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RESUMEN

El sargazo (Sargassum) es una especie de alga parda que habita en ambientes marinos de las
zonas tropicales del mundo y desde el 2018 es un problema ambiental en las playas del caribe
mexicano. En este proyecto se utilizd el sargazo como soporte-sustrato para la proliferacion de
Aspergillus niger, con el fin de producir compuestos antioxidantes por medio de la
biodegradacion fungica de los compuestos fendlicos. El sargazo fue caracterizado
fisicoquimicamente, evaluando el punto critico de humedad, indice de absorcion de agua,
cenizas, grasa, proteina y azucares totales. Posteriormente se realizd la fermentacion fungica
para la degradacion del sargazo en cajas Petri, incubando a 30°C durante 240 h, haciendo un
monitoreo cada 24 h, determinando actividad tanasa, azUcares totales, antioxidantes, fenoles
hidrolizables totales y contenido indirecto de biomasa por N-acetil-glucosamina. Dentro de los
resultados obtenidos, el IAA fue de 5.39 y 4.93 g gel/g muestra seca, para sargazo lavado y
sargazo natural respectivamente. EI mayor contenido de azlcares se presentd en el sargazo
natural (6.04%), mientras que el mayor contenido de proteina se da para el sargazo limpio
(4.6%). EI valor maximo de biomasa fungica (34.81 mg/gramos de material seco (g.m.s)) se
alcanza a las 240 h de cultivo, empleando sargazo limpio; mientras que para el sargazo natural
fue de 38.74 mg/g.m.s. La capacidad antioxidante se reporté con valores maximos de 869.8 y
771.5 mg VCEAC/100 g.m.s, para el sargazo limpio y sargazo natural respectivamente. La
maxima produccidn de actividad tanasa (7.27 U/g.m.s) se registra a las 240 h de fermentacién
utilizando el sargazo natural; mientras que el bioproceso que empled sargazo limpio como
soporte-sustrato obtuvo el méximo de actividad a las 216 h con un valor de 6.82 U/g.m.s. El
sargazo presentd buenas condiciones para ser empleado como soporte-sustrato durante la
fermentacion en estado so6lido, en la obtencién de compuestos antioxidantes por degradacion
fangica.

Palabras clave: Sargazo, antioxidantes, fermentacion en sustrato solido.



1. INTRODUCCION

Las arribazones de sargazo se han vuelto una constante en el Caribe, con sus respectivas
afectaciones ecosistémicas, econdmicas y sociales. Este fendbmeno se ha generado por el
calentamiento global y la contaminacién antropogénica. Para hacerle frente, se han realizado
reuniones nacionales e internacionales en las cuales se presentan las problematicas y se discute

como evitar o mitigar los impactos por el sargazo (Paredes 2020).

Desde 2011, y con mayor intensidad en 2015 y 2018, el Caribe ha recibido el impacto de las
arribazones masivas de sargazo, las cuales han superado la capacidad de la infraestructura
disponible para atender esta contingencia, por lo que también se generan efectos negativos en
la industria hotelera y de servicios ofrecidos en la zona. El turismo ha sufrido en mayor
medida, ya que se encuentra vinculado socioecondmica y ambientalmente, lo cual representa
una relacion compleja por efectos diversos, como los servicios ambientales para las
actividades econdémicas o el incremento del turismo y la carga ambiental que se debe soportar.
En este &mbito, algunos de los problemas detectados se relacionan con la acumulacién masiva
de sargazo en la playa, la produccion de grandes cantidades de acido sulfhidrico —que
representa un riesgo para la salud humana y de los ecosistemas—, asi como la interferencia en
la anidacion y eclosion de especies marinas, el impacto en la mortalidad de pastos marinos y
corales, ademas de la erosion de la playa y el dafio para el paisaje (Aldana et al, 2020).

Hay dos especies pelagicas en el océano Atlantico: Sargassum fluitans y S. natans; ambas
poseen vesiculas llenas de gas que les permiten vivir flotando mientras son arrastradas por las
corrientes y el viento. Su reproduccion por fragmentacion da lugar a una planta nueva de cada

fragmento que se desprende (Schell et al., 2015).

Se cree que la utilizacion de sargazo como soporte-sustrato en fermentacion en medio sélido,

permitira obtener un extracto acuoso con actividad antioxidante.

Para el presente proyecto se quiere obtener un extracto liquido rico en actividad antioxidante y
a su vez caracterizarlo fisicoquimicamente y definir sus condiciones de acumulacion de

antioxidantes por medio de una biodegradacion fungica de compuestos fenolicos, empleando
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una fermentacién solida utilizando sargazo natural y sargazo lavado seguido de una utilizacion

de un hongo filamentoso.

2. ANTECEDENTES

Un antioxidante (AOx) puede prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de uno o mas
electrones) de otras moléculas, generalmente sustratos bioldgicos como lipidos, proteinas o
acidos nucleicos. La oxidacion de tales sustratos podra ser iniciada por dos tipos de especies
reactivas: los radicales libres (RL), y aquellas especies que sin ser radicales libres, son
suficientemente reactivas para inducir la oxidacion de sustratos como los mencionados.,

Un AOXx dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo cotidiano y
que puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre las funciones fisioldgicas

normales de los humanos (Patthamakanokporn, O., et al., 2008).

La funcion de los antioxidantes es actuar como una forma de defensa del cuerpo humano
contra los radicales libres (RL). Son agentes que inhiben o neutralizan el dafio potencial que
los RL pueden ocasionarnos. Nuestro organismo no puede fabricar los antioxidantes, por ello
necesitamos consumirlos a partir de los alimentos (Pastene E, 2012).

Se utilizan en la industria alimentaria adicionados a las grasas u otros productos para retrasar
los procesos de oxidacién, en tanto previenen el comienzo de la rancidez oxidativa (grasas)
(Llancari A, 2011).

Entre los antioxidantes naturales que mas se emplean como conservadores se encuentran: el
acido ascorbico, el alfa-tocoferol y derivados del acido rosmarinico y el &cido galico. Tales

compuestos pueden ser obtenidos por extraccion directa desde sus fuentes naturales.



3. JUSTIFICACION

El siguiente proyecto surge debido a una problematica en las playas turisticas, principalmente
en el Caribe mexicano que enfrenta un grave problema ambiental como lo es la presencia de
sargazo. Esta especie de macroalga parda ha afectado los ecosistemas costeros, causando la
muerte de especies marinas como tortugas y peces. También ha traido afectaciones
econdmicas a través de su impacto en las actividades turisticas de la region y representa una
amenaza para la salud humana, debido, entre otros factores, a su descomposicion en las playas

y a su alto contenido de arsénico y metales pesados.

El presente proyecto plantea la finalidad de poder darle un uso a dicha alga, como soporte-
sustrato en los procesos de fermentacion en estado solido, de manera que se pueda contribuir a

un buen aprovechamiento de este material.



4. HIPOTESIS

La utilizacion de sargazo como soporte-sustrato en fermentacién en medio sélido, permitira

obtener un extracto acuoso con actividad antioxidante.

5. OBJETIVO GENERAL

Obtener un extracto liquido rico en actividad antioxidante por medio de fermentacion en

medio sélido, utilizando como soporte Sargassum spp., y un hongo filamentoso.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fisicoquimicamente los residuos de sargazo, evaluando el sargazo natural y
sargazo lavado con agua potable.

Definir las condiciones de acumulacion de antioxidantes por medio de la biodegradacion
fangica de los compuestos fendlicos en fermentacion en medio solido empleando sargazo

natural y sargazo lavado.



7. REVISION DE LITERATURA
7.1. SARGAZO

El sargazo es una macroalga café que vive flotando en el mar (Figura 1); es decir, sin
necesidad de estar fijada a ningln sustrato, como otras especies de algas. Se ha estimado que
por su tipo de crecimiento puede duplicar su volumen en menos de 20 dias, lo que explica la
répida proliferacion de estas mareas doradas. Existen 2 diferentes tipos de sargazo, los cuales
Ilegan a las playas del caribe mexicano como lo son el sargazo flotante (Sargassum fluitans) y
sargazo nadador (Sargassum natans).

Figura 1. Sargazo peléico (Sargassum spp)

Es un fendmeno que se presenta y se extiende por todo el Caribe; mas bien, en todo el
Atlantico central, aunque en México se piensa que es local. La primera gran arribazon al
Caribe fue en el afio 2011, ante la sorpresa hubo cierta inmovilidad gubernamental; sin
embargo, fue hasta el 7 de junio de 2018 que el gobierno de Barbados declar6 una emergencia
nacional. En 2015 surgen en México los lineamientos de la Secretaria de Medio Ambiente y
Recursos Naturales (Semarnat) que permiten disponer de las algas una vez recolectadas en la
playa y evitar asi los impactos ecoldgicos de enterrar o tirar estos residuos. Se ha comprobado
desde 2016 que el sargazo viene del Atléantico sur, cerca de Brasil (Leon C, 2020).



Mas de 10 mil toneladas de sargazo llegan cada mes a las costas del Caribe mexicano (Figura
2), pero la capacidad de la Semar apenas alcanza para recoger 96 toneladas (unas 3.2 toneladas

diarias).

3 % g i LUn . RS S~
Figura 2. Sargazo en las playas del caribe mexicano, Cancun, Quintana Roo

La composiciéon de las especies de Sargassum spp., depende en gran medida de diversos
factores como el origen geografico de las algas, la temporada o incluso la parte de la planta
analizada (Devault et al., 2020). La composicién quimica del Sargazo contiene 14 a 44% de
cenizas, 4 a 68% de carbohidratos, 9 a 20% de proteinas y 0.5 a 3.9% de lipidos (% base seca)
(Hardouin et al., 2014). El contenido energético principal del alga se presenta en los
carbohidratos, los cudles contienen principalmente polisacaridos. Las principales familias de
carbohidratos que se encuentran en Sargassum spp., son alginatos, polisacaridos sulfatados
que contienen fucosa (generalmente descritos como fucoidanos), laminarina y manitol, asi

como celulosa, que, en la mayoria de los estudios, no se cuantifica (Devault et al., 2020).

7.2 PRODUCTOS QUE SE ELABORAN CON EL SARGAZO

Pese a que aun se necesitan estudios y recursos para impulsar la industrializacion del sargazo,
algunas personas ya comenzaron a desarrollar diversos productos con el alga como materia
prima (Figura 3). Se han logrado hacer tenis, libretas y hasta combustible para aprovechar la

Ilegada masiva de sargazo a costas de México. También cred la empresa Blue Green para



convertir sargazo en ladrillos y ya logro construir la primera casa en el mundo hecha con el

alga (Milenio digital y agencia EFE, 2019)

PROBUCTAS SUSTERTABLES |

Figura 3. Productos elaborados a base de sargazo: (a) libretas; (b) zapatos; (c)
Fertilizante; (d) ladrillos.



7.3 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuesto fendlicos representan el segundo grupo més abundante de compuestos
orgénicos en el reino vegetal y muestran diferentes actividades en las plantas, como soporte
estructural, proteccion contra la radiacion solar ultravioleta (UV), tolerancia a condiciones de
estrés bidtico o abiodtico. Los compuestos fendlicos se emplean en las plantas como
autodefensa frente a enfermedades inducidas principalmente por microorganismos. Estos
compuestos se distribuyen de manera ubicua en la mayoria de los tejidos vegetales incluidas
las partes comestibles como frutas, semillas, hojas, tallos, raices entre otros (de la Rosa et al.,
2018; Miklasinska-Majdanik et al., 2018).

Los compuestos fendlicos (Figura 4) son un grupo de moléculas pequefias que se caracterizan

porque sus estructuras tienen al menos una unidad fendlica.

OH

Figura 4. Anillo aromatico de benceno ligado a un grupo hidroxilo, estructura
caracteristica de fenoles.

Segun sus estructuras quimicas, los compuestos fendlicos se pueden dividir en diferentes
subgrupos (Figura 5) como lo son los &cidos fendlicos, flavonoides, taninos, cumarinas,

lignanos, quinonas, estilbenos y curcuminoides (Gan et al., 2018).



a COOH COOH

HO OH OH
OH OH
gallic acid protocatechuic acid
b
HO x._-COOH
. COOH D/\/
HO
HO p-coumaric acid caffeic acid
CH,0 x._-COOH
D/\/ CH,0 . COOH
o I;/\/
ferulic acid HO
OCH s s
3 sinapic acid

Figura 5. Ejemplos de acidos hidroxibenzoico (a) y hidroxicindmico (b). Tomada de
Balasundram, N., Sundram, K., & Samman, S. (2006).

Los compuestos fenolicos son metabolitos secundarios que son derivados del ciclo del &cido
shikimico y la del acetato-malonato en las plantas (Gordo, 2018). Estructuralmente, los
compuestos fenodlicos comprenden un anillo aromatico, que lleva uno o mas sustituyentes
hidroxilo y van desde moléculas fendlicas simples (Figura 6) hasta compuestos altamente

polimerizados (Figura 7) (Isaza-Martinez, 2007).

HO
HO COOH

HO

Figura 6. Estructura molecular del acido gélico (dcido 3,4,5-trihidroxibenzoico).
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OCH;  OH

Figura 7. Estructura de lignina de madera (Chavez-Sifontes, M., & Domine, M.E. 2013).

7.4 BIOECONOMIA CIRCULAR Y BIOREFINERIA

La bioeconomia es un modelo econdmico basado en la produccion de recursos bioldgicos
renovables y la conversion de estos recursos en productos con valor afadido, como

bioproductos, bioenergia y servicios. (Figura 8)

Surge como respuesta a los retos medioambientales y sociales actuales para garantizar el
suministro y reparto justo de los alimentos, mitigar los efectos del cambio climatico y reducir
la utilizacion de combustibles fosiles. Ademas, permite generar oportunidades para el

desarrollo econémico y el empleo.

La biomasa ha sido tradicionalmente empleada como fertilizante o para la obtencion de
energia a partir de pellets o de biogés. Actualmente, es necesario impulsar el aprovechamiento

en cascada de dicha biomasa pudiendo obtener productos de mayor valor afiadido tales como

11



antioxidantes, proteinas o pigmentos y en ultimo término proceder a la combustion de la
biomasa para fines energéticos (Junta de Andalucia, 2021).

MERCADO
SECTOR <] ALIMENTARIO
PRIMARIO

INDUSTRIA
FERTILIZANTES

INDUSTRIA
PLASTICOS

INDUSTRIA
PIENSOS

REUTILIZACION

PRODUCTOS
MICROALGAS FORESTALES INDUSTRIA

QUIMICA
RESIDUOS BIOMASA
ORGANICOS INDUSTRIA MERCADO
URBANOS FORESTAL ENERGETICO

aAvaiAlLLL3dWOD

BIOMASA

| | . BIORREFINERIAS

OTROS
BIOMASA MERCADOS

BIOCOMBUSTIBLESY  RjopLASTICOS GIHOGS)
BIOENERGIA eAe sl e

MITIGACION CAMBIO

CLIMATICO

Figura 8. Esquema de reutilizacion de recursos renovables.

7.5 BIORREFINERIA

Biorrefineria es una red que integra biomasa vegetal, procesos de conversién y equipos para
producir biocombustibles, energia y otros productos quimicos (Figura 9). La biorrefineria se
caracteriza por la obtencion de un amplio espectro de productos de interés comercial,
incluyendo los compuestos intermedios y los productos finales (energia, calor, alimentacién
humana y animal, biomateriales y sustancias quimicas) (del Prado, 2008).
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Figura 9. Generalizacion de biorrefineriay economia circular.

7.6 CLASIFICACION DE BIORREFINERIAS SEGUN SU MATERIA PRIMA

Segun ella, podemos distinguir entre cinco tipos de biorrefinerias teniendo en cuenta las
materias primas (Figura 10).

Biorrefineria Azul basada en biomasa marina (descartes y residuos de pescado, algas);

Biorrefineria Marrén basada en lodos y residuos domésticos; Biorrefineria Verde basada en

hojas verdes frescas y césped; Biorrefineria Blanca (o Biorrefineria Gris) basada en

suproductos del sector agroindustrial; Biorrefineria Amarilla basada en paja, hojas y tallos de

maiz y madera (BioRefineries Blog, 2016).
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Figura 10. Taxonomia de colores para biorrefinerias de acuerdo con su materia prima.

7.7 FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

Fermentacion en medio sélido o también Fermentacion en estado solido, se define como el
crecimiento de microorganismos en medios sélidos, o semi-solidos, en ausencia de agua libre.
Esta técnica ha sido aplicada desde la antigiiedad en la preparacion de alimentos fermentados.
Las fermentaciones de estas caracteristicas son aquellas en las cuales el sustrato no esta ni

disuelto ni en suspensién en un gran volumen de agua.

Este proceso ocurre en ausencia de agua libre, seleccionando un substrato natural o inerte con
una alta porosidad, alta capacidad de absorcion de agua, y capaz de proveer nutrientes y
promover el crecimiento microbiano. El éxito de la Fermentacion en Medio Sélido (FMS)
radica en el hecho de que permite el uso de substratos de muy bajo costo, tales como residuos
vegetales, agricolas, y agroindustriales. Esta tecnologia presenta una escasa probabilidad de
contaminacion por bacterias o levaduras dada su reducida actividad de agua, y ofrece
condiciones similares al habitat natural de los hongos. El disefio de los reactores es fécil y

econdmico, aunque se dificulta el control del proceso.
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Los hongos filamentosos son los mejor adaptados para crecer en substratos sélidos con bajo

contenido de agua libre; ademas, tienen la capacidad de usar polisacaridos como fuentes de

carbono para fraccionarlos en monosacaridos. (Soccol et al., 2017)

7.8 VENTAJAS DE LA FERMENTACION SOLIDA

A continuacion, se enumeran una serie de ventajas de caracter general acerca de los cultivos

en estado solido frente a otros procedimientos de fermentacion (Pastrana, L. 1996)

1.

Simplicidad de los medios de cultivo, ya que generalmente un unico sustrato
proporciona casi todos los nutrientes necesarios.

Fermentadores con menores requerimientos espaciales, ya que los sustratos se utilizan
maés concentrados y no se utilizan grandes volumenes de agua.

Mayor simplicidad en el disefio de los fermentadores y de los sistemas de control.
Mayores facilidades para la obtencion y aplicacién del inoculo, pudiendo utilizarse las
esporas directamente en la mayor parte de las situaciones.

Facilidad para el escaldado de los procesos.

Necesidades reducidas de disolventes para la extraccion de los productos.
Rendimientos comparables, e incluso superiores a los correspondientes procesos en
cultivo sumergido.

Reducido riesgo de contaminaciones bacterianas, menos aptas para soportar la baja
actividad de agua que caracteriza a estos sistemas. Posibilidad, en ocasiones, de
trabajar incluso en condiciones no asépticas.

Elevada aireacion del sistema, lo que hace a esta modalidad de cultivo especialmente
adecuada a aquellos procesos que impliquen un metabolismo oxidativo intenso.

10. Bajos requerimientos energéticos. A menudo no es preciso autoclavar, airear ni agitar.
11. Ambiente similar al de los habitats naturales de los microorganismos utilizados
12. Reducido volumen de efluentes.

7.9 DESVENTAJAS DE LA FERMENTACION SOLIDA

1.

w

Frecuente necesidad de pretratamiento de los sustratos (molienda, prehidrdlisis
parciales).

Dificultad para mantener los niveles 6ptimos de humedad durante la fermentacion.
Ausencia de métodos analiticos simples para determinar el crecimiento microbiano.
Dificultad de control y regulacion de variables del cultivo como temperatura,
humedad, pH y oxigeno libre durante el proceso.
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5. Dificultad para la agitacion de aquellos procesos que asi lo requieran.

Frecuente necesidad de inoculo voluminoso.

7. Escasez (al menos por el momento) de disefios y desarrollos de ingenieria para la
construccion de los fermentadores, asi como para ciertas operaciones (inoculacion,
extraccion de los productos) (Pastrana, L. 1996).

o

7.10 CRECIMIENTO MICROBIANO

En microbiologia, el crecimiento se define como el incremento en el nimero de células.
Cuando un cultivo se duplica de manera regular durante un intervalo de tiempo, se denomina
crecimiento exponencial. La estimacion del comportamiento del crecimiento de
microorganismos a través del tiempo (Figura 11), permite determinar cuando se produce la

mayor cantidad de biomasa o de metabolitos (primarios o secundarios).

Log del numero de
Microorganismaos
o
m

Tiempo

Figura 11. Curva que describe el crecimiento de un microorganismo: (A) Fase de
latencia o adaptacién; (B) periodo de crecimiento exponencial; (C) Fase pre-
estacionaria; (D) Fase estacionaria; (E) Fase de muerte.

A. Fase de latencia: Esta fase coincide con el periodo de adaptacion de los
microorganismos a las nuevas condiciones nutricionales y ambientales. Se presenta
inmediatamente después de la inoculacién y su duracion depende del estado
fisiolégico de la célula inoculada y de las condiciones ambientales. Si el

microorganismo se encuentra en su fase exponencial antes de la inoculacion, la fase
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latencia es muy pequefia 0 puede no presentarse. Durante este periodo, el aumento de
celulas se lleva a cabo a una razén pequefia, pues el microorganismo utiliza la energia
disponible con el fin de sintetizar las enzimas que requiere para su desarrollo en el

nuevo medio.

Fase exponencial: En esta fase las células se multiplican a la maxima velocidad y su
crecimiento puede ser cuantificado con base en el nimero de células que se producen
por unidad de tiempo (para levaduras o bacterias) o por el aumento en la biomasa por
unidad de tiempo. La velocidad de crecimiento durante este periodo permanece
constante y es independiente de la concentracion del sustrato, siempre y cuando “este

Se encuentre en exceso.

La fase exponencial termina si se produce alguna de estas tres situaciones:
a. Los nutrientes se agotan,
b. Las condiciones ambientales indispensables para la célula se
modifican,
c. Cuando la célula produce metabolitos toxicos o que inhiben su

reproduccion.

Fase pre-estacionaria: Periodo de retardo, desaparece el crecimiento exponencial, los

microorganismos entran en estrés.

. Fase estacionaria: En esta fase la velocidad de crecimiento (reproduccion) del
microorganismo es igual a la velocidad de deceso y esto implica un equilibrio celular.
La importancia de esta fase varia con el tipo de fermentacion. Si el objetivo final de la
fermentacidn es la produccion del etanol, no es necesario continuar el proceso cuando
se alcanza la fase estacionaria, ya que una vez que obtiene la maxima concentracion

de las celulas, la produccion de etanol disminuye. Por lo contrario, en la produccion de
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antibioticos, la mayor acumulacion de estas sustancias se presenta durante la fase

estacionaria.

Fase endogena: Se inicia cuando los nutrientes que estan en el medio de cultivo no
son suficientes para que el microorganismo pueda reproducirse. Otro de los motivos
por los cuales empieza esta etapa es la produccion de sustancias toxicas que impiden

la multiplicacion de las células.
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8. MATERIALES Y METODOS

El sargazo utilizado como materia prima para obtener el fermentado se obtuvo en Julio de
2019 de la costa de Puerto Morelos, Quintana Roo, México. El sargazo recolectado fue
identificado y dividido en dos lotes. El lote identificado como “Sargazo limpio”, fue lavado
con agua de lluvia; y el otro lote, identificado como “Sargazo natural”, se utilizo tal y como
venia del lugar de colecta en la region costera. Para ambos lotes, el material fue secado al sol
para su tamizado, donde se homogenizo y recolectd particulas de diametro 0.5-1 mm para su

posterior utilizacion y analisis.
El presente estudio de dividid en 2 etapas, las cuales se describen a continuacion:

Etapa 1: CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS RESIDUOS DE
SARGAZO

8.1 EL INDICE DE ABSORCION DE AGUA (1AA)

El IAA fue determinado de acuerdo a la metodologia descrita por Anderson et al., 1976. La
técnica consiste en evaluar una suspension de 1.25 g de residuo y 15 ml de agua destilada.
Antes de la centrifugacion, la suspensién fue agitada en un vortex (Hermann HMV-NZ-A) por
3 minutos y colocada dentro de un tubo de centrifugacion tarado de 50 ml. La centrifuga
(UNICO®) fue operada a 3000 rpm (RCF = 631) por 10 minutos, el sobrenadante fue
decantado y el peso del gel fue reportado utilizando una balanza (BIOBASE). El IAA fue

expresado como g gel/g soporte seco.

8.2 PUNTO CRITICO DE HUMEDAD

La humedad se estimo utilizando una termobalanza (Precisa) colocando 1 g de la muestra
saturada de humedad (resultado del 1AA) a una temperatura de 120°C por 60 minutos,
monitoreando cada minuto el contenido de humedad (Orzua et al., 2009).
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8.3 CENIZAS

En la determinacion de ceniza se pesaron 2 gramos de sargazo en un crisol de porcelana el
cual se sometid a peso constante en la estufa (SINCE 1889, YAMATO modelo DKN602C) a
una temperatura de 105°C por 24 h. Dentro de una campana de extraccion se carbonizé la
muestra con una parrilla eléctrica a 250°C por una hora, posteriormente se introdujo en una
mufla FELISA a 500°C por 5 h.

El porcentaje de ceniza de la muestra se calculé mediante la expresion:

. crisol con ceniza —crisol solo
% ceniza = — il x 100 Ecn (1)

gramos de muestra

8.4 GRASA

Se pesaron 5 gramos de muestra y se envolvié en un papel filtro. Se introdujo a un sifén y se
unié a un matraz bola fondo plano (previamente sometido a peso constante y adicionando 150
ml de hexano). Enseguida se insertd la parte superior del sifén a un refrigerante y la muestra se
sometio a reflujo durante 4 h a una temperatura de 80°C. Después de este tiempo, se evaporo
el hexano contenido en el matraz. Enseguida se someti6 el matraz con la muestra obtenida al
horno a 70°C por 2 h para mantener el material seco. Después se transfirié a un desecador,
para posteriormente tomar el peso en una balanza (BIOBASE).

El porciento de grasa obtenida fue calculado mediante la expresion:

peso matraz con grasa—peso matraz solo

% grasa = x 100 Ecn (2)

gramos de muestra
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8.5 PROTEINA

El contenido de proteina se realizé por el método Kjeldahl, donde se pesdé 0.1 gramo de
sargazo realizando un pequefio doblez en el papel filtro y se introdujo en el matraz fondo
redondo de cuello largo. Se afadio 4 ml de solucion digestora, introduciendo la muestra en el
digestor Kjeldahl a una temperatura de 100°C. La muestra se mantuvo en movimiento
constante, evitando evaporar la solucién digestora. Después se coloc6 la muestra en el equipo
de destilacion Micro-Kjeldahl y se agregd la mitad de la muestra NaOH al 50%. Se esperd el
destilado sumergiendo el frasco de recepcién que contenia 30 ml acido boérico al 2%,
previamente adicionado con 2 gotas de indicador de proteina. Una vez observado el cambio de
color a verde cristalino y obteniendo 60 ml de muestra se paso a titular con acido sulfurico al
0.026 N.

El nitrgeno obtenido se calculd mediante la formula:

. ml H2S04 gastados x N H2S04)—(ml gastados blanco x N blanco
% nitrégeno = & g )-(mlg ) 100 Ecn (3)
gramos de muestra

Finalmente, el porciento de proteina se calculé multiplicando el porcentaje de nitrégeno por el
factor 6.25 indicado por la AOAC (Horwitz W. 2010).

Etapa 2: BIODEGRADACION FUNGICA DE SARGAZO MEDIANTE
FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO

8.6 BIOPROCESO DE DEGRADACION DE SARGAZO

El bioproceso fue evaluado en cajas Petri (Robledo et al., 2008) donde se agregaron 2.5
gramos de muestra de sargazo, el cual fue humedecido con 7 ml de medio Czapek-Dox (g/L):
NaNO; (7.65); KH,PO, (3.04); MgSQ, (1.52); KCI (1.52), empleando el propio soporte como

fuente de carbono. Posteriormente se inoculo en el centro de la caja 6 pl de esporas de la cepa
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Aspergillus niger M4 (1x10’ por gramo de soporte). Las cajas se emplayaron y se incubaron a
30°C con duracion de 240 h y monitoreo cada 24 h, sacando 2 cajas de sargazo natural y 2 de

sargazo limpio.

Para la obtencion del extracto crudo empleado en los andlisis posteriores, el material
fermentado se diluy6 con 40 mL de agua destilada. La solucion se homogenizé por agitacion
magnética durante 5 min y posteriormente se filtré por papel, para separar la biomasa de la
fraccion liquida. La fraccion liquida se centrifugd (UNICO®) a 3000 rpm (RCF = 631)
durante 20 min y el sobrenadante transparente se filtrd a través de una membrana de filtro de
nailon de 0.20 um. El filtrado final obtenido se utiliz6 como extracto fermentado crudo (EFC),
y se empled para sus analisis. La biomasa obtenida (sargazo + células microbianas) en la

primera filtracion se empleo para la determinacion indirecta del crecimiento fungico.

Para determinar la capacidad de crecimiento del microorganismo (X) sobre los diferentes
sustratos, se evalu¢ la velocidad de crecimiento mediante la ecuacion logistica (Ecuacion 1).
Esta ecuacion describe una limitacién en el crecimiento, en una poblacion microbiana en
funcion de la densidad maxima de biomasa (K), la tasa de crecimiento especifica (umax) Y €l

tiempo (t) como se describe en la siguiente ecuacion:

aX (1 X) X
. = Hmax s
dt K (1)

La forma integrada de esta ecuacion, utilizada para realizar el ajuste del modelo y la

estimacion de parametros en este estudio, se presenta en la ecuacion (2)

¥ K
=
1+ (X£ - 1) e Kt
° ()
8.7 AZUCARES TOTALES

Para la determinacion de azUcares totales, se empled la técnica de Dubois (1956). Este método

se fundamenta en la sensibilidad de los carbohidratos a la aplicacion de acidos fuertes y
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temperaturas altas. Bajo estas condiciones, toman lugar una serie de reacciones complejas,
comenzando con la deshidratacion simple, posteriormente la produccion de varios derivados
del furano que condensa consigo mismo y con otros subproductos para producir compuestos
coloridos generados por la condensacion con el fenol. Para realizar esta técnica, se colocaron
en tubos de ensaye 500 ul de EFC, se le afiadieron 500 pl de fenol 5% y se dejo en bafio de
agua con hielo durante 5 min. Posteriormente, se le afiadieron 1000 pl de H,SO,4 concentrado,
se dejo reposar durante 15 min en el bafio y después se agito en un vértex. Las muestras se
calentaron a 50°C durante 5 minutos, y se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 5
minutos. Finalmente se leyo la absorbancia a 470 nm en lector de microplacas (BIOBASE EL-
10A).

8.8 ANTIOXIDANTES ABTS

Para la actividad antioxidante se siguié la metodologia de Dudonne et al., (2009). El radical
2,2-azino bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS) posee coloracién azul, pero cuando
encuentra un H* con el cual complementar su estructura, pierde la coloracion. EI cambio de
coloracién es lo que permite cuantificar el poder antioxidante de la sustancia colocada como
muestra. Para la formacion del radical ABTS es necesaria la presencia de persulfato de
potasio. Para el desarrollo de la técnica, se agregaron 20 pl de EFC y 980 ul de ABTS en
tubos de ensaye. Se dejaron reposar a 30°C por 10 minutos y finalmente se leyd la absorbancia
a 754 nm en lector de microplacas (BIOBASE EL-10A). Como antioxidante de referencia, se
empled acido citrico a una concentracion de 0-100 pg/mL (concentracion final), en las mismas
condiciones. La actividad captadora de radicales ABTS se expresa en miligramos por porcién
de capacidad antioxidante equivalente a vitamina C por 100 gramos de muestra seca (mg
VCEAC/100 g ms).
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8.9 FENOLES HIDROLIZABLES TOTALES

El método espectrofotométrico con el reactivo de Folin Ciocalteu, permite cuantificar el
contenido de fenoles hidrolizables totales. Este método se basa en la presencia de los acidos
fosfomolibdico y fosfotlngstico en el reactivo, los cuales se reducen al oxidar a los fenoles
debido a la transferencia de electrones a pH bésico. La reaccion anterior da lugar a la
formacion de compuestos cromogenos como oxido de molibdeno y de tungsteno de coloracion
azul-verde. La concentracién producida es proporcional a la concentracion de polifenoles
presentes en la muestra. Para la realizacion de esta técnica, se tomaron alicuotas de 400 pl de
EFC, se colocaron en tubos de ensaye, y después se le adicionaron 150 ul de reactivo Folin
Ciocalteu. Posteriormente se le agregaron 50 ul de solucion de carbonato de sodio, y al final
se le agrego a cada tubo 3.6 ml de agua y se dejo reposar en la oscuridad por 30 min y

finalmente se leyd su absorbancia a 750 nm en lector de microplacas (BIOBASE EL-10A).

8.10 CONTENIDO INDIRECTO DE CELULAS POR N-ACETIL-GLUCOSAMINA

La glucosamina (CsH13NOs) es un amino-azUlcar que se encuentra formando parte de la pared
celular de hongos y muchos organismos. Su cuantificacion nos permite tener una estimacion
del crecimiento de microorganismos en un cultivo complejo. Para determinar el contenido de
glucosamina, se requiere una hidroélisis para liberarla de la pared celular, posteriormente se
combina con la acetilacetona formando un compuesto pirrélico, que al reaccionar con el p-
dimetilaminobenzaldehido (PDBA) forma un compuesto de color rojo a una absorbancia de
530 nm. Para la realizacion de la técnica (Charles-Rodriguez et al, 2018), se colocaron 100 mg
de la biomasa obtenida en la primer etapa de filtracion en un tubo de ensaye, y se agregaron 5
ml de H,SO, al 5N. Se agit6é durante 15 minutos y se centrifugo (UNICO®) a 5000 rpm (RCF
= 2522) durante 10 minutos. El liquido se decant0 y la pasta sobrante se lavo 2 veces con 5 ml
de agua destilada, posteriormente se agregaron 100 pul de HCI al 10M (20°C), se dejo reposar
16 h. Después se le agreg6 4 ml de agua destilada para diluir, se metié a la autoclave (15 Ib/kg
por 2 h), y posteriormente se neutralizo con NaOH 10N y 0.5N, ajustando con HCI a 5.5N al

ser necesario. De la muestra resultante, se mezclaron 200 pl y 200 ul de solucion A (Solucién
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de 1 mL de acetilacetona en 50 mL de Na,COj3 0.5N) y se vertieron en un tubo de ensaye, se
taparon los tubos y se colocaron a bafio maria (96°C durante 20 min). Después se enfriaron a
temperatura ambiente, se le agrego 2 ml de etanol al 96% y 200 pl de solucion B (Solucién de
1.6 g de p-dimetilaminobenzaldehido en 60 mL de HCI-EtOH (1:1 v/v)), se homogenizaron y
se dejaron reposar (45-60 min). Finalmente se leyd la absorbancia a 530 nm en lector de
microplacas (BIOBASE EL-10A).

8.11 AZUCARES REDUCTORES

Para la cuantificacion de azUcares reductores se empled la técnica de Miller G.L. (1959). La
base propuesta del método de Miller (1959), se enfoca en la reaccion del DNS, el cual es
reducido del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a &cido 3-amino-5-nitro-salicilico (ANS). Este
proceso de reduccidn se realiza debido a que las moléculas de azlcar actian como agentes
reductores, siempre que contengan un grupo aldehido y existan en una estructura de cadena
abierta. Durante este proceso, el grupo aldehido de los azlcares se oxida a los respectivos
acido carboxilico generando una coloracion intensa y estable. Para la realizacion de esta
técnica, se adicionaron 1000 pl de muestra en un tubo, después se le agrego 1000 pl de DNS 'y
se sometid a bafio maria durante 5 minutos. Posteriormente se detuvo la reaccion mediante un
bafio de agua con hielo en la cual se dejé reposar 5 minutos. Se le adicionaron 5 ml de agua
destilada y se agitaron, se procedio a sacar los tubos del bafio helado y se dejaron reposar a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Finalmente se leyd la absorbancia a 546 nm en lector
de microplacas (BIOBASE EL-10A).

8.12 ACTIVIDAD TANASA

La actividad enzimatica tanasa, se cuantifico siguiendo la metodologia descrita por Sharma et
al., (2000). El método consiste en la medicion del acido gélico liberado durante la reaccion
enzimatica, utilizando como sustrato para la tanasa un éster del acido galico (metil-galato). La
medicién del &cido galico se basa en la formacion de un cromoforo entre dicho &cido y la 2-

tio-4-cetotiazolidina, también conocida como rodanina. Para realizar esta técnica, se
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etiquetaron 3 tubos de ensaye (muestra, control y blanco). Se procedi6 a agregar 250 pl de
metil-galato en cada uno de los tubos, después al tubo del blanco se le afiadié 250 pl de buffer
de citratos. A los tubos muestra se les agrego 250 pl de EFC vy al tubo control no se le afiadio
nada. Todos los tubos se incubaron a 30°C durante 5 minutos, luego se colocaron 300 pl de
rodanina metandlica en cada uno de los 3 tipos de tubos, y se volvieron a incubar a 30°C
durante 5 minutos. Después se les agrego 200 pl de hidroxido de potasio (0.5 N) y se
volvieron a incubar a 30°C durante otros 5 minutos. Se afiadio 4 ml de agua, se agitaron y se
incubaron por ultima vez a 30°C durante 10 minutos, para finalmente leer su absorbancia a
520 nm en lector de microplacas (BIOBASE EL-10A).

8.13 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron procesados con el software estadistico Minitab (version 17.1.0), donde se
realizd un andlisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de medias de Tukey (p

<0.05). Los resultados se representaron como la media de los datos + desviacion estandar.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

El sargazo al ser una macroalga presenta una composicién quimica variada, con diversas
propiedades bioldgicas. La caracterizacion fisicoquimica (Cuadro 1) realizada, nos muestra la
posibilidad de establecer un proceso de fermentacion en estado solido, empleando los residuos
de sargazo como soporte y de manera simultanea, que el microorganismo lo utilice como

sustrato para la obtencion de energia.

Cuadrol. Caracterizacion de muestras de sargazo natural y sargazo lavado con agua potable
empleado como materia prima para FMS

COMPONENTES Sargazo Lavado | Sargazo natural
IAA (g gel/g muestraseca) | 5.39+0.15%| 4.93+0.65°%
PCH (%) 28.87 +2.79%| 27.44 +6.21°

Ceniza (%) 18.40+1.88%19.30+1.11°

Grasa (%) 0.53+0.05% 0.60+0.05°%
Proteina (%) 463+098°% 46+0.15°

AT (%) 1.10+0.01°| 2.64+0.01°

FHT (%) 121+0.26° 6.04+0.08°

Nomenclatura: IAA: indice de absorcién de agua; PCH: punto critico de humedad; AT: azlcares totales; FHT: fenoles hidrolizables totales.
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes

La composicion del material juega un papel muy importante para el desarrollo del
microorganismo, debido a la utilizacion del sargazo como fuente de carbono y energia durante
el bioproceso. Diversos estudios mencionan al alginato como el principal compuesto en las
células de especies de sargazo, con valores entre 15-25%, seguidos de los fucoidanos (3-12%)
(Devault et al., 2020). En el caso del sargazo utilizado en este proyecto, la caracterizacion
muestra valores considerables de azucares totales (fuente de carbono) y de proteina (fuente de

nitrégeno), tanto para el sargazo lavado, como para el sargazo natural.
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Las algas pardas, y en particular las fucales (a las que pertenecen las especies de Sargassum),
son conocidas por su alto contenido de polifenoles. Estos polifenoles o compuestos fendlicos,
se componen principalmente de florotaninos, oligdmeros y polimeros de floroglucinol,
reportando un contenido de polifenoles con un valor alrededor del 5-15% (Devault et al.,
2020; Saldarriaga et al., 2020). La presencia de fucoidanos (no cuantificados en este trabajo) y
los compuestos fendlicos presentes en las muestras de sargazo limpio y natural, le confieren la
posibilidad de generar moléculas antioxidantes de bajo peso molecular mediante la
degradacion fangica. EI nmero y las posiciones de los grupos hidroxilo y la naturaleza de las
sustituciones en los anillos aromaticos, confieren a los compuestos fendlicos la capacidad de
inactivar radicales libres (Minatel et al., 2017). Ouattara et al., (2021) reporta la presencia de
esteroles, fenoles hidrolizables, catequina, y saponinas, para muestras acuosas de Sargassum

fluitans y Sargassum natans.

La valorizacion de los residuos de sargazo como soporte de fermentacion en estado sélido,
debe cumplir, ademéas del contenido de componentes nutricionales, con una serie de
caracteristicas fisicoquimicas entre las que se incluyen el indice de absorcion de agua (IAA), y
el punto critico de humedad (PCH). Estos parametros influyen directamente en la capacidad de
invasion y colonizacion del residuo por parte del microorganismo. EI IAA es la cantidad de
agua que puede ser absorbida por el soporte y que esta adherida a la superficie del material y
contenida en los capilares y poros; el sargazo lavado presenta una mayor capacidad de
retencion de agua, comparado con el sargazo natural, sin tener diferencia estadistica
significativa entre ambos materiales. Se prefieren materiales con altos valores de 1AA, ya que
presentan una mayor facilidad para modificar el contenido de humedad durante los cultivos

solidos.

Respecto al PCH, este representa la cantidad de agua ligada al soporte que no puede ser
empleada por el microorganismo, denominada agua de cristalizacion, y que esta ligada a la
estructura cristalina del residuo vegetal. Para el caso de las muestras de sargazo limpio y

natural, se obtuvieron valores de 28.87% y 27.44% respectivamente.

Derivado de la caracterizacion fisicoquimica del sargazo residual limpio y natural, se puede
determinar que ambos elementos pueden ser utilizados como soporte-sustrato durante un

proceso de fermentacion en medio sélido.
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La evaluacion del crecimiento de la cepa Aspergillus niger M4 en FMS empleando sargazo

natural y sargazo lavado, se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Evaluacién de crecimiento de la cepa Aspergillus niger M4 empleando
sargazo lavado y sargazo natural.

La cepa microbiana fue capaz de crecer en ambas condiciones de sargazo evaluadas. El
crecimiento mostrado en el sargazo limpio muestra una fase de crecimiento exponencial muy
alargada en el tiempo, pero constante. El valor maximo de biomasa fungica (34.81 mg/gramos

de material seco (g.m.s)) se alcanza a las 240 h de cultivo, empleando sargazo limpio.

A diferencia del bioproceso con sargazo limpio, la fermentacion realizada empleando el
sargazo natural, muestra una fase exponencial corta entre las 0 y 24 h, para posteriormente
mantener una baja tasa de generacion celular, alcanzando el maximo a las 240 h (38.74
mg/g.m.s). Al comparar las tasas de crecimiento (Mmax) €n las fermentaciones con distinto

sustrato (sargazo limpio y natural), se muestra una mayor velocidad a las 24 h de
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fermentacion, para el sargazo natural (Uma = 0.0456 h™'), por lo que tiene una velocidad de
crecimiento mayor, comparado con las primeras 24 h de fermentacion sobre sargazo limpio
(Mmax = 0.0133 h™%). Sin embargo, considerando la velocidad de crecimiento posterior a las 24
h (entre las 24 y 240 h), la mayor velocidad se presenta en el sargazo limpio (pUmax = 0.0041 h°

1), comparada con el sargazo natural (Hmax = 0.0012 h™).

La velocidad méxima de crecimiento para el sargazo natural dentro de las primeras 24 h se
puede ver estimulada debido al contenido de compuestos libres en el medio, y que no fueron
removidos por efecto de un lavado con agua potable. La posterior disminucion en la velocidad
de crecimiento para el proceso fermentativo con sargazo natural pudo deberse a la posible
acumulacién de diversos compuestos que estan relacionados con la viscosidad del medio
solido, lo que disminuye el metabolismo del microorganismo (Reyes-Ocampo et al., 2013). El
efecto del lavado del material puede remover diferentes compuestos tanto benéficos como
toxicos, mejorando su aplicacion como soporte-sustrato. También puede disminuir la
disponibilidad de azlcares de facil asimilacion por el microorganismo, por lo que la
adaptacion al medio de cultivo y la degradacion de los polisacaridos del sargazo como
fucoidan y alginato (Saldarriaga et al., 2020) se ven retardadas en la fermentacién con sargazo

limpio.

La evaluacion de las condiciones de acumulacién de antioxidantes por medio de la
biodegradacion fangica de los compuestos fenolicos en FMS empleando sargazo natural y

sargazo lavado, se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Actividad antioxidante equivalente a vitamina C (VCEAC) presente durante
la fermentacién de sargazo limpio y sargazo natural.

El contenido de actividad antioxidante evaluada en el bioproceso de degradacion de especies
de sargazo se incrementa en relacion con el tiempo de fermentacidn para ambos sustratos. La
mayor actividad antioxidante (869.8 mg VCEAC/100 g.m.s) para el sargazo limpio se alcanza
a las 240 h, lo que es 1.4 veces mas que el valor inicial (202.9 mg VCEAC/100 g.m.s). Para el
caso del sargazo natural como soporte-sustrato, se alcanzd una actividad antioxidante maxima
de 771.5 mg VCEAC/100 g.m.s a las 168 h de fermentacion; 1.3 veces méas que el valor inicial
(236.9 mg VCEAC/100 g.m.s).

En ambos tipos de sargazo utilizado, el proceso fermentativo permite acumular compuestos
con actividad antioxidante, sin embargo, el mayor valor se obtiene con el sargazo limpio. La
cantidad de FHT presentes en las muestras contienen principalmente galotaninos o

elagitaninos, que son ésteres de acigo galico o acido elagico, respectivamente, y estan ligados
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a una unidad central de carbohidrato con enlaces de facil capacidad para hidrolizarse en
presencia de acidos, bases o enzimas (Olivas-Aguirre et al., 2015). Los derivados de los FHT
muestran una gran capacidad para captar radicales libres causantes del estrés oxidativo
(Kuskoski et al., 2005). EI extremo reductor del azcar, o grupo hidroxilo hemiacetal, favorece
la actividad antioxidante de polisacéridos. La funcion del hidrogeno en el grupo hidroxilo
activo de los compuestos fendlicos, es eliminar los radicales libres; mientras la funcién de los
iones metalicos complejos del hidroxilo activo es inhibir la generacion de radicales libres
(Zhang et al., 2019).

La enzima tanasa es responsable de catalizar la hidrdlisis de enlaces tipo éster de los taninos
complejos e hidrolizables. La expresion enzimatica de tanasa durante la fermentacion de

ambos tipos de sargazo, se presenta en la figura 14.
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Figura 14. Actividad tanasa presente durante la fermentacion de sargazo limpio y
sargazo natural.
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La méxima produccion de actividad tanasa (7.27 U/g.m.s) se registra a las 240 h de
fermentacion utilizando el sargazo natural; mientras que el proceso fermentativo que emple6
sargazo limpio como soporte-sustrato, obtuvo el maximo de actividad a las 216 h con un valor
de 6.82 U/g.m.s. La presencia de actividad tanasa en el medio de fermentacion, esta
relacionada con la degradacion de compuestos fendlicos hidrolizables (Balabanova et al.,
2018). Comparando la sintesis de la enzima tanasa con el crecimiento celular previamente
mostrado, se observa que la sintesis enzimatica esta ligada directamente con el crecimiento
celular. Para el sargazo limpio, la sintesis de enzima se genera durante toda la etapa de
crecimiento del microorganismo, lo que permite la obtencion de carbohidratos de energia y la
liberacion de los acidos fendlicos, responsables de la acumulacion de la actividad antioxidante.
Por otra parte, la evaluacion de la actividad tanasa para el sargazo natural, muestra una
actividad constante dentro de las primeras 120 h de fermentacion, relacionado posiblemente al
consumo de otras fuentes de carbohidratos diferentes a los FHT. Estos resultados sugieren la
utilizacion del sargazo limpio como posible fuente de induccion para la sintesis de la enzima

tanasa, y la generacion de compuestos antioxidantes.
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9. CONCLUSIONES

El proceso de fermentacion en estado sélido empleando el sargazo como soporte-sustrato y la
cepa Aspergillus niger M4, logré la obtencion de un extracto liquido con actividad

antioxidante.

Los residuos de sargazo pelagico remanente en las costas del caribe mexicano poseen
caracteristicas fisicas y quimicas que lo convierten en una buena opcion para ser utilizado

como soporte-sustrato en fermentacion en medio sélido.

El pretratamiento de lavado con agua potable de los residuos de sargazo afecta el crecimiento
celular de la cepa Aspergillus niger M4, y favorece la sintesis de la enzima tanasa y la

obtencion de compuestos antioxidantes.

La combinacion de sargazo costero y la cepa de Aspergillus niger M4, permite la obtencién de

actividad tanasa bajo las condiciones evaluadas en este trabajo.
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