para combatir el estrés oxidativo (Nikel et al.,
2014).

2.2.2.1. Produccién de violaceina a partir del plasmido pAJM.336Vio en

P. chlororaphis

El plasmido pAJM.336Vio (Figura 4) incluye las cinco enzimas que permiten la
produccion de violaceina a partir de triptéfano y IPTG como inductor, ademas de
proporcionar resistencia a la kanamicina en E. coli. Este mismo plasmido presenta
distintas cantidades de genes en cada médulo, que codifican enzimas metabdlicas
activas y dan lugar a una biosintesis diferencial de la violaceina en P. chlororaphis,
sin la necesidad del precursor triptéfano (Lastiri-Pancardo et al., 2020).

FWDSth (reversed), J85rpl3, terminator,+2 Ascl

185202,R8S_Be@34, Zral, Aat1l, +1 AFLIIT
space?,vioD, SphI Mlul
Hpal
Mfel
PaeR7I,PspXI,T1il, +1
pBRrevBam
BstZ171

Alel
space?,+1
oC

Bsiwl

pl5A ori

plasmido pAJM.336Vio Q |
11250 bp JL""

@PMead
\Y (@)orom

BspEI Spel
Srfl ligation

Figura 4. Plasmido pAJM.336Vio (Sin publicar, proporcionado por Dr. José Utrilla
Carreri, CCG-UNAM, Cuernavaca, Morelos, México.)

2.2.2.2. Estabilidad de la violaceina producida por microorganismos

Se ha reportado que valores de pH que oscilan entre 5y 9 favorecen la estabilidad

de la violaceina. Sin embargo, a un pH alto de 11, la violaceina se volvio incolora
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después de 24 h, mostrando mas del 90% de descomposicidén tanto en presencia
como en ausencia de luz. Bajo condiciones altamente acidas de pH 2, la violaceina
mostrdé un nivel moderado de descomposicién, dejando alrededor del 65% del
pigmento remanente en la solucion después de 30 dias. En general, ajustar el pH
de la solucion a 5 — 9 tuvo el menor impacto en la intensidad del pigmento, segun la
cantidad de pigmento residual en la solucién. Ademas, la violaceina en metanol,
muestra buena estabilidad al calentarse durante 2 horas a temperaturas que oscilan
entre 40 °C y 100 °C con pigmentos residuales en solucion alrededor del 97 %. Esto
puede indicar su potencial para aplicarse en diversas aplicaciones industriales
(Ahmad, Yusof, et al., 2012).

2.3.Fermentacion por microorganismos

La fermentacién ha sido utilizada como un método de produccion de alimentos
desde tiempos antiguos, cuando los humanos comenzaron a desarrollar la
civilizacion. Actualmente, la fermentacion se ha convertido en una rama crucial de
la bioingenieria y es un campo multidisciplinario que involucra areas como la
microbiologia, ingenieria quimica, ingenieria genética, ingenieria celular, ingenieria
mecanica e ingenieria de software y hardware. Con el desarrollo de la biotecnologia
moderna, la fermentacidon se ha aplicado en todos los aspectos de la vida,
incluyendo la produccién de alimentos fermentados, la industria y la salud humana,

donde los microbios y los metabolitos juegan un papel crucial (Feng et al., 2018).

La fermentacién ha sido clasificada en fermentacion en estado sumergido (SmF) y
en estado solido (SSF) basado principalmente en el tipo de cepa y el pigmento que
se desea extraer. La fermentacion SmF aprovecha sustratos liquidos como caldos
de flujo libre. Durante la fermentacion, los compuestos bioactivos se liberan en el
caldo. Dado que los sustratos se consumen rapidamente, es necesario
reemplazarlos o complementarlos constantemente con nutrientes. Esta forma de

fermentacién es apropiada para microorganismos, como las bacterias, que
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necesitan un alto contenido de humedad. Ademas, un beneficio adicional de esta
técnica es que la purificacion y refinamiento de los productos es mas sencilla. SmF
se utiliza principalmente para extraer metabolitos secundarios que requieren la

forma liquida del sustrato (Behera et al., 2019).

Por otro lado, la técnica de fermentacion SSF se basa en el uso de sustratos soélidos,
como salvado, bagazo y pulpa. La principal ventaja de esta técnica es que los
materiales ricos en nutrientes que son desechados pueden reciclarse facil y
eficientemente como sustratos. En este método, el mismo sustrato se puede utilizar
durante periodos de fermentacion prolongados y se libera de manera constante y
gradual, lo que permite una liberacion controlada de nutrientes. SSF es mas
adecuado para microorganismos como hongos que requieren un contenido limitado
de humedad, pero no se puede utilizar en procesos de fermentacion que involucren

organismos que requieren un alto contenido de humedad (Behera et al., 2019).

2.4.Sistema bioelectroquimico

Un sistema bioelectroquimico (BES) es un tipo de biorreactor que combina procesos
bioldgicos y electroquimicos, produciendo un intercambio de electrones (Figura 5)
para generar productos de interés. Se les da diferentes nombres segun el producto
0 servicio que proporcionan (Schroder, 2012). La investigacion inicial en BES se
centr6 en la produccion de electricidad en celdas de combustible microbianas
(MFC), pero a lo largo del tiempo se han utilizado en muchas otras aplicaciones,
como la produccion de hidrogeno en celdas de electrdlisis microbiana (MEC), la
reduccion de CO:2 en procesos de electrosintesis microbiana (MES) para la

produccion quimica (Venkata Mohan et al., 2014).

Basado en el conocimiento obtenido a través del uso de diversas tecnologias, se ha
propuesto recientemente un nuevo tipo de BES que actia como un medio innovador
para el control y la estabilizacion del proceso de fermentacién, superando las

limitaciones metabdlicas para una fermentacién mas eficiente y efectiva. Durante la
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fermentacion, ocurre una cascada de reacciones de oxidacion y reduccidn que
deben mantenerse en equilibrio. Es importante también, tener en cuenta que hay
diferentes parametros que afectan las vias fermentativas, incluyendo el tipo de
in6culo microbiano, la composicion del medio, el pH, la temperatura, el tiempo de
retencidon hidraulica en sistemas continuos y la acumulacion de productos finales
como la presion parcial de Hz2 (Ghimire et al., 2015; Guo et al., 2010; Wong et al.,
2014).

(A) (B) (€)
Sustrato Sustrato
Sustrato

Subproducto 1

Subproducto 2
Producto Producto Producto Anodo

Conversion directa Control OPR Interaccion sintroéfica

Key: =P Flujo de carbono === Flujo de electrones G Ruta desfavorable @ Ruta favorable

Figura 5. Intercambio de electrones en un SBE (modificado de Moscoviz et al.,
2016).

2.4.1. Electrofermentacion

La incorporacion de electrodos permite el control y la optimizacion del ambiente de
fermentacién para generar productos de mayor pureza, asi como promover el
crecimiento y densidad de células microbianas (Agler et al., 2011). Esta técnica ha
sido denominada como electrofermentacion (EF). Fundamentalmente, la corriente

eléctrica desempefia un papel crucial como fuente alternativa de poder reductor u
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oxidante, que es potencialmente mas sostenible que los sustratos convencionales
(Rabaey & Rozendal, 2010).

Una forma de suministrar o extraer electrones del metabolismo de las células
microbianas es a través de medios electroquimicos. Como se ejemplifica en la
Figura 6, el uso de fermentacion electrostatica logra modificar positivamente el
metabolismo de algunos microorganismos y se obtienen mejores rendimientos en
metabolitos de interés a comparacion con una fermentacion tradicional (Rabaey
et al., 2011). La eficacia del Sistema de Fuente de Electrones (EFS, por sus siglas
en inglés) dependeréa principalmente de tres factores: (a) las interacciones entre
microorganismos, (b) los acoplamientos redox disueltos en el medio y (c) las
interacciones entre los microorganismos y la superficie de los electrodos a través
de mecanismos celulares de transferencia extracelular de electrones (Moscoviz
et al., 2016).

@

Glucosa
] L e‘ﬂ ﬁe'

Electrofermentacion
5% Butanol 16%
15% Biomasa 10%
Recuperacion 9% Hidrogeno 6%
de electrones
13% Acetato 13%
42% Butirato 41%

Fermentacion

Figura 6. Comparacion entre una fermentaciébn tradicional y una

electrofermentacion (modificado de Moscoviz, 2016).
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2.5.Regulacion del uso de colorantes

Los colorantes alimentarios permitidos por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) se clasifican como sujetos a certificacion o exentos de
certificacion, los cuales estan sujetos a rigurosos estandares de seguridad antes de

su aprobacioén y clasificacion para uso en alimentos (FDA, 2018a).

Los colorantes sintéticos, aunque menos costosos, proveen una mayor facilidad
para crear una variedad de tonos y necesitan ser sujetos a diferentes tipos de
pruebas para lograr certificarse como seguros para el consumo humano. En
general, estos colores son estables con respecto a la exposicion al pH, la luz y el
calor pues deben cumplir con estandares especificos. Los colores que estan
exentos de certificacidon generalmente incluyen los derivados de fuentes vegetales
o minerales. Los colores exentos deben cumplir con las especificaciones de
identidad y pureza y las limitaciones de uso en caso de que ya estén descritas. Los
colores exentos de certificacién no requieren pruebas adicionales, pero también

deben ser evaluados minuciosamente (Pressman et al., 2017; FDA, 2018b).

2.6.Alimentos con capacidad antioxidante y antiinflamatoria

Ademas de proporcionar nutricion y energia, los alimentos tienen la capacidad de
proteger las estructuras corporales contra la formacion de radicales libres pues
existen alimentos capaces de actuar como antioxidante y/o antiinflamatorio (Tabla
3). La oxidacion celular causada por estos radicales se relaciona con el
envejecimiento y diversas enfermedades, como enfermedades cardiovasculares,
degenerativas y diferentes tipos de cancer. Los antioxidantes contenidos en los
alimentos pueden prevenir algunos de estos procesos y también pueden retrasar la

aparicion de estas enfermedades (Batalla, 2007).
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Tabla 3. Ejemplos de alimentos con capacidad antioxidante y la cantidad del

compuesto antioxidante que aportan

Compuesto

Antioxidante

Alimentos en los que

esta presente

Cantidad
por 100 g

Aceite de maiz 31 mg
- Germen de trigo 30 mg
Vitamina E
Almendras 25 mg
Nueces 9 mg
Kiwi 500 mg
- Pimiento rojo 204 mg
Vitamina C
Limon 80 mg
Espinaca 60 mg
Zanahorias 2,000 ug
Mantequilla 970
Vitamina A : d HO
Aceite de soya 583 ug
Quesos 204 ug

(modificado de Batalla, 2007).

En cuanto a la actividad antiinflamatoria, se han realizado estudios, como por
ejemplo uno en el cual se estudid un aislado de suelo del desierto que produce un
pigmento de color amarillo-anaranjado a partir de Streptomyces sp. D25, el cual
demostro una actividad antioxidante notable (Radhakrishnan et al., 2016). Por otro
lado, también se aislé una bacteria pigmentada marina, Micrococcus sp., que
presenta un gran potencial como agente cicatrizante y antiinflamatorio, debido a las
propiedades antibacterianas del pigmento (Srilekah, 2017). Ademas, se ha
reportado sobre otro carotenoide con actividad biologica, la fucoxantina, la cual es
extraida de cianobacterias, que muestra propiedades anticancerigenas,
antiinflamatorias y antiobesidad (Safafar etal., 2015). En consecuencia, los

pigmentos bioactivos exhibieron una marcada capacidad de promover la
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cicatrizacion de heridas y podrian considerarse una valiosa fuente de compuestos

antiinflamatorios (Venil et al., 2020).
2.6.1. Gelatina como matriz alimentaria

Derivado del colageno, la gelatina se compone de una combinacion heterogénea de
péptidos, a través de procesos que involucran la ruptura de cadenas polipeptidicas
y la ruptura parcial de los enlaces polipeptidicos. Si se somete a una degradacion
enzimatica mas profunda, se obtienen hidrolizados de gelatina. Los hidrolizados de
gelatina y los péptidos derivados de la gelatina se pueden utilizar como posibles
ingredientes funcionales por sus propiedades antioxidantes y crioprotectoras (Hou
& Regenstein, 2006; Liu et al., 2015).

La gelatina se obtiene generalmente de fuentes de colageno disponibles en cantidad
y precio razonable para los fabricantes. Estas fuentes comerciales incluyen
principalmente huesos de ganado desmineralizados y piel de bovino y cerdo.
Durante la produccién de gelatina, la hidrélisis del coldgeno es el proceso
fundamental. Aunque la gelatina carece de triptéfano y tiene un bajo contenido de
metionina, sus niveles de lisina (4%), su excelente digestibilidad la convierten en
una buena fuente de proteinas, ademas es interesante destacar su bajo aporte
calorico (3.5 kcal/g). Por esta razén, a menudo se utiliza como complemento de
otras proteinas para aumentar su valor proteico mas alla de los componentes
individuales. (Johnston-Banks, 1990). Asimismo, por sus propiedades fisicas,
resulta un alimento de facil deglucion. Por esta caracteristica, la gelatina es un
alimento utilizado como tratamiento contra la desnutricion de aquellos pacientes que
presentan problemas para deglutir, como lo son los pacientes con disfagia (Pérez-
Cruz et al., 2018).

A medida que envejecemos, nuestro cuerpo experimenta cambios en la anatomia y
en los mecanismos neuromusculares, lo que provoca una disminucién en la
capacidad funcional que puede afectar el proceso de la deglucion de alimentos. La

disfagia es un problema que afecta a una proporcibn considerable,
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aproximadamente del 30 al 40%, de las personas mayores de 65 afios (Claveé et al.,
2004). La presencia de disfagia, especialmente en pacientes con trastornos
neurolégicos, es un sintoma critico que conlleva una gran importancia debido al
riesgo que representa para la nutricion del paciente, ademas de las complicaciones
que pueden desencadenar y que pueden ser fatales en cualquier etapa de la
enfermedad (Clavé & Shaker, 2015).

Igualmente podemos destacar el uso de la gelatina en guarderias e instituciones
escolares, pues al ser un alimento econémico, es facilmente adquirido por las
instituciones. Ademas, como se menciona anteriormente, la gelatina es de facil
deglucion, lo cual es una caracteristica importante considerando que los nifios
suelen presentar problemas al momento de masticar y deglutir. Por lo que resulta
importante desarrollar conocimiento acerca de la adicién de pigmentos microbianos
sobre la gelatina, pues al lograr que el alimento cumpla con las expectativas visuales

se aumenta el grado de aceptacién por parte del consumidor.
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3. JUSTIFICACION

El interés por los pigmentos naturales ha aumentado en los ultimos afios debido a
la creciente preocupacion por las repercusiones a la salud y al deseo de alternativas
mas saludables y sostenibles a los pigmentos sintéticos (Juri¢ et al., 2022). Se ha
reportado que el consumo de colorantes sintéticos esta ligado a multiples riesgos
para la salud (Gao etal.,, 2011). Uno de los efectos asociados es un cambio
significativo en los marcadores hepéticos y renales, esta variacion en los
marcadores se ve afectada en mayor medida al aumentar la cantidad de colorante
consumido, pues estos inducen estrés oxidativo mediante la formacion de radicales
libres (Amin et al., 2010). Adicionalmente, también se le atribuyen problemas de
conducta en nifios cuyo consumo de colorantes sintéticos es constante o en grandes
cantidades. Durante las ultimas décadas se han realizado diversos estudios que
exponen el impacto de los colorantes sintéticos sobre la conducta infantil; los
resultados demuestran un rol importante en la manifestacion de sintomas de déficit
de atencion e hiperactividad (Miller et al., 2022). Adicionalmente, algunos analisis
han reportado que la ingesta de estos colorantes desencadena una respuesta
inflamatoria, provocando activacién y disrupcion del sistema inmune.

Los pigmentos naturales en comparacién con los pigmentos sintéticos, debido a su
disponibilidad, no estacionalidad, escalabilidad, mayor rendimiento y procesamiento
posterior, ofrecen una opcion mas segura (Dufossé, 2016). Ademas, los pigmentos
naturales obtenidos por microorganismos producen una gran cantidad de
compuestos bioactivos que pueden tener una amplia gama de actividades, como lo
es su potencial antioxidante que estimula los mecanismos de defensa de la mucosa
para proteger contra el dafio oxidativo en las Ulceras gastricas (Antonisamy &
Ignacimuthu, 2010). Por otra parte, los pigmentos microbianos también ofrecen una
gama de colores mas amplia que los pigmentos sintéticos, lo que los convierte en
una opcion deseable para la industria.

La gelatina es un producto derivado del colageno que se compone de una mezcla

de péptidos, y puede ser degradada en hidrolizados de gelatina. Los péptidos
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derivados de la gelatina tienen propiedades antioxidantes y crioprotectoras (Hou &
Regenstein, 2006; Liu etal., 2015). Por estas propiedades, la gelatina es
ampliamente utilizada en el sector salud como alimento para pacientes con disfagias
y en guarderias e instituciones escolares para nifios problemas de masticacion y
deglucién. Ademas, la adicién de pigmentos microbianos sobre la gelatina puede
mejorar Su apariencia visual y aumentar su aceptacion por parte de los

consumidores.

Por lo tanto, considerando los efectos adversos de los pigmentos sintéticos, el
aumento en el interés de los consumidores por productos mas naturales y el
potencial de la produccion de pigmentos microbianos, el presente trabajo busca
evaluar el efecto de la adicion de pigmento recombinante a partir de Pseudomonas
chlororaphis, respectivamente, en una gelatina como alimentos modelo sobre la
capacidad antioxidante y antiinflamatoria.

La Figura 7 presenta la justificacion para priorizar el estudio y produccién de
pigmentos naturales frente a los sintéticos, destacando los efectos secundarios de
estos ultimos en la salud. Se propone el desarrollo de procesos que favorezcan la
produccion masiva de pigmentos naturales, impulsada por la demanda, mejorando

la validad de vida y promoviendo dietas mas saludables.

efectos

. . Pigmentos secundarios
S:”Eﬁz'ﬁtgs artificiales en Repercusiones en la Recomendacion de
gr%ificiales productos salud dietas saludables
alimenticios
aprobacion disefio del

Contribucion a la
saluda de la
poblacién y mejora
en la calidad de vida

roceso .
P Demanda/necesidad

por pigmentos de
fuentes naturales

Mayor oferta de
productos con
pigmentos naturales

Produccién en
masas

Figura 7. Justificacion de la necesidad del estudio y produccion de pigmentos

naturales sobre pigmentos sintéticos.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad antioxidante y antiinflamatoria de una matriz alimentaria

adicionada con un pigmento recombinante.

4.2. Objetivos especificos
|.  Expresar el plasmido pAJM.336Vio en Pseudomonas chlororaphis

mediante electroporacion para la obtencion de pigmento recombinante.

II. Evaluar el efecto de la aplicacion de voltaje en un sistema de

electrofermentacion sobre la produccién del pigmento recombinante.

[ll.  Determinar la concentracion del pigmento microbiano recombinante que

conduzca a la mayor capacidad antioxidante en la matriz alimentaria.

IV. Evaluar la capacidad antioxidante y antinflamatoria de la matriz

alimentaria durante su vida de anaquel.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material biologico

En este estudio se utilizd la cepa de Escherichia coli para la extraccion del plasmido
pAJM.336Vio con el cual se realizo la transformacion de la bacteria Pseudomonas
chlororaphis. Los microorganismos fueron obtenidos de la coleccion de cepas del
Centro de Ciencias Gendmicas ubicado en la Universidad Nacional Autbnoma de
México Campus Morelos, las muestras permanecieron preservadas en una

suspension con glicerol al 20% v/v a una temperatura de -70 °C hasta su utilizacion.
5.2. Medio nutritivo

Comenzando con 700 mL de agua estéril en un frasco Schott de 1 L, se agregaron
300 pL de CaClz, 1.5 mL de elementos traza, 1 mL de MgSO4, 100 mL de la solucion
de sales N2XM9-10X, y finalmente 100 mL de solucién de glucosa al 50%. Por
altimo, se aforé a 1000 mL, recordando respetar el orden, y agitando bien después

de la adicion de cada uno de los componentes.

Tabla 4. Composicion del medio N2XM9-10X

Medio N2XM9-10X

CaCl 1 M 100 pL
Elementos traza 1.5mL
MgS0s1 M 1mL
"Sales N2XM9-50 g/L 100 mL
Glucosa al 50 % 100 mL
NaxHPO4—-7H;0 113.25 mg
KH2PO4 30g
NaCl 5g
NH4Cl 20g




I. Objetivo especifico 1: Expresar el plasmido pAJM.336Vio en Pseudomonas
chlororaphis mediante electroporacion para la obtencion de pigmento

recombinante.

Inicialmente, se contaba con el plasmido en la bacteria E. coli. Sin embargo,
surgieron limitaciones al utilizar esta cepa como anfitriona. Principalmente, se
trataba de una cepa que puede producir toxinas, lo cual requiere mayor
procesamiento para su purificacion y podria restringir su uso en aplicaciones
seguras, especialmente al considerar su incorporacion en una matriz alimentaria.
Esto representaba un obstaculo importante ya que el riesgo asociado a su
patogenicidad impedia una aplicacién segura. Antes estas limitaciones, se decidié
evaluar el sistema en la bacteria P. chlororaphis pues es una alternativa que ofrece
ventajas significativas. Pseudomonas chlororaphis es una bacteria no patégena y
ampliamente reconocida como segura (Anderson et. al., 2018; Kang et. al., 2007;
Streeter et. al., 2023), lo cual facilitaba su potencial uso en entornos sensibles y
matrices relacionadas con alimentos. Ademas, cuenta con caracteristicas
metabdlicas y de expresidn genética que hace posible la produccién del pigmento
mediante la inclusién del plasmido. Esta transicion no solo elimina los riesgos
asociados a la patogenicidad, sino que también ofrecia la posibilidad de un sistema
mas adaptable para aplicaciones biotecnoldgicas.

5.3. Cultivo de E. coli p. Vio y extraccién del plasmido pAJM.336Vio

A partir de un criovial almacenado a -70° C se realizé la siembra por estria en una
caja Petri con agar LB conteniendo el antibi6tico correspondiente, la cual se incub6
a 37 °C durante 24 h. Una vez transcurridas las 24 h se inocul6 una asada en 5 mL
de medio LB el cual contiene (g/L) triptona 10, extracto de levadura 5, NaCl 10, con
un pH final de 7.0 £ 0.2, mas la adicion gentamicina para posteriormente incubar a
37 °C, 250 rpm, 24 h. Pasado el periodo de incubacion, se procedio a la extraccion
del plasmido mediante un kit de la marca Jena Bioscience siguiendo las

instrucciones del mismo.
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Para ello, se cosecho el cultivo de células bacterianas mediante la centrifugacion a
3,600 rpm de 1 mL de in6culo en tubos Eppendorf. Las células bacterianas en el
sedimento se resuspendieron con 300 puL de amortiguador de lisis usando un
agitador tipo vortex durante 1 minuto. A la muestra se afiadieron 300 pL de
amortiguador de neutralizacion que contenia RNasa A y se mezclaron suavemente
invirtiendo el tubo 4-6 veces. La muestra se centrifugé a 10,000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) en una microcentrifuga. Posteriormente,
se coloco una columna de unién en un tubo de recoleccion de 2 mL para después
afiadir 100 uL de amortiguador de activacion a la columna de unién. Se centrifugé
a 10,000 g durante 30 segundos en una microcentrifuga. Finalizada la
centrifugacion, se transfirié el sobrenadante del paso anterior a la columna de unién
activada. Esto se centrifug6 a 10,000 rpm durante 30 segundos y se descarto el
filtrado. Se colocé la columna de unién con el ADN cargado en el tubo de 2 mL
usado. Se aplicaron 500 puL de amortiguador de lavado (que contenia etanol) a la
columna de unién. Se centrifug6 a 10,000 g durante 30 segundos y se descarto el
filtrado. Se colocd la columna de unién en un microtubo limpio de 1.5 mL. Se
afiadieron 50 pL de amortiguador de elucion al centro de la membrana de la
columna. Finalmente, se incubé durante 1 minuto a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 10,000 rpm durante 1 minuto para eluir el ADN. Finalmente, se confirmé
la presencia del plasmido corriendo 2 pL del plasmido extraido en un gel de agarosa
al 1% p/v (Ausubel, 1994).

5.4. Cultivo y transformacion de P. chlororaphis

A partir de una criovial almacenado a -70 °C se realiz6 la siembra por estria en una
caja Petri con agar LB, la cual se incub6 a 37 °C durante 24 h. Una vez transcurridas
las 24 h se inocul6 una asada en 5 mL de medio LB para posteriormente incubar a
37 °C, 250 rpm, 24 h. Se transfirieron 1.5 mL del medio inoculado a microtubos para
centrifugar a 3,600 rpm durante 2 min. Posteriormente se desechd el sobrenadante
para asi mantener Unicamente las células, las cuales después se lavaron 2 veces

con 1 mL de sacarosa 300 mM. Finalmente, las células se re-suspendieron en 50
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uL de la misma solucion. Se agregaron 2 uL del plasmido previamente obtenido a
500 pL de células. Por ultimo, a esta mezcla se le aplico un pulso eléctrico de 1.8
kV durante 4 milisegundos en cuvetas de electroporacién de 0.1 cm. Las células
fueron recuperadas en medio SOC (g/L): 10 peptona, 5 levadura, 0.5 NaCl, 20
glucosa, 2.5mM MgClz, 10mM CaClz a 30 °C, 250 rpm, 2 h.

Finalizado el periodo de recuperacion de las células, se vertieron de 8-10 perlas de
vidrio a una caja Petri con agar LB y gentamicina en una concentracion de 30, 40 y
50 ug/L. Se agregaron 150 pL de las células transformadas y se procedio a realizar
la siembra moviendo las perlas alrededor de la caja. Posteriormente, se descartaron
las perlas para permitir el secado de la caja y finalmente se llevé a incubacion a 30
°C durante 24 h.

5.5. Siembra de la cepa transformada

A patrtir de las cajas con la siembra de las células transformadas, se seleccionaron
las colonias con el color mas intenso para asi realizar siembra por estria en caja
Petri con agar LB méas gentamicina. Por ultimo, se dejaron incubar a 30 °C durante

24 hy se realizaron crioconservas.

Il.  Objetivo especifico 2: Evaluar el efecto de la aplicacion de voltaje en un

sistema de electrofermentacion sobre la produccién del pigmento recombinante.

Al lograr la correcta transformacion de la cepa, se procedio a evaluar el impacto de
la aplicacion de voltaje en un sistema de electrofermentacion sobre la produccién
de un pigmento recombinante de interés. La electrofermentacion es una técnica que
integra procesos de fermentacién microbiana con un estimulo eléctrico controlado,
lo cual tiene el potencial de modificar la actividad metabdlica de los microorganismos
y, en consecuencia, su produccion de compuestos bioactivos (Rabaey & Rozendal,
2010). Para determinar el efecto de esta técnica, se compard la produccion del
pigmento en el sistema de electrofermentacion con una fermentacion tradicional sin

voltaje aplicado.
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El objetivo principal fue determinar cuantitativamente como la aplicacion de voltaje
influye en la eficiencia y el rendimiento en la produccién del pigmento recombinante
en comparacion con el método de fermentacion convencional. Este enfoque podria
ofrecer una estrategia de produccion alternativa para compuestos de alto valor
industrial, aprovechando la interaccion entre la corriente eléctrica y el metabolismo

microbiano.
5.6. Pre-in6culo

De la siembra por estria realizada, se tomo toda la biomasa posible para inocular
en un matraz de 250 mL, 50 mL de medio N2XM9-10X con 50 pL de gentamicina a
30 ug/L, lo cual se incub6 a 30 °C, 250 rpm durante aproximadamente 16-18 h, esto

para evitar que el crecimiento llegara a su fase estacionaria.
5.7. Fermentacion tradicional

Para arrancar con la fermentacién tradicional, se agregaron los 50 mL de inéculo a
450 mL de medio N2XM9-10X mas 500 pL de gentamicina en un matraz de 2000
mL. El matraz se llevo a incubacién a 30 °C, 300 rpm.

5.8. Sistema de electrofermentacion

El sistema empleado para P. chlororaphis, consté de frascos de cristal con un
didmetro de 6 cm y una altura de 10 cm, con un fondo plano y capacidad para
contener 100 mL medio inoculado. Estos frascos contenian electrodos de acero
inoxidable suspendidos desde un tapén de hule #12 en la parte superior del
recipiente y conectados a una fuente de voltaje de corriente continua modelo GPS-
3030DD y un amperimetro (Mut-33, Truper). El cable y los electrodos estaban
conectados a la fuente de voltaje. Los frascos contaban un volumen de 90 mL de
medio N2XM9-10X mas 10 mL de in6culo. El sistema se mantuvo bajo condiciones
de 30 °C con agitacion magnética de 150 rpm y se aplicé corriente eléctrica continua
de 0.8 V. El voltaje fue determinado por resultados obtenidos en experimentos

preliminares.
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5.9. Extraccion de la violaceina

Para la extraccién del pigmento recombinante, se transfirio el contenido de la
fermentacién a tubos Falcon de 50 mL con 25 mL cada uno, para llevarlos a
centrifugacion 10,000 g a temperatura ambiente y decantar el sobrenadante. La
pastilla obtenida se resuspendioé en etanol precalentado a 75° C para centrifugar
nuevamente a las mismas condiciones. Finalmente se separo el sobrenadante para
llevarlo a rotaevaporacion (45 °C + 50 rpm + en atmosfera de baja presion) y asi
obtener el pigmento en seco. Se cuantifico la produccion de pigmento recombinante
para la fermentacion tradicional y para el sistema de electrofermentacion durante 92
h.

lll.  Objetivo especifico 3: Determinar la concentracion del pigmento microbiano en

la matriz alimentaria que conduzca a la mayor capacidad antioxidante.

Para este objetivo, se determind la concentracion optima del pigmento en la matriz
alimentaria para maximizar su actividad antioxidante. Para evaluar esta actividad,
se utilizaron dos métodos ampliamente reconocidos: el ensayo de poder
antioxidante reductor férrico (FRAP) y el ensayo de captacion del radical 2,2-Difenil-
1-Picrilnidrazilo (DPPH). Estos ensayos permiten medir la capacidad antioxidante
del pigmento desde diferentes enfoques, proporcionando una evaluacién integral de
su potencial. El objetivo fue identificar la concentracion que conduzca a la mayor
actividad antioxidante, lo cual es crucial para optimizar la utilizacion del pigmento

producido y lograr un balance entre cantidad y eficiencia.

5.10. Métodos analiticos
5.10.1. Capacidad antioxidante
5.10.1.1. Ensayo de poder antioxidante reductor férrico (FRAP)

Se preparé el reactivo FRAP, el cual consiste en una solucién de tampon de acetato
de sodio 300 mM (pH 3.6) con 2,4,6-Tris(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) 10 mM en
40 mM de HCL y hexahidrato de cloruro de hierro (lll) 20 mM. Se calentaron 3 mL
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del reactivo FRAP a 37 °C y se le agregaron 100 pL de muestra junto con 300 pL
de agua desionizada. Luego se midi6 la absorbancia a 593 nm. Los resultados se
expresan como micromoles equivalentes de Fe*? por cada 100 g de muestra,

utilizando la curva de calibracion de Fe*2 como referencia.
5.10.1.2. Ensayo 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

Respecto a la preparacion del reactivo se pesaron 0.0015 mg del radical DPPH en
un matraz aforado y este mismo se disolvié en 25 mL de metanol. Para la realizacion
del ensayo se tomaron 20 uL de muestra y 180 uL de reactivo para posteriormente
leer la absorbancia a 517 nm después de 30 minutos. El potencial antioxidante se
calcul6 de acuerdo con la Ecuacion 1. 1

% eliminacién del radical DPPH = 100 x AL -Am=4s)]

Ar

donde Ar es la absorbancia del reactivo DPPH sin muestra, Am es la absorbancia
de la muestra con el reactivo DPPH y As es la absorbancia de la muestra sin agregar
el reactivo. La actividad antioxidante fue expresada como el porcentaje de
eliminacién del radical DPPH.

IV. Objetivo especifico 4: Evaluacibn de la capacidad antioxidante vy

antiinflamatoria durante la vida de anaquel de la matriz alimentaria.

Como ultimo paso, se evalu6 la capacidad antiinflamatoria y antioxidante de la
matriz alimentaria a lo largo de su vida de anaquel. La matriz fue una gelatina
experimental disefiada para ser comparable con productos comerciales del
mercado, lo que permite analizar su desempefio en condiciones similares a las de
consumo real. Para medir la actividad antiinflamatoria, se realizaron los ensayos en
distintos puntos temporales (dias 0, 7, 14 y 21), evaluando como se mantiene esta

propiedad con el tiempo.
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Simultaneamente, se llevaron a cabo ensayos antioxidantes mediante los métodos
FRAP y DPPH previamente descritos, en los mismos intervalos de tiempo. Estas
pruebas permitieron analizar el comportamiento de la actividad antioxidante en la
matriz, observando posibles variaciones en su capacidad para reducir especies
reactivas u neutralizar radicales a medida que transcurre su almacenamiento. Los
resultados de estos experimentos ofrecen una vision mas completa de la estabilidad
de las propiedades funcionales del pigmento recombinante cuando es afiadido a
una matriz alimentaria. Proporcionando datos para el desarrollo de productos
alimentarios con beneficios antioxidantes y antiinflamatorios sostenibles en el

tiempo.
5.11. Formulacién de la gelatina

Respecto a la elaboracion de la gelatina, se prepar6 una mezcla de grenetina
cristalina comercial (K'nox) de acuerdo con las instrucciones del producto, a la cual
se le afiadié el pigmento obtenido previamente. A la mezcla de grenetina se le
afiadieron 3 concentraciones del pigmento diferentes: bajo (1 mg/g), medio (100
mg/g) y alto (300 mg/g) y una vez gelificada se cuantificé su capacidad antioxidante.
Se selecciond la gelatina con la concentracion de pigmento que mostré la mayor
capacidad antioxidante para evaluar su capacidad antiinflamatoria y antimicrobiana

durante su vida de anaquel.

Los rangos de concentracién de los pigmentos se determinaron en ensayos
preliminares comparando la concentracion encontrada en 2 preparaciones

comerciales de gelatinas con colores similares.
5.12. Vida de anaquel

Las pruebas de vida de anaquel se realizaron a las muestras con la concentracién
del pigmento microbiano recombinante que mostro la mayor capacidad antioxidante
en la matriz alimentaria. Dichas muestras fueron expuestas a refrigeracion y se les
evalué nuevamente la capacidad antioxidante y antiinflamatoria durante el dia 0, 7,

14 y 21. Esto con el objetivo de analizar el comportamiento o perdida de la
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capacidad antioxidante y antiinflamatoria de los pigmentos una vez incorporados a
la matriz alimentaria. Ademas, se realizaron analisis microbiolégicos de hongos y
levaduras. Dicho analisis se llevo a cabo de acuerdo con la NOM-111-SSA1-1994,
Bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos. Para
ello, se prepar6é un medio de cultivo de agar papa dextrosa, una solucién reguladora
de fosfatos y una solucién estéril de acido tartarico al 10 % p/v. Para la siembra, la
cual se realizé por triplicado y también se mantuvo un control, se colocd 1 mL de la
muestra liquida en cajas Petri. Después, se vertio de 15 — 20 mL de agar mantenido
a 45 £ 1 °C en las cajas Petri y se mezcl6 cuidadosamente. Se dejo solidificar, y
posteriormente las cajas invertidas se dejaron incubar a 25 + 1°C. Después de 3, 4

y 5 dias, se contaron las colonias de cada placa.
5.13. Capacidad antiinflamatoria
5.13.1. Preparacion de globulos rojos

Se tomd una muestra de sangre (aprobado por CONBIOETICA No. de oficio
CBQ23/064b, ver Anexo 1) mediante la carta responsiva (ver Anexo 2) de 10
individuos sanos de entre 20 y 30 afios, con previo consentimiento firmado (ver
Anexo 3), el cual tuvieron oportunidad de revocar en cualquier momento de no
desear continuar con su participacion en el estudio (ver Anexo 4). Se considero este
namero de participantes para tener una muestra representativa de la poblacion, asi
mismo, con esta cantidad de participantes se generd la cantidad (mL) para la
realizacion de las pruebas y réplicas necesarias. El reclutamiento de los
participantes se llevé a cabo mediante un cartel (ver Anexo 5) que fue distribuido

mediante redes sociales.

La toma de muestra sanguinea tuvo una duracién estimada de 5 — 10 min, realizada
por personal capacitado de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Los sujetos no
consumieron medicamentos antiinflamatorios en las dos semanas previas al
estudio. La muestra se colocé en un anticoagulante (tubo vacutainer BD Plus de 2.7

ml con tapdn color azul). La sangre recolectada se centrifugé a 2,500 rpm por 5
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minutos a 37 °C y se elimino el sobrenadante. El paquete de glébulos rojos humanos
(HRBC) se suspendié en una solucién salina isoténica (cloruro de sodio 0.9 % p/v)
y se centrifugé de nuevo hasta obtener un sobrenadante claro (este proceso se
repetira varias veces). Posteriormente, se prepar6 una suspension al 10% de HRBC

utilizando una solucion salina isoténica (cloruro de sodio 0.9 % p/v).

El manejo de residuo peligrosos bioldgico infecciosos se llevé a cabo con base en
la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, en donde, como se indica, los objetos
punzocortantes se envasaron en recipientes rigidos de polipropileno color rojo y los
residuos no anatémicos como tubos contenedores de sangre y torundas con sangre
se colocaron en bolsas de polietileno color rojo. Ambos tipos de envases se
marcaron con el simbolo universal de riesgo biologico y la leyenda de Residuos
Peligrosos Bioldgico-Infecciosos (RPBI). Para el almacenamiento temporal se
designo un area especial a temperatura menor a 4°C dentro del laboratorio. Para la
recoleccion y transporte de los residuos se conté con un prestador de servicios
externo (Wess corporate, EI Marqués, Querétaro, México.).

Las valoraciones médicas fueron tomadas por personal del médulo de atencion
medica “Su salud” UAQ. La toma de muestra es un procedimiento rutinario que no
representa riesgo para la salud, sin embargo, pueden presentarse molestias tales
como: mareos, moretones, desmayos, disminucion de presion arterial, por lo cual,
de requerir atencibn medica esta seria proporcionada por personal médico del

maodulo.
5.13.2. Ensayo de estabilidad de membrana reactiva

La prueba consté en una solucion hiposalina (0.25 % p/v de NaCl, 2 mL), un tampon
de fosfato de sodio pH 7.4 (0.15 mol/L, 1 mL), extracto (1 mL), suspension de
eritrocitos (2 % v/v, 0.5 mL) y isosalina [0.85 % (p/v) NaCl] para un volumen final de
4.5 mL. Ademas, se prepar6 un control de sangre (4.5 mL) con un contenido de 1.0
mL de solucion salina isotdnica en lugar de extracto y un control positivo (4.5 mL)

gue contenia naproxeno (200 pg/mL, 0.5 mL) y solucién isotonica en lugar de
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glébulos rojos. Las muestras se incubaron a 56 °C durante 30 minutos y luego se
enfriaron antes de la centrifugacion a 3,000 rpm durante 20 minutos. El
sobrenadante se ley6 en un espectrofotdmetro a 560 nm en comparacion con el
blanco. Los célculos para el porcentaje de estabilidad de la membrana se obtuvieron

a partir de la Ecuacion 2.
2)
Abs muestra — Abs del control x 100

% estabilidad de membrana = 100 — Abs sangre control

El material de desecho bioldgico fue consignado al RPBI correspondiente.

5.14. Analisis estadistico
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los datos fueron reportados
como la media aritmética de las réplicas independientes + la desviacion estandar.
Se realizé6 una comparacibn de medias mediante la prueba de Tukey para
determinar las diferencias significativas considerando un p<0.05 utilizando el

programa Minitab 13.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

I. Objetivo especifico 1: Expresar el plasmido pAIJM.336Vio en Pseudomonas
chlororaphis mediante electroporacion para la obtencion de pigmento

recombinante.

Para este objetivo, se describe el proceso de optimizacion para la produccion de
violaceina en un sistema de fermentacion. Primero, se extrajo y verifico la presencia
del plasmido para la transformacion en P. chlororaphis mediante electroporacion.
Debido a dificultades en la seleccion de bacterias transformadas, se ajustaron las
concentraciones de nutrientes y antibiotico en el medio para mejorar su crecimiento
y viabilidad. Con las condiciones optimizadas, se monitoreé el crecimiento de

biomasa en fermentacion para confirmar la efectividad de los ajustes realizados.

6.1. Extraccion del plasmido
Una vez realizado el proceso de extraccion del plasmido de la cepa de E. coli, se
procedié a cuantificar una alicuota de 2 pL en un gel de agarosa al 1% p/v con el
objetivo de verificar la presencia y la integridad del plasmido en las muestras. Se
cargaron cuatro muestras en el gel (E1-E4) y se sometieron a electroforesis. Tras la
visualizacion bajo luz UV (Figura 8 — panel A), se pudo confirmar la presencia del
plasmido en las muestras etiquetadas como E1 y E4. Estas muestras mostraron
bandas de intensidad correspondiente al tamafio esperado del plasmido (Figura 8 —
panel B) y por ello se seleccionaron para los siguientes pasos experimentales,
incluyendo la transformacion de la cepa competente que se utilizé en el desarrollo
del proyecto. Este proceso de verificacion y seleccidn fue crucial para asegurar que
s6lo se utilicen muestras con plasmidos confirmados, lo que incrementd las
probabilidades de éxito en las etapas subsiguientes del experimento, ya que solo
aguellas muestras con plasmidos integros y presentes serian capaces de generar

transformaciones eficientes y reproducibles en los siguientes pasos del protocolo.
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Figura 8. Panel A — Gel de agarosa 1 %, donde M representa el marcador y E las
muestras d diferentes extracciones del plasmido. Panel B — Construccion del

plasmido pAJM.336Vio productor de violaceina.
6.2. Transformacion de la bacteria

Posterior a la extraccién, se realizé la transformacién de la cepa de P. chlororaphis
mediante electroporacion. Las células transformadas, se plaguearon en cajas Petri
con agar LB con gentamicina 30 pg/L (Figura 9). De esta siembra se observo una
saturacion del crecimiento que no permiti6 una seleccion individual de la cepa
transformada, lo que sugiere que la concentracion del antibiético utilizado no estaba
siendo suficientemente efectiva para lograr la selectividad deseada. Este resultado
indica que la mayoria de las bacterias no transformadas sobrevivieron, creciendo
de manera abundante y formando un tapizado extenso en la superficie del agar. A
pesar de esta limitacion, se lograron identificar colonias pequefias que, aunque no
eran predominantes, estaban presentes y se desarrollaron adecuadamente. Estas
colonias corresponden a un rendimiento de transformacion de 6.3 x 10*

transformantes por ug.
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Figura 9. Colonias de P. choloraphis transformadas en agar LB.

Debido a la alta densidad de crecimiento bacteriano y la dificultad para distinguir y
aislar las colonias transformadas de manera directa, no fue posible inocular
directamente las colonias transformadas para los experimentos posteriores. En
respuesta a esta situacion, se seleccionaron y picaron las colonias moradas, que
fueron reconocidas como transformadas, y se procedié a estriar nuevamente en

nuevas placas de agar (Figura 10).

Figura 10. Resultado del estriado de las colonias P. clororaphis pAJM.336Vio

transformadas en agar LB crecidas durante 24 h a 30 °C.
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De este cultivo, se observé que, aunque se presento la pigmentacion, al inocular en
medio liquido M9-10X (Figura 11) y dejar en incubacion, no se alcanzé la densidad
celular deseada. Después del periodo de incubacion de 18 h, se determiné la
absorbancia a 575 nm dando un promedio de 0.130 unidades, evidenciando una
deficiencia en el crecimiento celular. Cualitativamente, la turbidez del medio fue baja
indicando una baja concentracién de células. Como resultado, la fermentacion de
450 mL de medio M9-10X con este indculo de 50 mL no fue exitosa, ya que no se
logré la produccion y acumulacion de biomasa necesaria para los objetivos del

experimento.

Figura 11. Biomasa inoculada en medio M9-10X después de una incubacion de 18
ha 30 °Cy 250 rpm.

6.3. Modificacion del medio nutritivo

En este punto, se determind que era necesario modificar las concentraciones de
nitrdgeno y carbono en el medio M9-10X (Tabla 5) para proporcionar un suministro
de nutrientes adecuado para la bacteria. La hipotesis era que el medio inicial no
estaba satisfaciendo las necesidades nutricionales de la bacteria, lo que limitaba su
crecimiento y por lo tanto su capacidad de fermentacion. Ademas, se considero
fundamental realizar pruebas de sensibilidad a antibiético, probando diferentes

concentraciones de este (30 pg/L, 40 pg/L y 50 pg/L), para evaluar el impacto del
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antibiotico en el crecimiento bacteriano y optimizar su concentracion en el medio de
cultivo.

Tabla 5. Composicion del medio M9.

Medio M9 (1 L)
CaClz 1M 100 pL
(Feton 20500 Mmoo L5 mL
MgSOs41 M 1mL
*Sales M9 100 mL
Sacarosa 20 % 100 mL
*Sales M9
NazHPO4e7H20 113.25 mg
KH2PO4 309
NacCl 509
NH4ClI 10g

Tabla 6. Composicion del medio M9 modificado (N2XM9-10X).

Medio N2XM9-10X (1 L)
CaCl. 1M 100 pL
Feton 2050, e L5 mL
MgSO4 1 M 1mL
*Sales M9 100 mL
Sacarosa 50 % 100 mL
*Sales N2XM9-10X
Na:HPOe7H20 113.25 mg
KH2PO4 309
NacCl 59
NH4Cl 209
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Estos ajustes en la composicion del medio de cultivo fueron consideradas cruciales
para optimizar el crecimiento y la viabilidad de las bacterias, asegurando asi el éxito
de futuras fermentaciones. Determinando el medio N2XM9-10X (Tabla 6) como el
que se utilizaria para los experimentos posteriores. La modificacion de las
concentraciones de nitrégeno y carbono tuvo como objetivo mejorar la disponibilidad
de nutrientes esenciales (Qiao et. al., 2024), mientras que las pruebas de
sensibilidad a antibiéticos buscan identificar las concentraciones éptimas que no

inhiban el crecimiento bacteriano.

6.4. Pruebas de Sensibilidad a Antibiético

De las pruebas de sensibilidad a antibiotico, se observd que la concentracion de 30
pg/L no exhibidé crecimiento, esto resultd en una ausencia total de colonias en las
placas, indicando que el antibidtico era efectivo a este nivel, pero no permitia la
supervivencia de las bacterias transformadas. En contraste, a una concentracion de
40 pg/L (Figura 12 — panel A), comenzaron a aparecer colonias transformadas,
aungque en una cantidad limitada. Estas colonias no alcanzaron la biomasa
necesaria para inocular el medio liquido de manera efectiva, lo que indica que esta

concentracion aun no era 6ptima para un crecimiento suficiente de las bacterias.

() ; (®)
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Figura 12. Panel A — estriado de P. clororaphis pAJM.336Vio en agar con 40 ug/L
de gentamicina. Panel B — estriado de P. clororaphis pAJM.336Vio en agar con 50

Hg/L de gentamicina.

Finalmente, a una concentracion de 50 ug/L (Figura 12 — panel B), se observo una
notable mejora en los resultados. Las colonias mostraron una buena intensidad en
el color, lo cual es indicativo de una expresion adecuada del plasmido transformado.
Ademas, el tamafio de las colonias fue adecuado y hubo una cantidad suficiente de
biomasa para proceder con los experimentos posteriores. Esta concentracion de 50
pg/L permitido un equilibrio entre la efectividad del antibidtico para seleccionar las
bacterias transformadas y la viabilidad de estas para crecer y formar colonias. Por
lo que se identifico esta concentracion como la mas adecuada para las condiciones
experimentales, facilitando asi la continuidad del trabajo y avanzar a la realizaciéon

de las fermentaciones para la produccién de la violaceina.

6.5. Fermentacioén tradicional

Oh 18 h
Abs: 0.374 Abs: 1.206

Figura 13. Matraces inoculados con biomasa de P. chlororaphis pAJM.336Vio al
inicio y final del periodo de incubacién de 18 h a 30 °C y 250 rpm.

En la fermentacién tradicional, se utilizé la biomasa obtenida de una caja completa
para inocular 50 mL de medio N2XM9-10X, al cual se le afadié la proporcion
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correspondiente de antibiético. Se logré un crecimiento pues pas0 de una
absorbancia inicial de 0.374 a 1.206, es decir, 3.22 veces mas después de un
periodo de incubacién de 18 h (Figura 14). Posteriormente, el in6culo fue transferido
a 450 mL de medio adicional, alcanzando un volumen de trabajo total de 500 mL. A
este volumen se le agregaron 500 pL de gentamicina 0.5 uM. El cultivo se sometio
a incubacioén, y se tomaron muestras aproximadamente cada 12 h para medir la
absorbancia y asi monitorear la produccién de biomasa a lo largo del proceso
(Figura 15).

Densidad Optica
(OD600)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 20

Tiempo (h)

Figura 14. Curva de crecimiento de P. chlororaphis pAJM.336Vio representada por

la densidad 6ptica en funcion del tiempo (horas).

La curva de crecimiento mostrada en la grafica evidencia un incremento inicial
acelerado en la densidad o6ptica (OD600) durante las primeras horas, alcanzando
un valor cercano a 5 después de aproximadamente 10 h. Este incremento sugiere
una fase exponencial de crecimiento de la biomasa. La tasa especifica de
crecimiento (1) durante esta fase exponencial es de 0.151 h™, lo que refleja un
crecimiento significativo. A partir de este punto, la curva se estabiliza, indicando una

fase estacionaria, en la que la tasa de crecimiento disminuye significativamente.
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Posteriormente, se observa un ligero aumento en la densidad Optica hasta alcanzar
un valor maximo de aproximadamente 6 unidades hacia las 72 h. Estos resultados
sugieren que el cultivo alcanza una capacidad méaxima de crecimiento antes de
estabilizarse, y cualquier variacion posterior puede deberse a una adaptacion de la
biomasa o0 a una acumulacion de productos por lisis celular. Las barras de error en
la grafica indican una consistencia en las mediciones realizadas, lo que refuerza la

confiabilidad de los datos obtenidos.

La transformacion de P. chlororaphis con genes biosintéticos para producir
violaceina implica una compleja interaccion entre la maquinaria celular, los recursos
metabdlicos y los retos de produccién comunes en sistemas de expresion de
proteinas recombinantes (Kent & Dixon, 2020; Gupta & Shukla, 2016). Al introducir
genes foraneos en Pseudomonas, las células deben destinar recursos significativos
para transcribir, traducir y plegar las proteinas exdgenas que conforman las enzimas
necesarias para la biosintesis de violaceina. Este proceso puede verse limitado por
la disponibilidad de recursos y el estrés celular, factores que impactan en el

rendimiento y estabilidad del pigmento recombinante (Song et. al., 2015).

La via metabdlica de biosintesis de violaceina en Pseudomonas implica una
secuencia de cinco enzimas clave que catalizan la conversion del triptéfano. Cada
una de estas enzimas necesita recursos sustanciales para su expresion, desde
aminoacidos hasta ribosomas, lo que representa una alta demanda de energia y
materiales que la célula debe satisfacer (Kent & Dixon, 2020). En condiciones de
alta expresion, estas enzimas pueden competir con las proteinas celulares nativas
por los mismos recursos, |0 que puede generar una sobrecarga metabdlica. Esto
significa que el sistema celular debe redirigir recursos hacia la sintesis del pigmento
recombinante, dejando menos disponibilidad para sus propias funciones esenciales
(Song et. al., 2015).

Este fendmeno conocido como carga metabdlica, puede llevar a una desaceleracion

en el crecimiento de las células y, a una reduccion de su viabilidad. Por lo tanto,
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podriamos decir que la alta demanda de recursos también puede inducir estrés
celular, ya que el mecanismo de transcripcion y traduccion trabaja a niveles
maximos para sostener la produccion de violaceina. Como consecuencia, si la
célula no logra compensar esta demanda, el rendimiento del pigmento puede verse
comprometido. Para superar estos desafios, se considera crucial optimizar las
condiciones de cultivo, para equilibrar la carga metabdlica con el crecimiento y

viabilidad de las células transformadas.

Los resultados indican varias areas de mejora y proximos pasos para optimizar la
produccion del pigmento recombinante. La eficiencia de transformacion obtenida es
prometedora y representa un avance respecto a estudios anteriores. Sin embargo,
la saturacion en el medio de cultivo y la falta de selectividad inicial destacan la
necesidad de ajustar las concentraciones de antibiotico, con el fin de asegurar la
selectividad sin comprometer el crecimiento bacteriano. Esto permitird equilibrar
adecuadamente la seleccion y viabilidad de las células transformadas. Ademas, es
fundamental optimizar el medio de cultivo, en particular las fuentes de nitrdgeno y
carbono, para alcanzar la densidad celular requerida. Estos ajustes contribuiran a
mejorar la produccion de biomasa y asegurar una expresion eficiente de la célula

recombinante en experimentos futuros.

Il. Objetivo especifico 2: Evaluar el efecto de la aplicacién de voltaje en un

sistema de electrofermentacion sobre la produccion del pigmento recombinante.
6.6. Produccion del pigmento recombinante

En términos de productividad (Figura 15) se muestra que, en todos los casos, la
concentracion de violaceina aumenta durante las primeras 40 h de fermentacion.
Sin embargo, se observa que la presencia de un inductor no tuvo un impacto

significativo en la concentracion final de violaceina. Adicionalmente, en el proceso
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de electrofermentacion, se alcanzé una menor concentracion de violaceina, la cual
disminuy6 rapidamente después de alcanzar su pico maximo. Puesto que la
electrofermentacion ofrece un metabolismo hibrido en el que, mediante un campo
eléctrico, los electrones se intercambian con electrodos sélidos como equivalentes
alternativos de oxidacion/reduccion, influyendo en el entorno de fermentacion y el
metabolismo microbiano de manera reductora u oxidativa (Schievano et al., 2016).
Se considera que la abrupta disminucion de la concentracién de violaceina podria
estar relacionada con la naturaleza quimica del compuesto, que, al contener dobles
enlaces podria ser susceptible a reacciones de reduccion debido a la aplicacion de
voltaje y la presencia de electrones en el medio (Mao et. al., 2024). Por otro lado, la
produccién de violaceina recombinante en P. clororaphis en el sistema de
electrofermentacion podria estar relacionada en el efecto del potencial de
reduccién-oxidacion sobre el equilibrio de NAD*/NADH durante la fermentacion.
Este equilibrio redox juega un papel clave en la regulacion celular y en la eficiencia
de la produccion de metabolitos, ya que las variaciones en el estado redox de la
célula influyen en la actividad de las enzimas clave de las rutas biosintéticas
(Moscoviz et al., 2016). La literatura sobre sistemas de electrofermentacion reporta
efectos biol6gicos variados, en algunos microorganismos la exposicion a campos
ha incrementado la actividad celular, afectando la tasa de crecimiento y la cinética
metabdlica; mientras en otros estudios se han reportado efectos negativos o ningun
efecto (Beretta et al., 2019). Es por ello que hay que entender con mucho mas
detalle la forma en que el potencial eléctrico y la corriente inciden en el metabolismo
del organismo de interés, qué cepas microbianas y metabolitos pueden beneficiarse

de estos sistemas de electrofermentacion (Schievano et al., 2016).

Considerando estos hallazgos, junto con los resultados observados en las graficas
de crecimiento y produccidn, y las limitaciones de tiempo para producir la cantidad
necesaria de violaceina, se decidioé continuar la produccion del pigmento utilizando

el método de fermentacion tradicional.
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Figura 15. Produccion de violaceina (mg/L) por P. chlororaphis pAJM.336Vio
durante 92 h a 30 °C en medio N2XM9-10X fermentacion tradicional, fermentacion
tradicional mas inductor (concentracion del inductor) y el sistema de
electrofermentacion con 0.8 V.

6.7. Extraccién del pigmento

Una vez terminada la fase de produccion de violaceina se realizé la extraccion del
pigmento mediante extraccién con etanol y su posterior concentracibn mediante
rotaevaporacion. Observando nuevamente la Figura 15, es destacable que en la
hora 48 se obtuvieron 470.11 g de violaceina. Estos valores son comparables a los
rendimientos de produccion obtenidos por Park et. al., donde probaron glicerol y
arabinosa como fuentes de carbono y alcanzaron rendimientos de 1.6 y 0.71 g/L

respectivamente.

Estos resultados ofrecen varias perspectivas importantes para la optimizacion de la
produccion de violaceina. La comparacién entre las condiciones de fermentacion
mostré que la fermentacion tradicional fue la méas efectiva, ya que ni la induccion

con IPTG ni la electrofermentacion aumentaron significativamente la concentracion
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final de violaceina. La electrofermentacion, ademas, afectdé negativamente la
estabilidad del compuesto. A partir de estos hallazgos, se recomienda continuar con
el trabajo de investigacidn hacia la busqueda de los pardmetros experimentales para
mejorar la produccion y estabilidad del pigmento en futuras aplicaciones.

lll. Objetivo especifico 3: Determinar la concentracion del pigmento microbiano
recombinante que conduzca a la mayor capacidad antioxidante en la matriz

alimentaria.

6.8. Formulacién de la gelatina

Previo a la formulacién de la gelatina, se establecié un rango de absorbancia para
evaluar si el pigmento producido alcanzaba la intensidad de color ofrecida en el
mercado. Para ello, se seleccionaron dos marcas comerciales de gelatina (M1 y
M2), y se prepararon 10 mL de cada una siguiendo las instrucciones
proporcionadas. A partir de estas preparaciones, se transfiri6 1 mL de cada muestra
y se tomd su absorbancia para determinar la intensidad del color en comparacién
con el estandar de mercado (Figura 16). De manera que se determind un rango de
absorbancia desde 0.225 hasta 0.925 unidades.

LI

0.225 »  0.925

Figura 16. Absorbancia de las formulaciones de las marcas comerciales.
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Una vez determinado el rango de absorbancia (0.225-0.925 unidades) se formuld la
gelatina probando con diferentes concentraciones de violaceina por gramo de
grenetina (Figura 17). Las muestras de las diferentes concentraciones se analizaron
espectrofotométricamente, asi como también se prepararon para obtener una
muestra solida de las gelatinas (Figura 18). Aunque el rango de absorbancia
establece un parametro objetivo para comparar la intensidad de color, este también
puede influir en la percepcién visual y sensorial del consumidor. Ya que
concentraciones fuera de este rango podrian resultar en una intensidad de color no
deseada, afectando la aceptacién visual. Dos de las concentraciones se eligieron
para la realizacion de los experimentos posteriores, dado que los resultados del
andlisis espectrofotométrico indican estar dentro del rango establecido por las
muestras comerciales. Se determinaron estas concentraciones como Formulacién

2: 100 mg/g y Formulacion 3: 300 mg/g.

1mg/g 100 mg/g 300 mg/g

0.178 0.618 0.859

Figura 17. Muestras de gelatina formulada con violaceina
100 mg/g 300 mg/g

Figura 18. Gelatina formulada con violaceina en solido.

58



6.9. Evaluacion de la capacidad antioxidante

Los resultados de los ensayos FRAP, el cual mide la capacidad de un antioxidante
para reducir un ion férrico (Fe3*) a un ion ferroso (Fe2*) en presencia de TPTZ, se
muestran en la Tabla 7. La capacidad antioxidante se cuantificé en mmol de Trolox
equivalente por mg de violaceina, revelando que la muestra comercial alcanzé un
promedio de 105.25 + 0.85 mmol Trolox eg/mg, mientras que el pigmento
recombinante obtuvo un promedio de 606.52 + 0.74 mmol Trolox eg/mg. Aunque la
muestra comercial exhibe una mayor capacidad antioxidante, es importante
considerar que nuestra formulacion se compone Unicamente de grenetina y
pigmento, en contraste con la gelatina comercial que incluye &cido citrico y acido
malico los cuales contienen propiedades antioxidantes (Zhang et-al-, 2020). A pesar
de esto, nuestra formulacion con el pigmento logré aproximadamente la mitad de la

capacidad antioxidante con la Formulacion 1 contra la muestra comercial.

Tabla 7. Capacidad antioxidante medida en mmol Trolox eg/mg de violaceina para
diferentes muestras, incluyendo una gelatina comercial, pigmento recombinante

diluido y dos formulaciones experimentales.

Concentracion

Muestra (mmol Trolox eg/mg Vio®)
Comercial 105.25+0.858B
Pigmento recombinante 606.52 + 0.74 A

Formulacion 1 D
(100 mg/g) 57.94 £ 0.88
Formulacién 2

C
(300 mg/g) 92.22 +0.793
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Los datos representan la media de tres réplicas independientes * la desviacion
estandar. *Violaceina. Letras diferentes representan diferencia estadistica

significativa (p<0.05).

De los ensayos de DPPH y como podemos observar en la tabla 8, el pigmento
recombinante alcanz6 un promedio de 65.80 + 0.41 % de inhibicidn, con una
desviacion estandar relativamente baja lo que indica una alta consistencia en los
resultados. Este valor es considerablemente alto en comparacion con las otras
muestras evaluadas, lo que sugiere que el pigmento recombinante posee una
notable capacidad antioxidante, probablemente debido a su capacidad para donar
electrones (Cao et. al., 2007). O bien, por su hidrofobicidad la interaccién directa

con membranas celulares es altamente probable (de Souza et al., 2017).

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH para diferentes muestras (ND=

no detectable).

Muestra % de inhibicién
Comercial 9.06 £0.22°
Pigmento recombinante 65.80 £+ 0.41A

Formulacion 1

(100 mg/g) D

Formulacioén 2

B
(300 mg/g) 46.72 + 1.06

Los datos representan la media de tres réplicas independientes * la desviacion

estandar. Letras diferentes representan diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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Por otro lado, la formulacion de gelatina que incorporé el pigmento microbiano
(Formulacién 2) mostré un promedio de inhibicion del radical del 46.72 £ 1.06 %, lo
gue implica una mayor variabilidad en los resultados. A pesar de esta variabilidad,
esta formulacion demostr6é un efecto antioxidante considerable, aunque menor que

el del pigmento recombinante puro.

En contraste, la gelatina comercial evaluada como control de mercado tuvo un
promedio de inhibicién significativamente mas bajo, alcanzando solo un 9.06 + 0.22
% de inhibicion. La baja capacidad antioxidante de esta muestra refuerza la idea de
gue los ingredientes antioxidantes presentes en la gelatina comercial no son muy
eficientes en la neutralizacién de radicales DPPH. Esto podria deberse a que estos
antioxidantes actlan a través de otros mecanismos, como la quelacion de metales,

en lugar de la neutralizacion directa de radicales libres (Abrahamson et al., 1994).

Como se menciona anteriormente, el método FRAP mide la capacidad de reducir el
hierro férrico, mientras que el método DPPH evalla la capacidad de neutralizar el
radical libre DPPH, similar a la accién antioxidante en células humanas. Aunque
ambos métodos son Utiles, el DPPH es mas representativo de los mecanismos

celulares, ya que refleja la interaccién con radicales libres en el cuerpo.

De manera general, los resultados muestran que el pigmento recombinante tiene un
efecto antioxidante significativo, que se reduce moderadamente al integrarse en la
formulacion de gelatina, mientras que la gelatina comercial tiene una capacidad
antioxidante muy limitada. Esto sugiere que los pigmentos microbianos podrian ser
una valiosa adicion en productos alimenticios para mejorar sus propiedades
antioxidantes, aunque su efectividad puede depender de la interacciébn con otros
ingredientes en la formulacion. Se sugiere, que un area de oportunidad para trabajos
posteriores seria explorar como las interacciones entre el pigmento y la matriz
afectan su estabilidad. Ya que estas interacciones podrian influir en el
comportamiento y la preservacion de las propiedades antioxidantes del pigmento en

productos alimenticios.
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IV. Objetivo especifico 4: Evaluar la capacidad antioxidante y antiinflamatoria

durante la vida de anaquel de la matriz alimentaria.
6.10. Capacidad antiinflamatoria durante la vida de anaquel

Como se mencioné anteriormente, las muestras de gelatina con el pigmento
recombinante Formulacion 2 fueron expuestas a temperatura de refrigeracion (4
°C), y se evaluo tanto la capacidad antioxidante como la antiinflamatoria durante un
periodo de 3 semanas para analizar el comportamiento o la pérdida de las
actividades biolégicas a lo largo del tiempo. La Figura 19 muestra los porcentajes
promedio de estabilidad de la membrana proporcionada por la gelatina durante este
periodo de almacenamiento. Se observa una tendencia general de disminucion
gradual en la estabilidad de las membranas, con un descenso del 82.16 + 2.19 %
en el dia 0 al 69.88 + 1.56 % en el dia 21. Este cambio representa una disminucién
del 13.88 % en tres semanas, lo que indica que la eficacia de la gelatina para

proteger la integridad de la membrana se va deteriorando con el tiempo.

Las barras de error en el grafico representan la variabilidad entre las muestras
individuales, y aunque existe cierta variacion en los datos, la tendencia general de
disminucién es consistente. Esto sugiere que la capacidad del pigmento para
mantener la estabilidad de la membrana se ve afectada a medida que pasa el
tiempo. El mantenimiento de la estabilidad de la membrana es crucial para la
integridad celular, y su pérdida progresiva podria tener implicaciones en la eficacia
del pigmento como agente bioactivo en productos almacenados durante periodos
prolongados.
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Figura 19. Porcentaje de estabilidad de membrana a lo largo de 3 semanas de
evaluacion, donde las barras representan la variabilidad entre las muestras de los
individuos evaluados. Letras diferentes representan diferencia estadistica

significativa (p<0.05).

Esta capacidad antiinflamatoria observada es consistente con el potencial
antiinflamatorio documentado en otros estudios sobre la violaceina. Se ha reportado
que este compuesto puede reducir la produccién de citocinas proinflamatorias,
como las interleucinas (IL-6), lo que contribuye a disminuir la inflamacion y mitigar
una respuesta inmune excesiva (Verinaud et al., 2015). Este mecanismo es clave
para reducir la inflamacion cronica y para su aplicacion en productos con fines
terapéuticos. Asimismo, investigaciones anteriores han demostrado que la
violaceina, a una dosis de 40 mg/kg p.c. (peso corporal), también modula los
mediadores inflamatorios, lo que refuerza su utilidad en el tratamiento de

condiciones inflamatorias (Antonisamy & Ignacimuthu, 2010).

Los datos encontrados sugieren que, aunque el pigmento recombinante mantiene
una capacidad significativa para estabilizar las membranas y ejercer una capacidad
antiinflamatoria, estas propiedades llegan a deteriorarse con el paso del tiempo en
condiciones de refrigeracion. Estos resultados resaltan la necesidad de estudiar
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mas a fondo la estabilidad a largo plazo del pigmento en diversas formulaciones y
condiciones de almacenamiento, lo que podria influir en su aplicacién en productos

industriales.
6.11. Capacidad antioxidante durante la vida de anaquel

En cuanto a la capacidad antioxidante de las muestras de gelatina preparadas con
la Formulacion 2 durante las 3 semanas de evaluacion, la capacidad antioxidante
medida mediante los ensayos de FRAP (Figura 20) y DPPH (Figura 21) mostré
patrones distintos en la preservacion de las propiedades antioxidantes a lo largo de
las 3 semanas de evaluacién. En el caso del ensayo de FRAP, se observd una
disminucién significativa del 92.22 % en la capacidad reductora férrica, lo que indica
que la violaceina perdié una cantidad considerable de su actividad antioxidante.
Esta pérdida puede explicarse por la interaccion con factores ambientales como
temperatura, pH y humedad, los cuales probablemente afectaron la estabilidad
estructural del pigmento. A lo largo del tiempo, la violaceina puede sufrir cambios
en su conformacion molecular debido a la formacion de aglomerados, que se
producen cuando las moléculas del pigmento se unen a través de enlaces de
hidrégeno. Esta agregacién podria alterar su funcionalidad bioldgica (Arif et al.,
2017).

En contraste, la capacidad de neutralizacién de radicales medidas a través del
ensayo de DPPH mostr6 una mayor estabilidad en comparacion con el FRAP.
Aungue también hubo una reduccioén en la capacidad antioxidante, el descenso fue
menos pronunciado, manteniéndose alrededor del 33 % de inhibicion tras 21 dias.
Esto sugiere que la violaceina tiene una capacidad mas robusta para conservar su
actividad de neutralizacion de radicales libres lo cual puede estar relacionado con
la estructura molecular de la violaceina y la naturaleza de su interaccion con el
radical DPPH. De acuerdo con Kedare & Singh (2011) y Platzer et al. (2022), los

grupos funcionales presentes en la molécula de violaceina, como los grupos
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hidroxilo y amina, facilitan la donacion de electrones o atomos de hidrégeno, lo que

permite una neutralizaciéon eficaz de los radicales DPPH a lo largo del tiempo.
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Figura 20. Capacidad antioxidante del ensayo FRAP durante un periodo de 3
semanas para la formulacion experimental. Letras diferentes representan diferencia

estadistica significativa (p<0.05).
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Figura 21. Capacidad antioxidante del ensayo DPPH durante un periodo de 3
semanas para la formulacion experimental. Letras diferentes representan diferencia

estadistica significativa (p<0.05).

En resumen, mientras que la capacidad reductora férrica de la violaceina parece ser
susceptible a factores ambientales y al paso del tiempo, su capacidad de
neutralizacion de radicales presenta una mayor estabilidad, lo cual podria ser
explotado en aplicaciones donde se busque preservar la capacidad antioxidante a

largo plazo.

6.12. Analisis microbioldgico

En lo que respecta al andlisis microbioldgico realizado especificamente para
detectar la presencia de hongos y levaduras, no se observd produccion ni
crecimiento de ningun tipo durante las tres semanas completas de la evaluacion.
Esto sugiere que el pigmento podria poseer propiedades antifungicas significativas,
tal como lo sugieren investigaciones previas (Sasidharan et. al., 2015). Ademas,
estos resultados también indican que se implementaron correctamente todos los
protocolos necesarios para garantizar la precision y validez de las pruebas, lo que

refuerza la confiabilidad de los datos obtenidos en el estudio.

66



7. CONCLUSIONES

Se logré expresar el plasmido pAJM.336Vio en Pseudomonas chlororaphis
mediante electroporacién, obteniendo un pigmento recombinante. Sin embargo, la
aplicacion de voltaje en el sistema de fermentacion mostro un efecto negativo en la
produccion de este pigmento en comparacion con la fermentacion tradicional. No
obstante, el pigmento recombinante mostro propiedades antioxidantes vy
antiinflamatorias cuando se agregd en una matriz alimentaria de grenetina,
permaneciendo estable en estas funciones durante siete dias bajo condiciones
controladas de temperatura. No obstante, es importante considerar que no se
realizd una purificacion exhaustiva de la violaceina. La mezcla de productos
derivados de P. chlororaphis podria incluir otras sustancias bioactivas que, junto con
la violaceina, podrian contribuir a los efectos observados.

Para futuras estudios e investigaciones, se recomienda investigar mas a fondo la
toxicidad del pigmento, especialmente si se considera su aplicacion en la industria
alimentaria. Igualmente se recomienda realizar un analisis mas profundo de la
pureza del compuesto y conocimiento del perfil bioactivo seran cruciales para
evaluar su seguridad y efectividad. Ademas, una evaluacion tecno-econémica del
proceso de produccién del pigmento a gran escala podria ofrecer informacién crucial
sobre su viabilidad econémica y comercial. La implementacién de estos estudios
permitird no solo entender mejor el potencial del pigmento, sino también explorar
sus beneficios funcionales y aplicaciones practicas en productos que podrian
aprovechar sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Estos pasos seran
esenciales para avanzar hacia la posible incorporacion de este pigmento en
matrices industriales, incrementando el valor agregado de productos naturales con

funciones bioactivas.
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8. CONSIDERACIONES ETICAS

Para llevar a cabo este proyecto, se siguieron las normas y regulaciones
establecidas por el comité de seguridad e higiene de la Facultad de Quimica y se
aplicaron las buenas practicas de laboratorio. El protocolo fue evaluado por parte
del Comité de Bioética de la Facultad de Quimica y fue dictaminado como aprobado
en lo referente a los aspectos bioéticos del proyecto segun el oficio CBQ23/064b
(Anexo 1).
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10. ANEXOS
10.1. Anexo 1. Aprobaciéon de CONBIOETICA

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE QUIMICA

"l

5

C.U., Querétaro, mayo 24, 2023
No. de oficio. CBQ23/064b

Dr. Aldo Amaro Reyes
Dra. Ana Angélica Feregrino Pérez
Investigadores responsables

Melanie Quijada Carretas
Estudiante responsable

Dr. Carlos Regalado Gonzalez
Dra. Rocio Campos Vega

Dra. Montserrat Escamilla Garcia
Colaboradores

El protocolo de investigacion titulado “Evaluacion de la capacidad antioxidante y
antiinflamatoria de una matriz alimentaria adicionada con pigmentos
microbianos obtenidos bajo la influencia de un sistema de
electrofermentacion™ sometido a evaluacion por parte del Comité de Bioética de
la Facultad de Quimica involucra la participacion de sujetos humanos. Las
caracteristicas del disefo del protocolo de investigacion son resumidas a

continuacién:
Tipo de estudio Toma de muestra biolégica sin intervencion
Individuos sanos de entre 20 y 30 afos que
Poblacion de estudio no hayan consumido medicamentos
antiinflamatorias dos semanas previas
Tamano de muestra 10 individuos
. Mediante carteles en las instalaciones de la
Reclutamiento ;
UAQ y redes sociales
Aviso de reclutamiento Incluido
Tipo de intervencion No aplica
Duracion del estudio 5-10 min
Variables de medicion No aplica
Manejo de RPBI De acuerdo a la norma
Toma de muestra biolégica Sangre
SOMOS UAQ g:':.nho }J-"ri'/f.::'f-“(}rio; Cerro c'al los Companos s/n. Sontiogo de Querélare, Qro. México C.P. 76010
SOV USRS ARSROBAN Tel. 442 192 1267 coneo: focquim@uog.mx
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO "
FACULTAD DE QUIiMICA

0
-

Personal capacitado para .
valorar::iones . Incluido
Riesgos a los participantes Minimo
Atencion médica SuSalud-UAQ
Consentimiento informado Incluido
Revocacion del Incluido
consentimiento informado

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
biolégicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Evaluacion de la capacidad antioxidante y
antiinflamatoria de una matriz alimentaria adicionada con pigmentos
microbianos obtenidos bajo la influencia de un sistema de
electrofermentacion”, del cual Usted es responsable, fue evaluado con una
resolucion de aprobado en lo referente a los aspectos bioéticos del proyecto.

Cabe mencionar que ningtin integrante del Comité declaré conflicto de interés para
la evaluacion del protocolo de investigacion. Sin mas por el momento, quedamos a
sus o6rdenes para cualquier duda o aclaracion.

4 ‘fﬂ—
Iza Fernanda Pérez Ramirez

Presidente

Comité de Bioética de la Facultad de Quimica
Universidad Auténoma de Querétaro

SOMOS UAQ Centro Universitario, Cerro de los Campaenas s/n. Sanliogo de Queréloro, Gro. México C.P. 76010

SERVIL CONSTILIK MANSFORMAR Tel. 442 192 1267 correo: facquim@uaq.mx
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10.2. Anexo 2. Carta responsiva

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARQ

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Facultad de Quimica

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

“Carta Responsiva”

Titulo del protocolo:

“Evaluacién de la capacidad antioxidante y antiinflamatoria
de una matriz alimentaria adicionada con pigmentos microbianos
obtenidos bajo lainfluencia de un sistema de electrofermentacion”

Investigador principal: Dr. Aldo Amaro Reyes
Sede donde se realizara el estudio: Posgrado de alimentos. Facultad de Quimica.

Universidad Autbnoma de Querétaro.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los pigmentos microbianos pueden presentar actividades bioldégicas como lo es la
actividad antiinflamatoria dada su naturaleza quimica. El ensayo de estabilidad de

membrana reactiva comprueba si existe actividad antiinflamatoria.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar la capacidad antiinflamatoria de los carotenoides y violaceina producidos
por Rhodotorula mucilaginosa y Pseudomonas chlororaphis asistido por un sistema

de electrofermentacion.
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3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitird tener evidencia cientifica que sustente el uso de pigmentos

microbianos como aditivo alimentario con actividad biologica.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

El estudio consta de una toma de muestra sanguinea realizada por personal

capacitado.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

La toma de muestra sanguinea es un procedimiento rutinario que no implica riesgo

alguno para la salud.

6. ACLARACIONES

e La decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable en caso de no aceptar la
invitacion.

e Los participantes podran retirarse en el momento que lo deseen, aun cuando
el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no las
razones, la cual sera respetada en su integridad.

e No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

e No se recibira pago por participar.
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e En el transcurso del estudio los participantes podran solicitar informacion

actualizada sobre el mismo, al investigador corresponsable.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
participante, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores. Esta informacion es de caracter confidencial. La UAQ solo

proporcionara informacion que no lo identificara personalmente.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este

documento.

7. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de la participaciéon o busca la opinion de otra

persona fuera del estudio, puede consultar al médico de su confianza.
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10.3. Anexo 3. Consentimiento informado.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARQ

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Facultad de Quimica

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

“Carta consentimiento para participar en un proyecto de investigacion”

Titulo del protocolo:

“Evaluacién de la capacidad antioxidante y antiinflamatoria
de una matriz alimentaria adicionada con pigmentos microbianos
obtenidos bajo lainfluencia de un sistema de electrofermentacion”

Investigador principal: Dr. Aldo Amaro Reyes
Sede donde se realizara el estudio: Posgrado de alimentos. Facultad de Quimica.

Universidad Autbnoma de Querétaro.

INVITACION

Se le esté invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de decidir
si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados.
Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta
libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al

respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se
le pedird que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una

copia firmada y fechada.
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1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los pigmentos microbianos pueden presentar actividades biolégicas como lo es la
actividad antiinflamatoria dada su naturaleza quimica. El ensayo de estabilidad de

membrana reactiva comprueba si existe actividad antiinflamatoria.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Evaluar la capacidad antiinflamatoria de los carotenoides y violaceina producidos
por Rhodotorula mucilaginosa y Pseudomonas chlororaphis asistido por un sistema

de electrofermentacion.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO

Este estudio permitira tener evidencia cientifica que sustente el uso de pigmentos

microbianos como aditivo alimentario con actividad biologica.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
En caso de aceptar participar en el estudio usted seguira el siguiente procedimiento:

El estudio consta de una toma de muestra sanguinea realizada por personal

capacitado.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

La toma de muestra sanguinea es un procedimiento rutinario que no implica riesgo

alguno para la salud.
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6. ACLARACIONES

e Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

e Sidecide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee,
aun cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar
0 no, las razones de su decision, la cual seré respetada en su integridad.

e No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

e No recibird pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada

sobre el mismo, al investigador corresponsable.

La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
participante, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de
investigadores. Esta informacion es de caracter confidencial. La UAQ solo

proporcionara informacién que no lo identificara personalmente.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si
asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este

documento.

7. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion o desea la opinién de otra

persona fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.
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8. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido Ia

informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera satisfactoria.
He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio
de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de

consentimiento.

Firma del Participante Fecha
Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha
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He explicado al Sr(a). la naturaleza y los
propésitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios
gue implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo
posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatividad correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me
apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el
presente documento.

Firma del investigador Fecha
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10.4. Anexo 4. Carta de revocacion del consentimiento informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Facultad de Quimica

Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

“Carta revocacion del consentimiento informado”

Titulo del protocolo:

“Evaluacién de la capacidad antioxidante y antiinflamatoria
de una matriz alimentaria adicionada con pigmentos microbianos
obtenidos bajo lainfluencia de un sistema de electrofermentacion”

Investigador principal: Dr. Aldo Amaro Reyes
Sede donde se realizara el estudio: Posgrado de alimentos. Facultad de Quimica.

Universidad Autbnoma de Querétaro.

Nombre del paciente:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de participar en el
proyecto de investigacion con nombre “Evaluacion de la capacidad antioxidante y
antiinflamatoria de una matriz alimentaria adicionada con pigmentos microbianos
obtenidos bajo la influencia de un sistema de electrofermentacién”, por las

siguientes razones: (Puede dejarlo en blanco si no desea mencionar las razones.)
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Si el paciente lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacion que
se haya recabado sobre el/ella con motivo de su participacion en el proyecto de

investigacion.

Nombre y firma del paciente

dia mes afio

Nombre y firma del testigo

dia mes ano

Nombre y firma del testigo

dia mes afio

Con copia para el paciente (se debera elaborar por duplicado, quedando una copia

en poder del paciente).
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10.5. Anexo 5. Invitacién para los participantes.

UNIVERSIDAD AUTONOMA
DE QUERETARO

INVITACION

A los interesados se les hace una cordial invitacion
para participar en el estudio de investigacién titulado:

HONOR

<WI00Na3

"EVALUACION DE LA CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE Y ANTIINFLAMATORIA DE
UNA MATRIZ ALIMENTARIA ADICIONADA

CON PIGMENTOS MICROBIANOS
OBTENIDOS BAJO LA INFLUENCIA DE UN

SISTEMA DE ELECTROFERMENTACION"

Para lo cual se les pide una toma de muestra sanguinea, la muestra sera
tomada por parte del personal de analisis clinicos de la UAQ, quienes
estan capacitados para dicha actividad.

REQUISITOS:

Sexo indiferente

Entre 20 - 30 anos

Estado de ayuno

No haber consumido ningun
antiinflamatorio durante 2 semanas
previas a la toma de muestra

000

Todos los datos obtenidos seran usados con fines de investigacion y se

manejaran de manera confidencial. La toma de muestra es un
procedimiento rutinario que no representa riesgo para su salud.
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