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El Antropoceno desenfrenado
The rampant Anthropocene

Joseph Malta

nivel global, hemos pasado -sin advertirlo- del

homo economicus al Antropoceno. EI homo eco-
nomicus esta orientado a la obtencién de la maxi-

a ganancia a toda costa (ello, en general, lleva
acompafiados los procesos de enriquecimiento y empo-
brecimiento); desconoce la condicion humana y condicion
natural hacia la compasion que todos y cada uno de los
seres humanos llevamos dentro. En palabras de Naomi
Klein' es “el capitalismo contra el clima”. La teoria y practi-
ca econdmica-humana dominante es la imposicién de esta
figura productivista, consumista, individualista y excluyen-
te. Incluso, se llega a tal punto de estigmatizar otros com-
portamientos econdmicos, politicos, sociales y culturales
distintos, al estilo de Toffler?, con la radical denominacion
de “pusilanimes”: descartables o excluidos. Detras de ello,
la vieja la nocién de la naturaleza como materia prima y
también la nueva nocién extractivista, han dado lugar a la
era del Antropoceno, digamos, manifiesta en una especie
humana destructora (auto — destructora) y sin limites. Este
no es un juego de los duefios de los bienes de produccion,
de los duefios de las maquinas; es un juego perverso de
los duefios de la naturaleza, de los duefios del mundo. Y
cada pais genera -a su vez- sus propios duefios y como es-
pejo sus propias crisis. Al Antropoceno institucionalizado le
podemos llamar “destruccion creadora”: Schumpeterismo?®.

La destruccion es global, de mundo, y global de dimen-
siones. La destruccion es estructural y acumulativa. Hon-
duras no es la excepcion. Honduras ha reproducido a su
propio Antropoceno y es un Antropoceno desenfrenado. El
Plan General hacia una Universidad como Voz Intelectual
y Cientifica de la Nacién 2020-2025%, documento referente
de la reorganizacion, operacionalizacion y reorientacion de
la UNAH como universidad investigadora, enuncia y descri-
be la gran deriva institucional y democratica de Honduras:
a) Ley para la Modernizacion y Desarrollo del Sector Agri-
cola (1994); b) Huracan Mitch (1998), c) Golpe de Estado
(2009); d) Desfalco al Sistema de Seguridad Social (2015);
e) Proceso electoral cuestionado (2017); f) Crisis humani-
taria y éxodo migratorio (2018); y g) Pandemia COVID-19,
Huracan ETA - IOTA, 2020.

Sin dudas, es una crisis institucional, cuyo des-agente
es el Antropoceno con sus intereses individuales, sistema
de prebendas, privilegios, exclusiones consentidas, etc. Es
un Antropoceno multi - factico, capaz de provocar desastres
naturales y humanos, cuya nocién de ser es el “propietaris-
mo”, y cuya nocion de cambio -con ciertos matices- tam-
bién es el “propietarismo™. Mas alla, a nivel de gobierno y
Estado, sus débiles cimientos son: a) politica econémica
de austeridad y corporativa; y, b) politica social de compen-
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sacion y control social.

Las opiniones retoricas desde un centro politico des-
encajado, desde la extrema izquierda o desde la ultra —
derecha, soportan un “cerro de justificaciones”. Aseguran
que estan abordando las necesidades sociales auténticas.
Y queda el reto de encontrar ideas mas conceptuales, ra-
zonadas, compasivas, con nuevos paradigmas (mas hu-
manos), apegados a las ciencias del desarrollo humano;
decididos a la construccion de un Proyecto nacional para
el Desarrollo Humano Sostenible (DHS), tal como lo imagi-
na el “Plan General para la Reforma Integral de la UNAH,
2005”8, Digamos que hay mucha urgencia por una investi-
gacién humanistica (que asombrosamente es reniego de
algunos). La pregunta es ¢como poner freno...? R. Se ne-
cesita una escala de espacios: nacional, regional y local;
donde se puedan escalonar temas: partiendo de la econo-
mia solidaria, pasando por un nuevo pacto social, y llegan-
do al derecho a la salud / a la vida; y para ello, es impres-
cindible el escalonamiento disciplinar: la concurrencia de
todas las disciplinas, por y para el desarrollo”. (Figura 1.)

La exclusién, ciertamente, es el principal factor de
impedimento del desarrollo econémico, social, politico y
cultural. ElI Antropoceno es excluyente y extractivista. Se
recurre al auxilio de voces hondurefias; alzadas ante este
fendmeno que provoca hundimiento de pais, manifiesto en:
autoritarismo, exclusion, inseguridad y corrupcion. Son vo-
ces calificadas:

1) Desde la economia solidaria.

En el afio 2018, Hugo Noé Pino, actual | Vicepresidente
del Congreso Nacional de Honduras, recibié el Premio José
Cecilio del Valle (por el Colegio de Economistas de Hondu-
ras), y dijo: “Cualquiera que sea nuestra postura politica,
estamos obligados, ética y cientificamente a dar la mejor
respuesta a problemas de nuestro tiempo. Se debe estable-
cer un pacto social y aportar su intelecto (los economistas)
para construir un verdadero proyecto de pais, inclusivo y
democratico™.

2) Desde un nuevo pacto social

Edmundo Orellana, actual Ministro de Transparencia y
Lucha contra la Corrupcion (de Honduras) ha dicho: “En
Honduras hay dos sistemas operando al mismo tiempo,
pero en dimensiones diferentes. El que reconoce nuestra
Constitucion y el resto del ordenamiento juridico, y aquel en
que vive la poblacion. El primero, se asienta y se orienta en
el postulado constitucional de que ‘la persona humana es
el fin supremo de la sociedad y del Estado’, por lo que Hon-
duras se constituye como ‘un Estado de derecho (...) para
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Figura 1. Escala de espacio, escalonar temas y escalonamiento disciplinar.

asegurar a sus habitantes el goce de la justicia, la libertad,
la cultura y el bienestar econémico y social’. El segundo,
conspira contra estos postulados constitucionales, revelan-
do indicadores de privacion y marginacion, que nos colocan
entre los paises mas inequitativos del mundo™°.

3) Desde el derecho alasalud /alavida

Sir. Salvador Moncada, hondurefio, dos veces mocio-
nado al Premio Nobel de Medicina, opina lo siguiente, en
el marco de la pandemia COVID-19: “Nos preocupa que la
crisis econdmica dure mucho tiempo, misma que se agu-
diza al ser Honduras uno de los paises méas desiguales”.
“...hacemos al pais mas dependiente, mas pobre, donde
buscamos vender a transnacionales a pedazos de nuestro
territorio para desarrollarlo, este modelo econdémico social
gue tenemos es malo y estratégicamente dafiino”. “...se
inventaron dos mezclas que les estan dando a los pacien-
tes, las cuales no tienen ningun efecto clinico, sin ningun
estudio cientifico, sin pensamiento critico, que fueron sim-
plemente un negocio para algunos y que muchos se enri-
guecieron con ese tipo de estafa™!.

Con lo anterior en mente; -buscando cémo llenar el
vacio de la gestion curricular de la investigacion (la trans-
versalidad de la investigacion: el manejo de la politica de
investigacion, el método cientifico y la gestién del conoci-
miento); como mantener a la UNAH en su posicionamiento
en el Ranking Mundial Scimago 2022 y QS 2023 (gestion
de la investigacion e innovacion cientifica); y como cumplir
con el mandato constitucional, articulo 160, de participar
en la solucién de los problemas nacionales (gestiéon de la
investigacion para el DHS); la UNAH, en alianza estratégica
con la Revista Bionatura,, lanzé la convocatoria del “XIV
Congreso de Investigacion Cientifica, UNAH 2022: a la luz
de la agenda 2030 para el desarrollo humano sostenible
DHS)”, en especial el Férum 1 “Ciencia, salud y vida”, que
se propone: “Abrir un espacio de encuentro entre la investi-
gacion universitaria nacional e internacional y la comunidad
en general para dar a conocer los mejores resultados de
investigacion en un nimero especial de la revista Bionatu-
ra (SCOPUS, Q4) a fin de que estos nuevos conocimientos

contribuyan a solucionar problematicas del area de salud y
ciencias afines™?. Asi, en esta Revista, se presentan 26 ar-
ticulos en los ejes tematicos abajo indicados, cuya gestion
del conocimiento de los mismos, no hay dudas, ayudara
a combatir al Antropoceno individual de cada uno y al An-
tropoceno que silenciosa, pero imperiosamente, se elevo
hasta el dictado de politicas publicas inapropiadas. Los
ejes del Forum1 propuestos fueron: a) Ciencias bioldgicas,
naturales y ambientales (respuesta al cambio climatico);
b) Ciencias médicas y de la salud (derecho a la salud); c)
Ciencias quimicas, farmacéuticas e industria farmacéutica
(produccion farmacéutica local); d) Ciencias microbioldgi-
cas y biotecnologia (innovacion, desarrollo agroindustrial);
e) Ciencias agrondmicas (desarrollo rural). La conjuncion
de ejes es un concepto de desarrollo y vida. La DICIHT
agradece a los autores, a los equipos de pre revisores de la
UNAH, entre otros, y los declara ciudadanos profesionales
del mundo: combatientes del Antropoceno desenfrenado.
Pero, ¢qué es el antropoceno?, ¢por qué el lema del
Forum 1 del Congreso “Ciencia, salud y vida™? 1.- Preva-
lecen los deseos frente a la vida: “Nos hemos vuelto tan
adeptos a desbrozar el terreno de juego ecolégico con el fin
de satisfacer los deseos humanos que a menudo expulsa-
mos literalmente al resto de la vida fuera de la escena™. 2.-
Prevalece el dominio humano frente a la vida: “...una era en
que la Tierra esta dominada por el ser humano, porque el
volumen de las actividades humanas es ahora tan grande
que ha desbaratado todos los sistemas fundamentales para
el sostenimiento de la vida™*. El Informe sobre el desarrollo
humano 2020 del PNUD se denomina “La préxima frontera:
el desarrollo humano y el Antropoceno”. Los dias de pan-
demia COVID-19 nos han develado un panorama mundial
multi-crisis; 0 ponemos limites o pasamos las fronteras del
sin retorno. Dice el PNUD que: “La exploracion de esa fron-
tera es el propdsito fundamental (...) del Informe...”. Agre-
ga: “...somos las primeras personas que vivimos en una
era definida por las elecciones humanas, en la que el riesgo
dominante para nuestra supervivencia Somos nosotros mis-
mos”*®. Esta Revista Bionatura Edicion Especial Honduras,
quiere también explorar esas fronteras en el terreno hondu-
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La pandemia COVID-19 ha obligado a generar cam-
bios en los modelos pedagdgicos empleados en la ense-
flanza de la Radiologia Oral. Esto ha ocasionado nuevas
y mayores exigencias a los docentes, principalmente en
las universidades publicas de Honduras que desarrollan
su préactica formativa mediante una educacion tradicional®.
El modelo hibrido fue implementado como una alternativa
para continuar avanzando en los procesos de ensefian-
za-aprendizaje?. Dicho modelo combina los componentes
virtual y presencial®, lo que hace posible el desarrollo de la
ensefianza de la Radiologia Oral.

En las universidades de Honduras, el modelo hibrido
ha permitido desarrollar los contenidos a través de distintas
plataformas institucionales y aplicaciones digitales disponi-
bles, lo que conlleva a evitar la aglomeracion de los estu-
diantes en las aulas de clase, disminuyendo asi el riesgo de
contagio*. Asimismo, ha facilitado efectuar el componente
practico presencial lo que contribuye a la generacion de
competencias en la toma radiografica, la proteccién radio-
I6gica, el proceso de revelado manual y la identificacion de
errores en estos aspectos.

Sin embargo, existen una serie de limitaciones en la
implementacion del modelo hibrido relacionadas con los
componentes virtual y presencial. En el primero, la falta
de conectividad a internet, el acceso a dispositivos tecno-
I6gicos, los problemas de energia eléctrica condicionan la
participacion del estudiantado! y profesorado en el cumpli-
miento de la asignatura. También, un obstaculo que con-
tinda vigente es la escasa preparacion en el uso de apli-
caciones virtuales, por ejemplo: plataformas institucionales,
Zoom, Microsoft Teams, Cisco Webex, Google Meet. Con
relacién al segundo componente, el temor a los contagios,
la insatisfaccion por el desarrollo de los contenidos de ma-
nera asincrénica, el poco compromiso mostrado por parte
de algunos estudiantes y docentes para seguir avanzan-
do en el proceso de ensefianza-aprendizaje y el aumento
de carga académica en el profesorado se consideran las
principales dificultades en la ejecucion de este modelo de
ensefianza.

Los desafios giran en torno a una mayor preparacion
en la implementacion de nuevos modelos de ensefianza.
También, las brechas en la conexion a internet y el uso de
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equipo electronico como ser: teléfonos inteligentes, compu-
tadoras, tablets, entre otros, se deben considerar en la apli-
cacion de estos modelos®. Por tanto, resulta indispensable
el apoyo institucional para disminuir estas desigualdades
y llevar a cabo innovaciones educativas. Los docentes y
estudiantes requieren de formacién continua en el mode-
lo hibrido, asumiendo un compromiso académico que les
permita alcanzar un aprendizaje significativo en los compo-
nentes presencial y virtual de la asignatura. De igual forma,
el cumplimiento de los protocolos de bioseguridad es fun-
damental para realizar practicas presenciales de manera
confiable y segura®.

En conclusién, la ensefianza de la Radiologia Oral de-
bera adaptarse a nuevos modelos pedagdgicos que permi-
tan desarrollar competencias en los docentes y estudiantes
para afrontar los retos del contexto actual. Para esto, sera
necesario efectuar procesos de capacitacién que generen
mayor compresion sobre la utilizaciéon del modelo hibrido.
Dicho modelo seguira siendo una alternativa de formacion
en las universidades de Honduras, dado que facilita conti-
nuar con el proceso de ensefianza-aprendizaje a pesar de
las limitaciones a las que se debe enfrentar en su imple-
mentacion.
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Resumen: La contaminacion de fuentes de agua por laindustria quimica es uno de los graves problemas medioambientales
y, por ende, de salud que atraviesa la humanidad. El objetivo del siguiente trabajo fue determinar la capacidad
descontaminante de un conjunto de nanoparticulas conocidas comunmente como hidréxidos dobles laminares (HDL) o
compuesto de tipo hidrotalcita (HT). Se realizé la sintesis de los mismos y la posterior caracterizacion por espectroscopia
infrarroja con el fin de analizar su capacidad como material adsorbente en tratamiento de aguas contaminadas por
acido picrico en la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad Nacional Autonoma de Honduras (UNAH) en los
meses comprendidos de marzo a julio del 2018. Para el estudio se utilizé la técnica de andlisis de colorimetria para la
determinacion de las cantidades adsorbidas por los HDL y el descenso de concentraciones iniciales de las soluciones.
La informacién obtenida se proceso y los resultados fueron expresados en términos numeéricos y porcentuales, asi como
en graficos. Los resultados mostraron que el mayor descenso de la concentracion de la solucion de acido picrico y, por
consiguiente, la mayor cantidad del mismo retenido en la superficie del material adsorbente sintetizado, se alcanzé a las
2 horas de contacto con agitacion constante, demostrando su capacidad descontaminante como un material adsorbente
de facil y econémica preparacion.

Palabras clave: Contaminacion de agua, remediacion ambiental, adsorbentes, tratamiento de agua, adsorcion.

Abstract: The contamination of water sources by the chemical industry is one of the serious environmental problems and,
therefore, of health that humanity is going through. The objective of the following work was to determine the decontaminating
capacity of a set of nanoparticles commonly known as lamellar double hydroxides (HDL) or hydrotalcite-type compounds
(HT). The synthesis of the same and the subsequent characterization by infrared spectroscopy were carried out to analyze
their capacity as adsorbent material in the treatment of water contaminated by picric acid in the Faculty of Chemistry and
Pharmacy of the National Autonomous University of Honduras (UNAH) in the months from March to July 2018. For the
study, the colorimetry analysis technique was performed to determine the amounts adsorbed by HDL and the decrease
in initial concentrations of the solutions. The results showed that the most significant decrease in the concentration of the
picric acid solution and, consequently, the most outstanding amount of same retained on the surface of the adsorbent
material synthesized hours was achieved at 2 hours of contact with constant concentration, demonstrating its capacity
decontaminant as an adsorbent material of easy and economical preparation.

Key words: Water pollution, environmental remediation, adsorbents, water treatment, adsorption.

|
Introduccion

Un problema de gran magnitud es la contaminacién mo humano. Para resolver esta problematica, dado el gran
ambiental, que es originada por fuentes naturales, asi numero y variedad de sustancias, medios y condiciones de
como por las actividades humanas. Los diversos procesos aplicacion, es necesario la utilizacién de una variedad de
industriales de naturaleza quimica y el aumento dia tras dia  técnicas de remediacion. Entre algunas de estas técnicas
de la poblacion contribuyen al incremento de contamina- se pueden mencionar: El intercambio i6nico, adsorcion,
cion de las fuentes de agua, produciendo un déficit de este  coagulacion, extraccion con disolvente, filtracion, electroli-
preciado recurso*?. La presencia de contaminantes en el sisy biodegradacion®.
agua hace necesario un estricto control y eliminacién de los La adsorcion es una de las técnicas de remediacion
mismos, sobre todo cuando estas van destinadas al consu- ambiental en aguas contaminadas mas prometedora debido
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a su efectividad, facil operacion y disefio sencillo y econé-
mico, es capaz de eliminar contaminantes tanto organicos
como inorganicos en bajas concentracion sin la introduc-
cion de especies nocivas al medio. Este proceso consiste
en la eliminacién de una especie contaminante contenida
en una disolucion al ser retenida en la superficie de un ma-
terial o sustancia. La adsorcién es un proceso fisico-quimi-
co dindmico mediante el cual un contaminante se enlaza en
la superficie de un material en particular. Después de rea-
lizar el proceso de adsorcion se mide la concentracién de
contaminante que queda en el sobrenadante (disolucion)
lo que se conoce como concentracion de equilibrio (Ce), y
mediante la ecuacion Cs= (Ecuacion 1)

se puede determinar la concentracion o cantidad de
contaminante adsorbida, en donde:

Cs= Concentracion adsorbida

Ci= Concentracion inicial de la disolucién que se desea
descontaminar

Ce= Concentracion de equilibrio

V= Volumen de disolucion utilizado en la experiencia
de adsorcion

m= masa del material adsorbente utilizada en la expe-
riencia de adsorcion

El carbén activo es uno de los adsorbentes mas utiliza-
dos para la eliminacién de diversos contaminantes, debido
a que presenta una elevada area superficial, alto grado de
reactividad superficial, asi como un volumen, tamafo de
poro adecuados que permiten la accesibilidad de la superfi-
cie interna, permitiendo absorber una gran cantidad de ga-
ses, vapores y solutos en disolucion, aunque presenta el in-
conveniente de un elevado costo. La basquedas de nuevos
materiales que presenten propiedades adsorbentes se in-
crementa afio con afio por lo que se podido destacar el uso
almina activada®#, las zeolitas®, las arcillas y los hidréxidos
dobles laminares (HDLs) como sus productos calcinados®’.

Los Hidréxidos Dobles Laminares (HDLs) son tam-
bién conocidos comiunmente como Hidrotalcitas (HT) son
Hidroxicarbonatos de Magnesio y Aluminio que fueron sin-
tetizados por primera vez en el afio 1935 por Feitknechet
mediante la reaccién que resulto por la combinacion de di-
luciones diluidas de sales metalica de cationes divalentes
y trivalentes en medio basico, dando lugar a una estructura
de doble lamina®. Las Hidrotalcitas se encuentran consti-
tuidas por capas de hidroxidos metalicos en las cuales han
ocurrido sustituciones isomérficas de cationes divalentes

Figura 1. Estructura de la brucita®.

por cationes trivalentes, generando un exceso de cargas
positivas que son contrarrestadas por la presencia de anio-
nes en la region interlaminar. La férmula general de estos
tipos de compuestos es la siguiente:

[MT,. MT(OH), ¥ [X%yq nH0]

En donde:

MII (Cation divalente): Mg?*, Zn?*, Ni?*...

MIII (Catidn Trivalente): AIF*, Fes*...

X,,¢NH,O (anion interlaminar acompariado con mole-
culas de agua): CO,>, CI

La estructura de los HDLs est4 intimamente relaciona-
da con la estructura de la brucita, en la cual el magnesio
esta coordinado octaédricamente con seis grupos hidroxi-
dos (OH), estos octaedros estan dispuestos de tal manera
que comparten sus caras formando laminas bidimensiona-
les que estan unidas por fuerzas de Van der Walls, cuando
se sustituye el Mg?* por metales por cationes trivalentes
como Al®* se obtienen estructuras tipos Hidrotalcita (HDLS),
tal como se muestra en la Fig. 1.

Como resultado de sus particulares propiedades fisi-
cas y quimicas ademas de su facil sintesis, estos compues-
tos dia con dia son objeto de estudio para la aplicacién de
diversos campos como ser la catalisis, tecnologia de me-
dicamentos y ultimamente como adsorbente de diferentes
contaminantes®0-13,

El &cido picrico es considerado un contaminante priori-
tario ya que causa la contaminacion de los sistemas acua-
ticos y los suelos cuando es liberado al medio ambiente®®.
Tiene diversas aplicaciones como colorante, utilizado en
minas terrestres y explosivos, fungicidas y pesticidas, asi
como sus aplicaciones en la industria de tintes, farmacéu-
tica y de cuero®e,

El acido picrico puede causar dafios masivos a los se-
res humanos afectando el sistema respiratorio, la piel, los
ojos?®, puede producir anemia, nauseas, vomitos y dafio he-
patico?®, ademas, el acido picrico al ser metabolizado en el
organismo se convierte en el subproducto 2-amino-4,6-dini-
trofenol que tiene 10 veces mas actividad mutagénica que
el acido picrico®.

El &cido picrico, o también conocido como 2,4,6- tri-
nitrofenol, es un sélido cristalino amarillento, con un peso
molecular 229.10 g/mol y una densidad de 1.76 g/ml que
presenta la siguiente estructura quimica (Fig.2):

El siguiente trabajo tiene como objetivo la obtencion de
HDLs y evaluar su utilizacion como un material adsorbente
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Figura 2. Estructura quimica del Acido picrico (2,4,6-Trini-
trofenol)4.

de acido picrico (2,4,6-Trinitrofenol) para el tratamiento de
aguas residuales en la Facultad de Quimica y Farmacia de
la Universidad Nacional Autonoma de Honduras.

|
Materiales y métodos

El estudio presenta un enfoque de tipo cuantitativo,
ya que éste usa la recoleccion de datos para comprobar
hipotesis con base en la medicion numérica y el analisis
estadistico para establecer patrones de comportamiento y
probar teorias®. El disefio del estudio es experimental de
tipo transversal con alcance descriptivo, ya que estudiara
la capacidad adsorbente de un Hidréxido doble laminar
sintetizado haciendo uso de la observacion y recoleccién
de datos por medio de la medicién del descenso de las
concentraciones de acido picrico de una soluciéon acuosa
de concentracion conocida cuando esta en contacto con el
sélido sintetizado en periodos de tiempo de 1, 2,5, 12y 24
horas, con alcance descriptivo por la descripcién de com-
portamiento de las variables.

La poblacion objeto de estudio son todos los materiales
con capacidad adsorbente que actualmente se encuentran
disponibles en el medio, entre ellos los hidréxidos dobles
laminares y entre ellos los HDLs constituidos por Magne-
sio y aluminio en proporcién 2:1 intercalados con aniones
carbonato y sulfatos en el espacio interlaminar sintetizados
en el laboratorio de investigacion “Elvira Castejon” de la Fa-
cultad de Quimica y Farmacia de la Universidad Nacional
Auténoma de Honduras en el mes de Marzo del afio 2018
que fueron seleccionados como objeto de estudio en esta
investigacion, analizando su efecto descontaminante por
medio de la técnica de adsorcion.

La sintesis de los HDLs se llevd a cabo mediante el
método de Coprecipitacion, que consiste en la reaccion si-
multanea de sales de Mg* y AP* con una sal de CO,> en
medio basico el cual es necesario para que se produzca la
precipitacion de los cationes. Las soluciones que se prepa-
raron para realizar el procedimiento fueron:

Solucion A: 0.72g deMgSO, + 1.03 g de AISO, en 100
ml de agua destilada

Solucion B: 0.26 g de Na,CO, + 0.72g de NaOH en 100
ml de agua destilada

Ya preparadas las soluciones se procedio a realizar la
precipitacion afiadiendo gota a gota la solucién A sobre la
solucién B que se encontraba en agitacion constante con
ayuda de un embudo de separacion, finalizando el proceso,
la suspension obtenida se dejé reposar 48 horas. A con-
tinuacion, se centrifugé en una centrifuga de tamafio pe-
quefo de la marca LW-Scientific modelo C-3 select durante
5 minutos a 2000 rpm, se decant6 el sobrenadante y se

realiz6 3 lavados al solido con agua destilada, volviendo
a centrifugar en las mismas condiciones y decantando los
sobrenadantes, posteriormente se seca el sélido a 75 °C
durante 24 horas, posteriormente al secado se procedié a
triturarlos.

Mediante la técnica de espectroscopia infrarroja se
caracterizé el material adsorbente sintetizado, asi como el
contaminante utilizado (acido picrico) y el complejo obteni-
do en las experiencias de adsorcion. Esta técnica implica
la utilizacién de energia infrarroja, la cual puede provocar
excitacion de los niveles vibracionales de los enlaces de
los grupos funcionales en la muestra. Las bandas de un
espectro infrarrojo (IR) corresponde a cambios en el modo
de vibracion en las muestras analizadas. De esta manera
se tiene informacion sobre la estructura de la molécula. Los
espectros infrarrojos de las distintas muestras fueron regis-
trados en un espectrofotdmetro de infrarrojo Agilent Tecno-
logies Cary 630 FTIR y dada la configuracion de este no
presentaba los espectros resultantes en valores de trans-
mitancia, sino que, en absorbancia, por tanto, se procedio
describir picos de absorbancia caracteristicos y no bandas
de transmitancia caracteristicas en este analisis de los mo-
dos de vibracién de la muestra analizada.

Para realizar el estudio de adsorcién se prepard una
solucion estandar acuosa de acido picrico, para ello se
peso 1.145 g de acido picrico que se disolvieron en 1 litro
de agua destilada, posteriormente se procedié a realizar
una curva de calibrado con la que partiendo del valor medi-
do de las absorbancias en el colorimetro se calculé el valor
de la concentracion de equilibrio (Ce) de cada una de las
muestras en las diferentes experiencias. Para la realizacion
de dicha recta se prepararon diferentes diluciones a par-
tir de la solucién de éacido picrico antes mencionada, las
cuales presentaban las siguientes concentraciones: 0.286,
0.572, 0.859, 0.973 y 1.145 mg/L midiendo las absorban-
cias en cada una y posterior tratamiento para obtener las
absorbancias corregidas, tal como se muestra en la Fig. 3.

Para la evaluacién del proceso de adsorcién en todos
los experimentos se realizé mediante el siguiente esquema
de trabajo:

a)  Se colocaron 0.025g de so6lido adsorbente (HDLs
sintetizados) en un tubo de centrifuga y a continuacién se
afiadio 20 mL de una disolucién acuosa de acido picrico a
una concentracion de 1.145 mg/L.

b) Los tubos se sometieron a una agitaciéon durante
el tiempo de estudio (1, 2, 5,12 y 24 horas), con una agita-
cion manual a una velocidad aproximada de 25 rpm.

c) Posteriormente al tiempo transcurrido de agita-
cion se procedio a centrifugar las muestras a 2000 rpm du-
rante 10 minutos, con el objetivo de sedimentar el material
adsorbente y separarlo de la solucién contaminante que se
ha tratado.

d) Al finalizar el centrifugado, se filtr6 el sobrena-
dante de cada tubo con una jeringa y un filtro de poro de
0.2 ym, de manera que el sélido en suspensién no se haya
mezcldo con el sobrenadante.

e) Por ultimo, se determind la absorbancia en el co-
lorimetro a una longitud de onda de 368 nm, para luego cal-
cular la concentracién de equilibrio (Ce) de cada muestra.

f) Se procedi6 a determinar la cantidad de acido pi-
crico adsorbida por gramo de adsorbente (Cs), mediante la
diferencia entre su concentracion inicial y la que queda en
la disolucion de equilibrio, mediante la siguiente ecuacion:




Heydy Rodriguez and Fredy Rodriguez
Volume 7 /Issue 3/3 « http://www.revistabionatura.com

En donde:

o Ci= Concentracion inicial de la disolucion que se
desea descontaminar

o Ce= Concentracion de equilibrio

o V= Volumen de disolucion utilizado en la experien-
cia de adsorcion

0 m=masa de adsorbente utilizada en la experiencia
de adsorcion.

Por ultimo, se realizd un analisis de espectroscopia IR
del complejo formado entre la Hidrotalcita y el acido picrico
después de la adsorcion.

|
Resultados

Caracterizacion del material adsorbente (HDL'’s) por
Espectroscopia IR

En la Figura 4 se incluye el espectro IR del HDL Mag-
nesio- Aluminio 2:1 sintetizado, en dicho espectro el eje x
corresponden la las longitudes de onda (Wave number) en
unidades de cm™ en donde ocurren los modos de vibracion
de los grupos funcionales; en el eje y corresponde a las ab-
sorbancias en unidades de absorbancia (AU) de los modos
de vibracién antes mencionados, dada la configuracion del
espectrofotometro IR por absorbancia se observa picos de

absorcion caracteristicos alrededor de 3500 cm™ que indica
la presencia de grupos OH- de las laminas y que es provo-
cada por la vibracion de tension de los mismos. Aproxima-
damente a 3020 cm se observa una pequefia cresta de un
pequefio pico que indican la interacciéon mediante puente
de hidrégeno, entre el anion carbonato (CO,*) y el agua
entre las interlaminas. En 1650 cm" se observa un pequefio
pico correspondiente a la vibracion de tencién de las mo-
léculas de agua y el pico a 1380 cm- correspondiente a la
vibracion del anién carbonato (CO,?*). En torno a los 1200 a
1140 cm se registra un pequefio pico de absorcién corres-
pondiente al modo de vibracién del anién sulfato (SO,%).
Por ultimo, los picos registrados a valores por debajo de
800 cm se deben a las vibraciones de tension de los enla-
ces metal-oxigeno de Magnesio y Aluminio.

Caracterizacion del contaminante (Acido picrico) por
Espectroscopia IR

En la Figura 5 se observa el espectro IR del acido picri-
co, al igual que en el espectro anterior el eje x correspon-
den la las longitudes de onda (Wave number) en unidades
de cm? en donde ocurren los modos de vibracién de los
grupos funcionales; en el eje y corresponde a las absor-
bancias en unidades de absorbancia (AU) de los modos de
vibracion antes mencionados, en esta ocasion se observan
las siguientes vibraciones fundamentales: picos caracteris-

Figura 3. Recta de Calibrado para el andlisis de adsorcion del Acido Picrico.
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Figura 4. Espectro Infrarrojo del HDL (HT) Magnesio-Aluminio. En el eje de las X tenemos representad la longitud de
onda (cm?) y en el eje de las Y temenos representado a las absorbancias (AU).



Empleo de Hidréxidos Dobles Laminares como material adsorbente en el tratamiento de aguas contaminadas por écido picrico, experiencia realizada en la

UNAH afio 2018

Use of Laminar Double Hydroxides as adsorbent material in the treatment of water contaminated by picric acid, experience carried out at UNAH in 2018

Figura 5. Espectro Infrarrojo del acido picrico. En el eje de las X tenemos representad la longitud de onda (cm?) y en el

eje de las Y temenos representado a las absorbancias (AU).

ticos de la tension de vibracién de los enlaces C-H del anillo
aromatico alrededor de 3105 cm™, vibraciones de los do-
bles enlaces C=C aromaticos a 1640 y 1430 cm, vibracion
de tension simétrica y antisimétrica de los grupos nitros a
1521 y 1345 cm? respectivamente la tensién del enlace
C-0 a 1259 cm y por ultimo, la vibracion de deformacion
del enlace O-H del grupo fenol a 1149 cm™.

Estudio de adsorcion (Influencia del tiempo de
contacto)

En la Fig. 6 se puede observar que la mayor cantidad
adsorbida tiene lugar a las 2 horas con agitacion constante.
A partir de dicho tiempo, los valores de las cantidades ad-
sorbidas no aumentan, si ho que pareciera que se obtiene
un poco de desorcion hasta alcanzar una cantidad adsorbi-
da constante a las 12 horas de agitacion.

Caracterizacion del complejo obtenido después de la
adsorcion (HDL + acido picrico)

En la Figura 7 se observa el espectro IR del comple-
jo formado por el HDL MgAI-SO,/CO, con el &cido picrico,
en el cual el eje x corresponden la las longitudes de onda

(Wave number) en unidades de cm* en donde ocurren los
modos de vibracion de los grupos funcionales; en el eje
y corresponde a las absorbancias en unidades de absor-
bancia (AU) de los modos de vibracién antes menciona-
dos, tras el proceso de adsorcién se mantienen los picos
caracteristicos tanto de los HDL como del &cido picrico.
Se observan un pico alrededor de 3450- 3500 cm* corres-
pondiente al modo de vibracion de tensién de los grupos
hidroxilos, picos en torno a los 3000 a los 3100 cm™ corres-
pondiente a la tension de vibracién de los enlaces C-H del
anillo aromatico, asi mismo, picos alrededor de los 1640 a
al430 cm™ correspondiente a las vibraciones de los dobles
enlaces C=C del anillo aromatico de las moléculas de acido
picrico. Asi mismo, se observan picos aproximadamente a
1650 cm* correspondiente a la vibracion de tension de las
moléculas de agua, se mantiene, aunque en menor inten-
sidad la banda entorno a los 1380 cm™* a la vibracion del
anion carbonato y por ultimo, se observa la aparicion de
un pico aproximadamente a 1259 cm* correspondiente a la
vibracion de deformacion de los grupos OH del fenol de la
estructura del &cido picrico.

Figura 6. Influencia del tiempo de contacto en la
adsorcion del &cido picrico.

Figura 7. Espectro Infrarrojo del complejo HDL MgAI-SO,/CO, con el acido picrico. En el eje de las X tenemos represen-
tad la longitud de onda (cm™) y en el eje de las Y temenos representado a las absorbancias (AU).
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Discusion

Con los datos obtenidos en el estudio queda eviden-
ciada la obtencién de los HDL reflejadas en la aparicion de
picos de absorcion caracteristicos de estos compuestos in-
tercaladas con aniones carbonatos y sulfatos en los espec-
tros infrarrojos, tal como lo demuestran otros estudios? 2422,
siendo ésta la Unica técnica de caracterizacion con la que
se pudo contar, limitando un poco la investigacion, ya que
para una confirmacion mas exacta se hubiera deseado rea-
lizar un analisis de difraccién de rayos X, tantos de los ma-
teriales sintetizados como de los complejos resultantes con
el contaminante®?24. Con respecto a los resultados de los
experimentos de influencia del tiempo de contacto queda
demostrado que este tipo de nanoparticula puede utilizarse
como un material adsorbente que favorece la descontami-
nacion de aguas residuales que contengan acido picrico de
diferentes lugares o industrias que trabajen con este tipo
de compuestos tal es el caso de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad Nacional Autonoma de Hondu-
ras o diferentes industrias quimicas que utilicen estos com-
puestos, siendo similares a otros estudios donde demues-
tran que los HDL favorece la descontaminacién de aguas
con otro tipo de contaminantes con estructura muy similar
al contaminante estudiado®, asi como el acercamiento de
los porcentajes de adsorcion de este contaminante en otros
tipo de materiales®.

|
Conclusiones

Se logro sintetizar hidroxidos Dobles Laminares cons-
tituidos por Magnesio y Aluminio en proporcion 2:1 interca-
lados con aniones carbonato y sulfatos por el método de
coprecipitacion, materiales econémicos y de facil de obten-
cién, los cuales en esta experiencia se demostro que el ma-
yor valor de adsorcién en la superficie de ellos se alcanzo
de manera rapida a las 2 horas de iniciadas las experien-
cias con la agitacion constante, por lo que estos materiales
pueden ser utilizados para la eliminacién de acido picrico,
siendo un método nada perjudicial para el medio ambiente.
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Abstract: Melanoidins are brown pigments thermally generated during the non-enzymatic Maillard reaction and are present
in a large number of baked and roasted food products (e.g., bakery products, dark beer, coffee, etc.), conferring their typical
color and improving their appearance, which is usually considered, by the end-consumer, as an indicator of quality; After
all, quality is in the eye of the beholder. The amount of melanoidins varies depending on the precursors’ concentration and
the type of processing to which a given food product is submitted (baking time + temperature). Additionally, melanoidins
have been in our diets for millennia, not only improving the organoleptic qualities of food but also exerting a great array
of physiological benefits directly linked to their chemical composition, molecular conformation, and structural size. Aside
from their prebiotic effects, melanoidins also display other beneficial properties, among which the most salient are their
antioxidant capacity, antibacterial and chelating activities, and anticancer action. However, regardless of the plethora of in
vitro experimental evidence that validates the properties mentioned above, there is still controversy about their significance
for human health since many of these properties seem to be associated with high molecular weight melanoidins, which,
because of their size, cannot cross the intestinal wall suggesting their action is relegated to the intestinal tract where
after being fermented and fragmented are finally converted in a series of metabolic derivatives some of which manage to
cross into the bloodstream while others are simply excreted through the feces. The following is a synthesis collected from
the available scientific literature which aims to elucidate several aspects of melanoidins (i.e., synthesis, determination,
metabolism, & biological activity) to create awareness about their importance for human health and provide information

about where to find them to improve our diets.

Key words: Synthesis, fractionation, separation, antioxidant activity.

|
Introduction

Melanoidins are a complex mixture of different poly-
mers (e.g., carbohydrates [polysaccharides], proteins, ami-
no acids and chlorogenic acids)*?, which not only make up
the majority of the high molecular weight molecules present
in roasted coffee but also contribute to the aroma®** and
typical coffee coloring thanks to its ability to absorb solar
radiation in oscillating quantities between 405 to 420 nm?%;
In addition, they are also responsible for the brown coloring
of unroasted and decaffeinated beans.

Melanoidins are nitrogen-containing compounds resul-
ting from the last stage of the non-enzymatic Maillard reac-
tion278101216 - Although coffee is considered its main sour-
ce in the human diet,7 they are also produced during the
processing of a series of foods such as bread, meat, malt,
cocoa, and honey, among others4&13,

Their molecular structure is complex and unpredictable
(Figure 1)>%17 to the point that in some cases most of their
molecular weight (< 90%) is constituted by unknown mate-
rial*; However, structurally speaking, they bear a resem-
blance to the cereals’ arabinoxylans’, and although there is
a substantial variation concerning their size, the consensus
is that their molecular weight ranges between 2 to 22 kDa2.

Melanoidins’ contribution to the dry weight of a substra-
te is calculated by subtraction after eliminating the percen-

tual contribution of all other known compounds*2. Using this
technique, it has been calculated that they constitute be-
tween 23 to 25% of the dry weight of roasted coffee’.24.16:20-24
and 29 to 30% of the dry weight extracted from the coffee
drink®":2021 Additionally, the observed variations within this
range are linked to the species/variety, the degree and type
of roast & the infusion preparation method (Figure 2)?.

Regarding the type of roasting, there is evidence that
roasted coffees produced by adding sugar during the roas-
ting process contain a higher content of melanoidins (7-
10%) than those conventionally roasted?’.

In addition, melanoidins concentration can also be
calculated thanks to their ability to absorb ultraviolet light
at 405 to 420 nm?3192 gand with the help of the extinction
coefficient (€) the concentration (c) of melanoidins present
in a roasted coffee sample®® can be calculated using the
Beer-Lambert equation (A = &cl)°.

Melanoidins have different physicochemical properties
that are not shared by all of them, such as their hydropho-
bicity or their metal ions chelating capacity (e.g., Fe*3, Mg*?,
&, Cu*?), the latter being attributed to their anionic nature,
which manifests more strongly in the high molecular weight
molecules!?9132.29 gnd which seems to have its origin in
the presence of chlorogenic acids coupled to its structure®.
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Figure 1. Melanoidins’ molecular structures. Adapted from Kucera et al.*®.

Figure 2. Melanoidin content in coffee drinks influenced by the species and the infusion preparation method. Adapted

from Bravo et al.?.

However, there is also experimental evidence that su-
ggests that, in the absence of chlorogenic acids, the type
of amino acid involved during its formation also plays an
important role in defining its electrical charge®. In addition,
they also can reduce hydroperoxides in non-radical com-
pounds through the donation of a hydrogen atom?>%,

Synthesis

Although the mechanisms responsible for the formation
of melanoidins in foods are not yet clearly elucidated®**3.
the evidence suggests that, in coffee, there is a positive re-
lationship between their synthesis and the degree of grain
roasting; In other words, the more roasted the grain is the
greater the concentration of melanoidins will bel210:32,

The high molecular weight carbohydrates (e.g., galac-
tomannans & arabinogalactans) and proteins are conside-
red melanoidins precursors. Currently, three hypotheses
describe their synthesis: (a) they are formed due to the poly-
merization of unsaturated carbonyl compounds® or by the
repetitive accumulation of low molecular weight compounds
such as furans and pyrroles produced in the last stages of
the non-enzymatic Maillard reaction® (b) they are formed
through the interaction of low molecular weight sugars with
proteins (Figure 3) (c) or they are formed due to the interac-
tion of sugar derivatives in the early stages of the Maillard
reaction which are subsequently polymerized through con-
densations® 7.

Based on described mechanisms in figure 3, three
types of melanoidins can be identified:

a) Melanoproteins are partially brown color
water-soluble polymers® formed from the reaction between
deoxy-sones (sugar degradation products) and prote-
ins®8121332  Deoxisones are a-dicarbonyl groups derived
from reducing sugars (i.e., glucose and fructose) which act
as reactive intermediates during the Maillard reaction; and

their interaction with the amino groups (NH2) of amino acids
and proteins results in the formation of low and high mole-
cular weight molecules of up to 100 kDa?"4.

In other words, melanoidins molecular weight depends
on the nitrogen-containing compounds (i.e., free amino
acids, peptides, oligopeptides, polypeptides or proteins) in-
volved in their synthesis during the Maillard reaction®.

Melanoidins’ amino acid composition tends to be simi-
lar and the most abundant amino acids present in their mo-
lecular conformation are glutamic acid, glutamine, glycine,
alanine, aspartic acid, isoleucine, leucine, and proline?*3; In
contrast, the least abundant are: methionine, lysine, tyro-
sine, histidine, and arginine?*3. The predominance of cer-
tain amino acids in their molecular structure is attributed to
the amino acid thermal degradation resistance during grain
roasting.

According to Moreira et al.!, about 50% of the high
molecular weight melanoidins present in the coffee drink
correspond to arabinogalactan-protein complexes (AGPs).
AGPs are complexes formed by arabinogalactan covalently
bound to proteins with a high content of hydroxyproline, an
amino acid.

b) Conversely, some melanoidins are produced
when dicarbonyl groups are condensed, during the Mail-
lard reaction, with high molecular weight polysaccharides
such as galactomannans and arabinogalactans'**? both
constituents of the cell wall.

During grain roasting, the galactomannans and arabi-
nogalactans are degraded (depolymerized) in addition to
losing their lateral branches®*, and at the end of the pro-
cess, these polysaccharides are responsible for 47% of the
produced melanoidins?.

c) However, there is also evidence of melanoidins
interaction with phenolic compounds such as chlorogenic
acids or their derivatives (e.g., caffeic, ferulic, coumaric,
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Figure 3. Synthesis of a melanoidin. R: H*, glucose or amino acid.

and quinic acids) through covalent and non-covalent bonds
(e.g., hydrogen, hydrophobic, and ionic bonds) resulting in
melano-chlorogenic complexes#1315-17.2133 which also have
antioxidant properties®2°34,

However, although the raw grain has up to 10% of
chlorogenic acids, less than 1% of them are incorporated
into the molecular structure of melanoidins?. This happens
because chlorogenic acids are thermally de-graded during
grain roasting. In addition, the incorporation of chlorogenic
acids in the melanoidin’s molecular structure is the cause
of the development of dark pigments in other food matrices
(e.g., sweet wine and grape syrup)>?°.

Finally, there is evidence of coffee melanoidins’ in-
teraction with a variety of low molecular weight volatile
compounds suppressing or reducing their organoleptic at-
tributes'?>%. For example, among the volatile com-pounds
with sensory properties capable of forming complexes with
melanoidins through covalent bonds, are the thiols (e.g.,
2-furfurylthiol, 3-methyl-2-butentiol, 2-methyl-3-furantiol,
& methanethiol),2122334 the 3-mercapto 3-methyl butyl for-
mat,2122334 the sulfides, pyrroles, pyrazines, pyridines, and
the diketones?!? which causes the suppression of the typi-
cal sulfured and roasted odors of coffee!“.

Determination of melanoidins

Empirically, we can say that the greater the degree of
roasting, the darker the appearance of the grain will be and
the higher the concentration of high molecular weight mela-
noidins. In contrast, to a lesser degree of roasting, the grain
coloration will be clearer, and low molecular weight melanoi-
dins will prevail*®.

On the other hand, the main limitation in studying me-
lanoidins structure is the lack of specific analytical methods
for their isolation and separation into homogeneous frac-
tions. One of the most common approaches is the isolation
by molecular weights; however other high molecular wei-
ght molecules such as proteins and polysaccharides can
be co-isolated with these methodologies, demonstrating the
need for procedures to separate the different polymers?®.

Another limitation is that there are no quantitative me-
thods for specific isolation, so their food content is only an
estimate'®¢, However, several melanoidin fractions have
been obtained by chromatographic separation or using se-
paration protocols that allow a partial view of their structure
and diversity*®. The chemical analysis of these compounds
can be divided into the steps described below:

The isolation (fractionation)

Itis based on the estimation of molecular weights using
different fractionation techniques that separate mela-noi-
dins based on their molecular weight?>. Among these tech-
niques, we can mention ultrafiltration, diafiltration, and dialy-
sis. The foundation of these techniques is the separation of
particles based on their molecular weights using semiper-
meable membranes with specific pore sizes or hollow fiber
with cut-off points ranging from 3 to 100 kDa?.

Such techniques can remove low molecular weight mo-
lecules; However, modified polysaccharides and proteins
with high molecular weight are retained together with mela-
noidins®416, The result of this fractionation is the recovery
of the High Molecular Weight Material (HMWM). Next, the
techniques’ basis used for the melanoidins isolation pro-
cess is briefly described as follows:

Ultrafiltration: is the process through which substan-
ces are divided, separated and concentrated without them
undergoing phase changes. In addition, a semipermeable
membrane with defined pores is used to limit the particle
size that will pass through it. Because of its semipermeable
nature, applying pressure (4-8 atm) facilitates the flow of
particles through the membrane with cut-offs ranging from
100, 50, 10 to 3 kDa. In other words, the size of molecules
capable of passing through the membrane will depend on
the membrane’s average pore diameter and applied pres-
sure.

Diafiltration: is a type and specialized form of ultrafiltra-
tion where the retained fraction is diluted in water and re-cir-
culated so that the concentration of soluble components is
reduced, thereby increasing the concentration of insoluble
compounds in the retained fraction.

Dialysis: is a form of molecular filtration through which
molecules are separated according to their size, by using
semipermeable membranes with pores of dimensions sma-
ller than macromolecular. These pores block the passage of
larger molecules but allow small molecules (e.g., solvents,
salts, and small metabolites) with cut-off (molecular wei-
ghts) ranging from 2, 12 or 14 kDa to diffuse through the
membrane.

Separation (isolation or purification)

Once the HMWM has been isolated, the separation of
the melanoidins from it is performed based on their Physi-
co-chemical properties:
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Solubility

The solubility of coffee melanoidins depends on the
polymer size and its chemical nature??. Once HMWM is ob-
tained, polysaccharides-derived melanoidins can be sepa-
rated based on their solubility®.

The fractionation is performed using EtOH: H,O in diffe-
rent proportions. The galactomannan-rich fraction is precipi-
tated in 40 to 50% EtOH whereas the arabinogalactan-rich
fraction is precipitated in 75 to 80% EtOH. In contrast, the
low carbohydrate fraction remains soluble in 75 to 80%
EtOH3637,

The Yariv phenyl glycoside reagent is used to induce
the precipitation of melanoidins containing water-soluble
arabinogalactan-protein (AGP) complexes®®.

Electrical charge

The type of amino acid present during their synthesis
determines the anionic property of melanoidins®. According
to their anionic behavior, coffee melanoidins can be isola-
ted by anion exchange chromatography. When precipitation
with EtOH does not allow the recovery of homogeneous
fractions, combined methodologies can be applied. For ins-
tance, ion-exchange chromatography followed by purifica-
tion through metal ion affinity chromatography (e.g., Cu*?)
can be used in the first stage?®.

Chelating capacity

It is based on separating fractions with chelating capa-
city from the non-chelating ones using techniques such as
Cu*2 affinity chromatography.

Hydrophobicity

The separation mechanism is based on hydrophobic
interactions induced by salt formation between the melanoi-
dins’ non-polar functional groups and the stationary phase
ligands?s.

The coffee melanoidins have a hydrophobic behavior
due to their average molecular weight®?. Based on this
property, melanoidins can be separated from the coffee
infusion or the HMWM using gel filtration chromatography
(Sephadex-LH20) followed by hydrophobic interaction chro-
matography (Octylsepharose) that separates them based
on their surface hydrophobicity®. A general scheme of me-
lanoidin purification is shown in Figure 4.

Quantification

The content of melanoidins, in a food sample, can be
measured at an absorbance ranging from 405 to 420 nm
using a specific extinction coefficient 314 to spectrophoto-
metrically estimate the level of browning (absorbance va-
lues) about the concentration of melanoidins as a means to
characterize them in coffee®.

According to the Beer-Lambert equation A = ¢cl, the-
re is a direct linear relationship between absorbance (A),
and concentration (c). To quantify the melanoidins using
this equation, the specific extinction coefficient (€) for each
substance must be known.

These coefficients have been calculated through reac-
tion models of different sugars and amino acids, thus pro-
ducing various types of melanoidins. After their evaluation,
the specific extinction coefficients for each type have been
reported®.

Structural characterization

The characterization of the different recovered fractions
is done through two-dimensional Nuclear Magnetic Reso-
nance (NMR) as in the studies by SQHC (Simple Quantum
Hetero-Nuclear Correlation).

The analysis is done by grouping the compounds ac-
cording to their carbon-hydrogen correlation and the chemi-
cal displacement of H+ and C+4. This technique allows the
correlation between the H+ and C+4 of different compound
groups.

These experiments have shown the correlation be-
tween H+ ions coupled to C+4 atoms linked to hetero atoms
such as oxygen and nitrogen (e.g., HC-O & HC-N) which
differ from the typical bonds of proteins and carbohydra-
tes?®16, This allows inferring the presence of chromophores
substances in the complex structure of mela-noidins*326,

The above-described stages were applied in a study
developed by Gniechwitz et al.’¢, in which hydrophobic in-
teraction chromatography was implemented in the analysis
of the fraction poor in carbohydrates and amino acids but
possibly rich in chromophores and antioxidant compounds
present in arabica coffee.

For this, fractionation was performed by ultrafiltration,
recovering fractions with molecular weights ranging be-
tween 3 to 10, 10 to 50, 50 to 100, & > 100 kDa. However,
the predominant fractions were those with molecular wei-
ghts ranging between 3 to 10 & > 100 kDa which represent

Figure 4. General scheme for the purification of melanoidins in coffee. Adapted from Nunes et al.*.



about 37 & 38% of the high molecular weight material, res-
pectively?e.

The predominant fractions were subsequently isolated
with Sephadex LH-20 using aqueous NaCl (0.5 mol I'?) as
the mobile phase until fraction A (SepA) was eluted. Subse-
quently, fraction B (SepB), characterized by intense brown
color, was also eluted with water. 16 In addition, fraction B
constituted 4 & 13% of fractions with a molecular weight
ranging from 3 to 10 & > 100 kDa respectively?®.

Monitoring was performed using a UV detector at 405
nm, and the fractions were collected at 32 min intervals.
Subsequently, the recovered fractions (ie, SepA & SepB)
were washed with water by ultrafiltration to remove the salt.
The fractions were dried and weighed for further analysis.

Fraction B was subjected to another fractionation via
hydrophobic interaction chromatography with Octyl Sepha-
rose using aqueous NaCl as solvent (Figure 5)*. The detec-
tion was performed at 405 nm, and the fractions were co-
llected at 20 min intervals'®; However, the results indicated
that a significant additional fractionation was not possible
when applying this procedure (Figure 6).

Coffee’s Melanoidins. A critical review of contemporary scientific literature

In figure 6 the result obtained during the chromatogra-
phic separation, with a UV detector, of the fractions re-cove-
red by ultrafiltration using Sephadex LH-20 is shown graphi-
cally. The molecular masses of the predominant fractions
ranged from 3 to 10 kDa & > 100 kDa.

The results show the importance of the membrane’s
pore size. It can be seen in figure 6.A how fraction B (SepB)
tends to increase as the membrane used in the ultrafiltra-
tion process facilitates the circulation of particles with low
molecular weight. Subsequently, fraction B (SepB) was
analyzed through SQHC and the compounds (identified or
not) were grouped according to their signal intensity (Figure
7). For instance, the phenolic/aromatic/olefinic com-pounds
showed high-intensity signals suggesting a high concentra-
tion thereof.

On the other hand, the anomeric 1H/13C correlations
were characterized by their low intensity and could cor-res-
pond to carbohydrates present in the analyzed fraction. Fi-
nally, there were correlations of unknown compounds which
do not correspond to carbohydrates or proteins.

The HSCQ-NMR analysis shows no evidence of ferulic

Figure 5. Melanoidins’ fractionation and isolation in arabica coffee samples with a medium roasting degree.
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Figure 6. Chromatographic separation of fractions obtained by ultrafiltration using Sephadex LH-20.
A. Separation of fraction obtained via ultrafiltration with molecular weights ranging from 3-10 kDa.
B. Separation of fraction obtained via ultrafiltration with molecular weights > 100 kDa.

Adapted from Gniechwitz et al.*s.

Figure 7. SQHC NMR Spectrum of fraction B isolated via ultrafiltration with a 3-10 kDa cut-off membrane. Adapted from

Gniechwitz et al.*®.

or caffeic acid presence, so it is inferred that phenolic com-
pounds bound to melanoidin structures were linked through
a phenolic condensation reaction.

Metabolism

The average daily melanoidins consumption is approxi-
mately 1 to 2 g** (others have reported 0.2-2.6 g per day?®),
but for those who consume = 6 cups of coffee daily, the
intake can reach up to 5 g reason why it is estimated that
coffee’s melanoidins can contribute to meet the daily requi-
rement of dietary fiber (~ 10 g day-1)3'*°; However, only the
soluble fraction should be taken into account as insoluble
melanoidins are retained in the paper filters used in many
coffee makers®.

However, although several authors qualify them as die-
tary fiber, the truth is, that they are not coffee bean polysac-
charides; in consequence, they are not part of the dietary
fiber per se”3'. The most accepted dietary fiber definition
includes all plant polysaccharides (i.e., hemicelluloses, ce-
llulose, lignin, oligosaccharides, polysaccharides, pectins,
gums, and waxes) present in foods that are not degraded
by the human’s small intestine enzymes*.

In addition, dietary fiber is divided into two fractions:
soluble and insoluble. The soluble fraction has a greater
water retention capacity, reduces the lipids and carbohydra-

tes absorption in the small intestine and promotes bacterial
multiplication®!. In contrast, the insoluble fraction has limited
water retention capacity but promotes fecal motility through
the digestive tract** so it effectively mitigates the effects of
constipation.

Furthermore, the high molecular weight carbohydrates
extracted from food in a chemical, physical or enzymatic
way are also considered as dietary fiber as well as those of
synthetic origin that have proven health benefits.

However, the presence of a protein fraction and phe-
nolic compounds not only increases the complexity of me-
lanoidins structures (which are not clearly elucidated) but
also means that they do not conform to the above-described
definition despite the fact they show many dietary fiber cha-
racteristics®®.

High molecular weight melanoidins are not digested
in the small intestine and due to their alleged inability to
cross the intestinal wall, they end up being fermented by
microorganisms in the large intestine (colon) being partially
fragmented, and in the process, producing high concentra-
tions of acetate and propionate.4,18,39 These can reach
concentrations of 0.5 to 2.0 g day-1 in the case of moderate
and constant drinkers respectively”43! to then be excreted
through feces.

In contrast, the evidence suggests that low molecu-
lar weight melanoidins partially cross the intestinal wall (~



30%)° and, after being metabolized, end up being excreted
in the urine. According to Finot and Magnenat, experiences
with rodents indicated the urinary excretion of low molecular
weight melanoidins was 27% whereas 61 and 87% of the
low and high molecular weight fractions respectively were
excreted through feces*.

Biological activity

Although there is in vitro and in vivo evidence of a se-
ries of biological activities attributed to melanoidins, there
is also doubt about the relevance that these could have on
human health; since being molecules of variable molecular
weight there is no confirmation of their ability to cross throu-
gh the intestinal wall (duodenum)!# 7151821,

Among the biological activities attributed to melanoidins
we can cite its anti-caries effect by preventing Streptococ-
cus mutans (causative agent of caries) from adhering to the
surface of the teeth, thus preventing plaque formation*"?; In
contrast, some authors argue that this effect is due to the
presence of chlorogenic acids or trigonelline in the coffee
drink®.

In any case, their biological activity is not limited to the
above; on the contrary, it varies due to the size fluctuation,
electrical charge as well as structure heterogeneity. Among
the documented bioactive properties, we can mention its
antibacterial effect, antioxidant capacity®114151829 " jts an-
ti-inflammatory action, antihypertensive action?*“?, chela-
ting capacity, and ability to regulate the activity of certain
enzymes!®141® and protection against the development of
cancers®% in the intestinal tract.

Chelating activity

Due to their negative charge, melanoidins are consi-
dered chelating agents due to their ability to couple with
other compounds with opposite charges (cations) such as
acrylamide and phenolic acids as well as transition metal
ions (eg, Ca*?, Fe*3, Cu*?, Mg, Zn*?) forming chemically
inactive complexes with varying degrees of digestibility*#°.

The ability of melanoidins to chelate Cu*? is of particular
importance since this transition metal can alter homeostasis
and possibly indirectly induce intracellular oxidative stress
thereby damaging proteins, lipids, and DNA®43, Additiona-
Ily, their ability to form complexes with cations such as Fe*®
and Mg*2 gives melanoidins an antimicrobial effect?’.

However, excessive coffee consumption should be
taken with caution due to anti-nutritional effects such as
Ca*? and Fe*® deficiencies caused by their precipitation thus
rendering them indigestible.

One important physiological effect associated with me-
lanoidins chelating properties is their antihypertensive ca-
pacity through the inhibition of the angiotensin-converting
enzyme (ACE) which is a blood pressure regulatory factor*8.
The ACE is a zinc (Zn*?) dependent dipeptidyl carboxypepti-
dase which once activated its function is to turn angiotensin
| into angiotensin Il, a potent vasoconstrictor®444¢, thus cau-
sing hypertension.

Although the molecular mechanisms through which
melanoidins inhibit in vitro the action of ACE have not been
elucidated, the prevailing hypothesis is based on their ability
to sequester Zn*? thus preventing its activation®.

Antibacterial activity

Coffee’s bioactive properties are many. For example,
experiences reported by Nakayama et al.*” suggest that in
rodents it's habitual consumption helps to regulate the intes-
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tinal microflora due to its antibacterial effect (e.g., bacterios-
tatic or bactericidal) that contributed to reducing Escherichia
coli and Clostridium spp. populations; while concomitantly
increasing the population of beneficial bacteria such as Bifi-
dobacterium spp*47.

Food compounds capable of promoting the multiplica-
tion of beneficial bacteria (e.g., Bifidobacterium spp., Lac-
tobacilli) in the intestinal tract and simultaneously reducing
populations of pathogenic bacteria are known as prebio-
tics?e,

This result could be attributed to coffee melanoidins
ability to regulate the colon’s microflora*"*4? presumably
because of its high molecular weight polysaccharide frac-
tion which is similar to that observed in cereals*. This effect
has been corroborated in human trials which demonstrate
that a melanoidins-rich diet increases the concentration of
bifidobacteria in the participants’ feces®.

The evidence suggests that at low concentrations, in
vitro melanoidins exert a bacteriostatic effect on the diges-
tive tract bacteria such as Gram-negative (i.e., Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, and Sal-
monella typhymurium) and Gram-positive (Staphylococcus
aureus & Bacillus cereus) at = 4 mg ml* and 2 to 3 mg
ml? respectively, probably due to its chelating capacity*.
However, Gram-positive bacteria are more susceptible to
melanoidins’ antimicrobial activity presumably as a result of
the absence of an external cell membrane®. On the other
hand, the evidence suggests the existence of a positive
correlation between the bacteriostatic effect and the coffee
roasting degree, that is, the more roasted the coffee the
greater its bacteriostatic capacity*®. Also, the bacteriostatic
effect is greater with high molecular weight molecules and
decreases as their size are reduced**,

In contrast, at high concentrations, melanoidins exert a
bactericidal effect® attributed to their chelating capacity and
to elucidate this phenomenon, three possible mechanisms
have been proposed: (a) the bacteriostatic activity is due
to Fe* ions chelation when, in solution, melanoidins are
present in low concentration*”?, (b) in the presence of si-
derophores producing bacteria (i.e., molecules specialized
in Fe* ions sequestration) then melanoidins chelate the
siderophore-Fe*® complex thus limiting the microorganism
multiplication and (c) in high concentration, melanoidins can
subtract Mg*? ions from the bacterial cell membrane causing
it to rupture*”.%%,

Antioxidant activity

The ability to transfer H* ions thus turning free radicals
(eg, NO*, NO, ONOO, H,0,, O,, & OH") into stable non-re-
active molecules is one of the mechanisms through which
melanoidins inhibit lipids oxidation which otherwise contri-
butes to the development of atherosclerosis in humans?+253%
and in the case of processed foods they contribute by ex-
tending their shelf life by preventing oxidative rancidity of
mono and polyunsaturated lipids*®° and by preventing the
proliferation of microorganisms due to their bacteriostatic
and bactericidal effect®®. For this reason, they can be used
as additives in the food industry.

Its antioxidant capacity is, in part, attributed to chloro-
genic acids (CAs) bound to their molecular structure throu-
gh undefined bonds and which is presumably manifested
by its metallo-chelator and free radical cleaning activi-
tiesl'4'7'9'24'25'49.

Melanoidins’ antioxidant capacity could also be attribu-
ted to the arabinoxyloxanes of the polysaccharide fraction,
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which also have the antioxidant capacity, as has been de-
monstrated through the study of these in cereals*. Unfor-
tunately, analyzing arabinoxyloxanes’ antioxidant capacity
in coffee is expensive and difficult to measure due to the
simultaneous presence of chlorogenic acids and other phe-
nolic compounds in the same matrix.

In addition, melanoidins antioxidant activity is not limi-
ted to the lower intestinal tract (colon) or blood plasma since
there is experimental evidence that shows a reduction in
free radicals’ synthesis (hydroperoxides) during a simulated
turkey meat gastric digestion assay. High molecular wei-
ght melanoidins (> 10 kDa) isolated from an instant coffee
sample were incubated (37 °C) with a turkey meat sample
during an in vitro digestion test, in which they were able to
reduce hydroperoxides levels when melanoidins concentra-
tion reached 1.5 mg ml?. Still, its suppressive effect was
even more significant when reaching 3 mg ml* 18,

From previous experience, it can be deduced that me-
lanoidins can inhibit the production of free radicals at the
stomach level, and the intensity of the suppressive effect is
linked to their concentration.

Of particular importance is the effect of the degree of
roasting on the coffee drink’s antioxidant capacity. It has
been shown that at a higher degree of roasting, the concen-
tration of CAs is reduced (due to its degradation), and con-
sequently, the coffee drink’s antioxidant capacity is lower.
In contrast, the evidence shows that the higher the degree
of roasting, the higher the concentration of high molecular
weight melanoidins*°.

However, low molecular weight melanoidins have a hi-
gher antioxidant capacity than those of high molecular wei-
ght because they form complexes with a greater number of
phenolic compounds?635:3650 while those of higher molecular
weight are affected by steric hindrance that decreases their
ability to react with other compounds.

Consequently, the synergistic effect of the loss of CAs
and a higher concentration of high molecular weight mela-
noidins would cause a drastic decrease in the antioxidant
capacity of black or roasted coffees compared to what is
observed in moderately roasted ones.

In contrast, Torrefacto coffees that normally show an
intense black color are an exception to the rule because
due to their higher content of melanoidins they also have a
greater antioxidant capacity compared to what is observed
in conventionally roasted coffees?’.

In summary, melanoidins are responsible for approxi-
mately 26 to 38% of the antioxidant capacity of coffee
drinks*14*8 through different mechanisms such as electron
transfer and scanning of oxygen (O,) molecules or hydroxyl
radicals (HO)8922,

Anticancer activity

Melanoidins can inhibit, in vitro, the metalloprotease
matrices (MMP-1, MM-P2, and MM-P3) which are a class
of endopeptidases associated with the development of in-
flammatory and degenerative diseases as well as playing
an important role in tumor growth (especially at the level of
the colon) and metastasis*1%2542 which results in possible
protection against colon cancer in humans, especially when
their concentrations range between 0.25 to 1.0 mg ml* 4,

On the other hand, the evidence suggests that the daily
consumption of ~ 600 ml of coffee for five consecutive days
can protect the human lymphocytes’ DNA from damage
caused by free radicals®.

In summary, melanoidins can prevent the development

of colon cancer through a) the increase in intestinal motility
which helps the rapid elimination of carcinogens through fe-
ces, b) through its prebiotic effect and c) by absorbing and
neutralizing free radicals®®.

|
Conclusions

From a nutritional standpoint, lightly or medium roasted
coffees are more convenient, for the end consumer, due to
a greater concentration of melano-chlorogenic complexes
with a stronger antioxidant effect attributed to the presence
of chlorogenic acids or their monomeric constituents. Howe-
ver, the general public’s preference for black or well-roasted
coffees demonstrate that the end consumer choice is not
driven by nutritional facts, but by the product’s organoleptic
properties.

This, of course, does not imply the public is well-infor-
med about nutritional and other important issues (e.g., an-
tioxidant properties, species/varieties, blends, roasting de-
gree, origin) to be able to discriminate between the quality
of roasted coffees since such information, in the majority of
cases, is not even display in the package label.

Nevertheless, regardless of their lower antioxidant ca-
pacity, black or well-roasted coffees tend to have a higher
concentration of high molecular weight melanoidins which
even though are not considered dietary fiber per se partially
cover its daily requirement promoting gastrointestinal motili-
ty which in turn lessens constipation.

Additionally, due to their inability to cross the intestinal
membrane (at the duodenum), the high molecular weight
melanoidins are forced into the lower intestinal tract (colon)
where they exert their prebiotic, antibacterial, bacteriostatic,
and anticancer effect during their transition.

Melanoidins are found in many common products whe-
re their precursors undergo the non-enzymatic Maillard re-
action when submitted into thermal processing. Unfortuna-
tely, due to the high incidence of metabolic syndrome, which
is a collection of physiological disorders that occur conco-
mitantly and are typically associated with impaired glucose
metabolism, some of these products (e.g., bakery products,
dark beer among others) can not be consumed in sufficient
quantities to fulfill the daily dietary fiber requirements as in
the case of individuals diagnosed with obesity-related pa-
thologies (e.qg., diabetes mellitus type Il, non-alcoholic fatty
liver disease, abnormal cholesterol or triglyceride levels,
and hypertension).

In conclusion, coffee as a source of melanoidins seems
to be a good alternative for patients suffering from the abo-
ve-mentioned maladies since the infusion has a glycemic
index equal to zero (http://www.montignac.com), provided
the beverage is not consumed with added sugar. Neverthe-
less, it is worth mentioning that coffee melanoidins’ proper-
ties presented herein should be interpreted only as educa-
tional or informational material and never as a substitution
for your physician’s advice since all health issues required
medical supervision.
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Resumen: Antecedentes. En Honduras, el teosinte (Dioon mejiae) se cultiva desde épocas prehistéricas y su uso
como alimento de consumo humano ha sido aislado y reducido. Sin embargo, sus semillas son prometedoras por altos
contenidos en carbohidratos, proteinas y minerales en el afrontamiento de la inseguridad alimentaria. Objetivos. Se
propuso elaborar una harina de teosinte para almacenarla a dos temperaturas en los dias 0, 30, 60 y 90 después de su
preparacion para determinar estabilidad. Asimismo, se preparé un extracto hidroalcohdlico para determinar la capacidad
antioxidante y toxicidad aguda oral. Métodos. Se midieron los valores de pH de las harinas almacenadas a diversas
temperaturas y tiempos. Se utilizo la técnica de DPPH para la determinacién de la capacidad antioxidante del extracto y
ratas wistar para evaluar la toxicidad aguda oral. Resultados. La harina de teosinte no sufrié6 cambios fisicos después de
tres meses de almacenamiento y el valor promedio de pH obtenido fue de 6.80. EI mayor porcentaje de inhibicion fue del
94% para una concentracion de 25.00 mg/mL del extracto y no se observaron efectos toxicos agudos en los animales de
experimentacion. Conclusion. La harina de teosinte es un potencial alimento funcional, por su actividad antioxidante y su

nula toxicidad aguda.

Palabras clave: Harina, capacidad antioxidante, toxicidad aguda oral, DPPH.

Abstract: Background. In Honduras, teosinte (Dioon mejiae) has been cultivated since prehistoric times and its use as
food for human consumption has been isolated and reduced. However, its seeds are promising due to their high content
of carbohydrates, proteins and minerals in coping with food insecurity. Objectives. It was proposed to elaborate a teosinte
flour to store it at two temperatures on days 0, 30, 60 and 90 after its preparation to determine stability. Likewise, a
hydroalcoholic extract was prepared to determine the antioxidant capacity and acute oral toxicity. Methods. The pH values
of the flours stored at various temperatures and times were measured. The DPPH technique was used to determine the
antioxidant capacity of the extract and Wistar rats to evaluate acute oral toxicity. Results. Teosinte flour did not undergo
physical changes after three months of storage, and the average pH value obtained was 6.80. The highest percentage of
inhibition was 94% for a concentration of 25.00 mg/mL of the extract, and no toxic effects were observed in experimental
animals. Conclusion. Teosinte flour is a potentially functional food due to its antioxidant activity and zero acute toxicity.

Key words: Flour, acute oral toxicity, antioxidant capacity, DPPH.

|
Introduccioén

El Instituto de Nutricion para Centroamérica y Panama
(INCAP) define la seguridad alimentaria y nutricional, como
un estado en el cual todas las personas gozan, en forma
oportuna y permanente, de acceso fisico, econémico y so-
cial a los alimentos que necesitan, en cantidad y calidad,
para su adecuado consumo Yy utilizacién bioldgica, garan-
tizandoles un estado de bienestar general que coadyuve
al logro de su desarrollo*. Otro punto de vital importancia
a tomar en cuenta es la soberania alimentaria la cual es el
derecho de los pueblos, las naciones o las uniones de pai-
ses en definir politicas agricolas y alimentarias. Es por esto
gue ante el aumento de la hambruna y pobreza que existe a
nivel mundial y con el propdsito de garantizar el derecho ali-

mentario de los pueblos, primordialmente de aquellos que
se encuentran en situacion de vulnerabilidad, es urgente
el reconocimiento gubernamental y social del control au-
ténomo de sus territorios, recursos naturales, sistemas de
gestién, produccion, distribucion y consumo de alimentos,
al igual que el respeto de su cultura y la valoracion de su
identidad?.

Por otro lado, es importante destacar que el hambre y
la malnutricion hacen que las personas sean menos pro-
ductivas y mas propensas a sufrir enfermedades, por lo que
no suelen ser capaces de aumentar sus ingresos y mejorar
sus medios de vida. Actualmente hay casi 800 millones de
personas que padecen hambre en todo el mundo, la gran
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mayoria en los paises en desarrollo. Es por esto que se
trabaja en el cumplimiento de los objetivos de desarrollo
sostenible, especificamente el nimero dos: hambre cero®.

Honduras esta ubicado en el area nucleo de Centroa-
mérica formando parte de Mesoamérica, considerada como
unos de los centros de mayor diversidad biolégica del mun-
do, de la cual han salido variedades de cultivos que se utili-
zan en diferentes partes del planeta; tal es el caso del maiz
y frijol. Asimismo, existe para los pobladores de este pais,
especificamente en el Departamento de Olancho, una re-
serva para tiempos de escasez alimentaria y sequia como
una fuente de alimento llamado teosinte, un fosil viviente*>.

El teosinte (Dioon mejiae) es una planta nativa de Hon-
duras utilizada desde épocas milenarias con una distribu-
cion nororiental. Tiene tallos arborescentes que pueden
llegar a medir hasta 2 m de altura, las hojas son muy largas
de hasta de 2 my la semilla es de color blanca con un apén-
dice en la parte externa de la calaza y una capa interna muy
aspera llamada esclerotesta®.

Figura 1. Teosinte (Dioon mejiae) (fuente: elaboracion propia).

A partir del teosinte se pueden elaborar productos
como son las harinas, que, a su vez, pueden ser utiliza-
das para la elaboracion de alimentos y pasteleria, tal es el
caso del estudio realizado por Marcia y col. (2021), donde
se formuld una galleta de teosinte que contenia un buen
porcentaje de carbohidratos, grasas, y proteinas, con lo
cual se demuestra que esta harina tiene un valor nutricional
importante®. Asimismo, en el estudio publicado por Bastias
y col. (2020), encontraron que la harina del teosinte es un
alimento calorico conteniendo principalmente almidon’. El
contenido de proteina fue similar a la de otros cereales
(9.67 + 0.08 g/100 g de harina) que incluian acido gluta-
mico, leucina y especialmente lisina, proporcionando mas
del 25% de estos aminoacidos esenciales para un adulto
de 70 kg, ademas de el alto contenido de acidos grasos
insaturados, predominando: el acido oleico (C18:1) y acido
linoleico (C18:2)".

En cuanto a los minerales, la harina de teocinte pre-
senta Fe (6.85 + 0.63 mg/100 g de harina), Zn (1.46 + 0.13

mg/100 de harina), Ca (14.86 + 1.86 mg/ 100g de harina) y
P (241 £ 0.01 mg/ 100 g de harina)’. Por lo tanto, la harina
de teosinte posee nutrientes y cualidades que le confieren
excelentes capacidades nutricionales y beneficiosas para
la salud, asi como una muy buena alternativa industrial y
tecnolégica para ser utilizada principalmente en mezclas
con otros tipos de harina o como alimento complementario
en la dieta de maiz y frijoles®®.

El teosinte tiene una gran importancia ornamental y
sobre todo alimenticia®. El presente trabajo, tuvo como ob-
jetivo la determinacion de la actividad antioxidante de un
extracto hidroalcohdlico de la harina del teosinte (prepara-
da previamente) mediante la técnica de DPPH y finalmente
evaluar la toxicidad oral aguda in vivo en ratas Wistar.

|
Materiales y métodos

Se utilizé etanol al 97% y metanol grado reactivo ob-
tenido de Acofarma (Barcelona, Espafia), reactivo DPPH y
Trolox de Sigma-Aldrich Co. (Darmstadt, Alemania), y agua
Milli-Q® Plus System.

Obtencion de la harina de teosinte

Las semillas de teosinte (D. mejiae) se obtuvieron en
la comunidad de Rio Grande, municipio de Gualaco, (Hon-
duras). Para la elaboracion de la harina, se recolectaron
100 unidades de teosinte para un total de 2,500 semillas.
El material recolectado se secé a temperatura ambiente
(20 + 2 °C) durante tres dias consecutivos. Posteriormente
las semillas fueron molidas empleando un molino de mano
(Corona®, México) y tamizadas en una malla equivalen-
te a 500 ym. La harina se almacené en frascos de vidrio
herméticamente cerrados en oscuridad hasta su posterior
andlisis (figura 2)°.

La harina se almacen6 a dos temperaturas: a4y 20°C
(temperatura de refrigeracion y temperatura ambiente con
un 70% de humedad relativa), para evitar el deterioro de la
misma y asegurar la mejor temperatura de almacenamien-
to®. Asimismo, se midieron los valores de pH de la harina
con ayuda de un peachimetro digital (Crison Instruments
S.A., Barcelona, Spain). Para medir el pH de la harina, se
tomaron partes iguales de harina y agua (50:50) y se agitd
vigorosamente. Todo esto se realizo a los dias 0, 30, 60 y
90 después de su preparacion®.

Preparacion del extracto de teosinte (D.mejiae)

Se prepard un extracto hidroalcohdlico empleando la
harina del teosinte (D. mejiae) utilizando: 5 g de harina por
cada 20 mL de solucion (ver figura 3). Primero se prepard
una mezcla hidroalcohdlica al 50% (mezcla 1), 5 g de la
harina de teosinte se mezclaron en 20 mL de la mezcla 1, la
cual se mantuvo en agitacion constante y sin calor durante
24 horas y protegido de la luz (mezcla 2). La mezcla 2 se
filtré al vacio y el filtrado fue almacenado en una nevera a
4°C hasta su posterior uso. (ver figura 3).

Evaluacion de la toxicidad aguda

En esta prueba se emplearon ratas albinas Wistar (n=
6) procedentes del Centro para la Produccion de Animales
de Laboratorio (CENPALAB, La Habana, Cuba) con su co-
rrespondiente certificado de salud y un peso comprendido
entre 186 y 202 g, respectivamente. Las condiciones de
cuarentena y aclimatacion fueron los siguientes: temperatu-
ra: 20 = 3 °C, humedad Relativa: 30-70%, ciclo de luz/oscu-
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Figura 2. Proceso de elaboracién de la harina del teosinte (fuente: elaboracién propia).

Figura 3. Proceso de elaboracién del extracto hidroalcohdlico de la harina de teosinte (fuente: elaboracion propia).

ridad: 12/12 h. El agua y la comida fueron suministradas “ad
libitum”. Se procedio a pesar e identificar cada animal para
llevar el control individual de los mismos. Posteriormente,
se suministrd6 mediante via oral gastrica, el extracto hidro-
alcohdlico de D. mejiaea a una dosis limite de 2.000 mg/
kg, de acuerdo al peso de cada animal y después de dos
horas, se les suministré agua y alimento. Al cabo de siete
y catorce dias, se les peso nuevamente y se observo si
habia mortalidad de los animales. Finalmente, se procedio
a anestesiarlos y sacrificarlos empleando una sobredosis
de pentobarbital sédico, cumpliendo con el principio de las
3R’s (Reduccion, Refinamiento y Reemplazo de animales
de experimentacién) establecido por la toxicologia alter-

nativa y finalmente se observaron macroscopicamente los
signos clinicos en pulmones, rifidn, higado, corazon, bazo
y estbmago™* (figura 4).

Evaluacion de la actividad antioxidante por DPPH de la
harina de D. mejiae

Se prepar6 en un matraz completamente cubierto
con papel aluminio, una solucion del radical libre 1,1-dife-
nil-2-picril-hidrazilo (DPPH) a una concentracion final de
60 mM en metanol grado analitico y subsiguientemente se
transfirio a un frasco cubierto con papel aluminio para evi-
tar su rapida degradacion'?. Posteriormente, se preparo la
solucion control Trolox como control positivo previamente
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Figura 4. Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de la harina de teosinte en ratas Wistar (fuente:

elaboracion propia).

disuelta en metanol al 80% a una concentracion de 20 pM.
Se utilizd como control negativo una solucién de glucosa al
5% (suero glucosado comercial).

Para la preparacion de las muestras, se tomaron ali-
cuotas del extracto de la harina de teosinte (0.25 g/mL)
hasta tener concentraciones finales de: 1.56, 3.56, 6.25,
12.50 y 25.00 mg/mL. Se tomaron 0.25 mL de extracto a
evaluar en cinco tubos de ensayo y se le agregé 1 mL de la
solucion de DPPH previamente preparada, se homogenizo
y se incubd en la oscuridad durante 30 minutos. Pasado
este tiempo se midié la absorbancia de la solucion en el es-
pectrofotdmetro (SUMA, Centro de Inmunoensayo, Cuba)
a 517 nm. El mismo tratamiento recibid la solucion control
(ver figura 5). Se observé un resultado positivo mediante
un cambio de coloracion de azul a amarillo. Estos ensayos
se realizaron por triplicado (n=3). Para medir el % de inhibi-
cion, se utilizo la ecuacion 1.

Andlisis estadisticos

Los datos se procesaron haciendo uso del programa
estadistico GraphPad Prism version 5. Asimismo, se utilizd
SPSS version 22.0 para estadisticas descriptivas y compa-
racion de medias con T-Student (p < 0.05).

|
Resultados y discusion

Obtencion de la harina de Teosinte

Después de que esta harina se almacené a dos tem-
peraturas (4 y 20°C) y a diferentes dias, no se observé un

cambio de coloracion o de olor; es decir, tuvo un color blan-
quecino y un olor muy similar a la harina del maiz. No se
observaron cambios desde el punto de vista fisico. No se
observaron cambios desde el punto de vista fisico. El olor y
color de la harina almacenada a ambas temperaturas a los
dias 30, 60 y 90 fue exactamente el mismo que se obtuvo el
dia de la preparacion. Referente a los valores de pH, estos
los podemos observar en la tabla 2. El buen almacenamien-
to de las harinas juega un rol muy importante ya que estas
deben ser protegidas de la humedad para asi evitar el cre-
cimiento de microorganismos que pueden provocar dafos
a la salud del consumidor, en especial cuando se trata del
crecimiento de hongos donde no se eliminan tan faciimente
aun con la aplicacion de temperatura®.

En cuanto al rendimiento de extraccion de la harina de
teosinte fue del 51.39%, generandose mermas en el seca-
do, tamizado y sellado, empleandose la ecuacioén 2 para su
obtencion.

Rendimiento de extraccion= (35.0000 Ibs-17.0145
Ibs)/35.0000Ibs) x 100= 51.39%

No se observaron cambios en los valores de pH refe-
rentes a la temperatura de almacenamiento de la harina. Del
mismo modo, los valores de pH se mantuvieron constantes
através del tiempo. Esto indicé un correcto almacenamiento.
Los valores obtenidos son fueron los adecuados para las ha-
rinas los cuales deben oscilar entre 6.00 a 6.90°. Referente al
extracto de la harina de teosinte, esta fue almacenada bajo
refrigeracion hasta su uso para las pruebas de toxicidad agu-
da oral y actividad antioxidante. No se observaron cambios
de color o de olor en el extracto de la harina, esto debido a
que se almaceno bajo obscuridad y en refrigeracion.

Inhibicion (%) =1- ((Abs muestra — Abs blanco) /(Abs Control — Abs blanco)) x 100

(ecuacion 1)

Rendimiento de extraccion’

(Materia de entrada—Materia de salida) x 100

Materia de entrada

(Ecuacion 2)
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Figura 5. Evaluacion de la toxicidad aguda del extracto hidroalcohdlico de la harina de teosinte en ratas Wistar (fuente:

elaboracion propia).
Evaluacién de la toxicidad aguda

La tabla 2, adicionalmente a la prueba de toxicidad
aguda, muestra que los animales ganaron peso durante los
14 dias de ensayo; el grupo | presenté un peso promedio
inicial y final de 184.71 + 6.20 g y 230.30 + 15.20 g, res-
pectivamente. Se obtuvo una ganancia de peso de 45.59 g
(24.68%). Asimismo, los animales del grupo || mostraron un
peso promedio inicial y final de 187.00 + 5.00 g y 220.33 +
2.00 g, respectivamente. La ganancia de peso fue de 33.33
g (17.82%).

Estos resultados visualizan el potencial bromatolégico
del teosinte, donde se destaca su aporte de proteinas (9.67
g 100 g*), carbohidratos (68.26 g 100 g*) y alto conteni-
do caldrico (343.68 kcal 100 g*)5. Asimismo, en la tabla 2
podemos ver que la harina de teosinte no provoco algun
efecto adverso en los animales ensayados. En la tabla 3 se
puede observar que no se observaron dafios en los o6rga-
nos de las ratas durante se realiz6 el estudio (ver tabla 3).

Con los resultados anteriores se muestra que el extrac-
to hidroalcohdlico de harina de teosinte fue inocua en las
dosis evaluadas. Durante los ensayos, no se observé dis-
minucion de la actividad motora, ni cambios en los reflejos,
ni complicaciones respiratorias, por lo que la harina podria
considerarse no letal al ser consumida por los animales de

experimentacion. De acuerdo a la literatura, la harina de
teosinte deberia consumirse previo a hidrolisis alcalina, lo
que se sugiere para evitar posibles efectos neurotoxicos
provocados por la cicasina y neocicasina presentes en esta
planta. Ningun animal murié durante el ensayo y no se
observaron dafios macroscopicos en los 6rganos. Los re-
sultados obtenidos destacan la importancia de este ensayo,
ya que no se han reportado hasta la fecha estudios simila-
res sobre la toxicidad aguda del teosinte en animales de
experimentacion. Otros ensayos mas a largo plazo serian
de mucha utilidad.

Evaluacion de la actividad antioxidante de la harina de
teosinte (D. mejiae)

Los alimentos con capacidad antioxidante son de suma
importancia para el buen funcionamiento de nuestro orga-
nismo, ya que ayudan a prevenir los dafios que proporcio-
nan los radicales libres en nuestras células®. Es por ello
que el consumo de alimentos que contienen antioxidantes
es de suma importancia ya que evita que las células de
nuestro organismo sean destruidas y con esto se conlle-
ve al padecimiento de ciertas enfermedades que pueden
poder en riesgo nuestra vida'?. Actualmente, se disponen
de varios métodos para la determinacion de la actividad an-
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Figura 6. Aspecto de la harina de teosinte almacenada a diferentes temperaturas y endiferentes dias.

Tabla 1. Valores de pH obtenidos de la harina de teosinte almacenada a dos temperaturas. *Dia O es el dia de la prepa-
racion de la harina. Letras iguales en la misma columna indican que no hubo una diferencia significativamente estdistica
(p< 0.05), a partir de T-Student .

Tabla 2. Variacion en el peso corporal (g) de los animales en el ensayo de Toxicidad Aguda Oral de la harina de D. mejiae,
a la dosis de 2000 mg/kg. *Valor medio + Desviacion estandar.

Tabla 3. Signos clinicos del ensayo de Toxicidad Aguda Oral de la harina de D. mejiae.
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Tabla 4. Concentracion del extracto hidroalcohdlico de teosinte, densidad dptica y % de inhibicion obtenida.

Figura 7. Capacidad secuestradora del radical DPPH de la harina de teosinte respecto al grupo control positivo (Trolox

20 uM) * P < 0.05.

tioxidante, en este estudio en particular, se utilizé el método
DPPH. Se eligio la técinca del DPPH por ser uno de los mas
apropiados y reportados en la literatura®*5,

En la tabla 4 y en la figura 7, se pueden observar los
valores de la menor y mayor concentracion empleada de
la harina de teosinte (1.56 y 25.00 mg/mL), donde él % de
inhibicion fue del 60 y 94.3%, respectivamente. Esta activi-
dad bioldgica del teosinte encontrada, visualiza el potencial
funcional de esta planta alimenticia. Por lo anterior sera ne-
cesario realizar estudios de identificacion y cuantificacion
de las moléculas bioactivas presentes que confieren esta
actividad antioxidante para su aprovechamiento como in-
grediente funcional o nutracéutico'®.

|
Conclusiones

Un buen almacenamiento de las harinas es importante
para mantener las condiciones ideales y evitar contamina-
cion microbiana. Los valores de pH se mantuvieron cons-
tantes en el tiempo y fueron los adecuados de acuerdo a lo
estipulado por la literatura. Asimismo, la temperatura de al-
macenamiento no fue un factor determinante para observar
cambios fisicos o de pH en la harina de teosinte. La harina
de teosinte no evidencia toxicidad aguda en los animales
ensayados. Este estudio se hizo bajo un esquema de en-
sayo limite, tomando en cuenta de que se deben realizar
otros ensayos toxicolégicos no agudos (carcinogénesis,
teratogénesis, toxicidad cronica). Los resultados sugieren

una actividad secuestradora de radicales libres compa-
rables al patron utilizado (Trolox) a una concentracion de
25.00 mg/mL. La harina de teosinte se puede utilizar por si
sola o en mezcla con otros tipos de harinas en el desarro-
llo de nuevos productos o alimentos fortificados. La harina
de teosinte puede considerarse un potencial alimento fun-
cional, por su actividad antioxidante. Se recomienda para
futuros estudios la realizacion de pruebas de identificacion
y cuantificacién de moléculas bioactivas del teosinte como
son los compuestos fendlicos y carotenoides. Es importan-
te destacar que al ser el teosinte una planta en peligro de
extincion es necesario su proteccion y propagacion a partir
de bancos de germoplasma y cultivos in vitro.
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Resumen: Helicobacter pylori es un colonizador avido de la mucosa géstrica del ser humano. Las infecciones por H.
pylori son usualmente asintomaticas y adquiridas en la nifiez por lo cual tienden a progresar hacia cronicidad generando
un dafio tisular severo; por ello es relevante caracterizar diversos grupos poblacionales y vigilar epidemiolégicamente la
distribucién de casos. Se realizd un proceso educativo de prevencion de enfermedades gastrointestinales enlistando 60
nifios entre 8y 12 afios en una escuela de la ciudad de Tegucigalpa, Honduras. Previo asentimiento informado, 45 escolares
respondieron una encuesta para obtener datos demograficos, clinicos, ambientales y sociales. Asimismo, accedieron a
colectar y entregar una muestra fecal. Se realiz6 un método inmunocromatografico para determinar coproantigenos de H.
pylori y se analizé estadisticamente la asociacion entre infeccion por H. pylori, variables socioeconémicas y clinicas. Se
detectaron coproantigenos de H. pylori en 29% de la poblacion escolar estudiada, los cuales no mostraron sintomatologia
gastrointestinal severa o complicaciones. La prevalencia de infeccion aumenta con la edad de los escolares. No se encontré
ninguna asociacion estadistica significativa entre la infeccion y las variables analizadas; no obstante, la prevalencia de
portadores asintomaticos entre escolares pone en perspectiva el desarrollo de programas de vigilancia, asi como estudios
prospectivos con intervalos de seguimiento diagnoéstico y clinico para prevenir oportunamente complicaciones tempranas
y tardias.

Palabras clave: H. pylori, Diagnostico, Epidemiologia, Escolares.

Abstract: Helicobacter pyloriis an avid colonizer of the human gastric mucosa. H. pylori infections are usually asymptomatic
and acquired in childhood, which is why they tend to progress towards chronicity, generating severe tissue damage; For
this reason, it is essential to characterize various population groups and epidemiologically monitor the distribution of cases.
An educational process for the prevention of gastrointestinal diseases was conducted, enrolling 60 children between 8
and 12 years of age in a school in Tegucigalpa, Honduras. After informed consent, 45 schoolchildren answered a survey
to obtain demographic, clinical, environmental and social data. They also agreed to collect and deliver a fecal sample. An
immunochromatographic method was performed to determine H. pylori coproantigens and the association between H. pylori
infection and socioeconomic and clinical variables was statistically analyzed. H. pylori coproantigens were detected in 29%
of the school population studied, who did not show severe gastrointestinal symptoms or complications. The prevalence of
Infection increases with the age of schoolchildren. No significant statistical association was found between Infection and
the variables analyzed; however, the prevalence of asymptomatic carriers among schoolchildren puts into perspective the
development of surveillance programs and prospective studies with diagnostic and clinical follow-up intervals to timely,
prevent early and late complications.

Key words: H. pylori, Diagnostic, Epidemiology, Schoolchildren.
1
Introduccion

Las infecciones causadas por Helicobacter pylori (H.
pylori) tienen repercusiones importantes para la salud pu-
blica global. Mas de la mitad de la poblacion mundial esta
infectada por H. pylorit, y en nifios menores de 18 afios se
reporta una prevalencia global de 32.3%?. La relevancia cli-
nica de este patégeno bacteriano, Gram negativo, microae-
rofilico y flagelar reside en su asociacion con desordenes
gastrointestinales como el adenocarcinoma gastrico, Ulcera
péptica, gastritis y Linfoma Asociado a Mucosa Gastrica
(MALT)4,

Los factores epidemioldgicos que favorecen la inciden-
cia de casos han sido ampliamente documentados®®. Entre
ellos se encuentran un bajo nivel socio-econdémico, hacina-
miento intradomiciliar, condiciones higiénicas y ambientales
deficientes, aunado a la susceptibilidad del hospedero y la
virulencia del microorganismo’®.

Se han sugerido diversas rutas de transmision de la
bacteria®, sin embargo no existe una forma Unica que ex-
pligue la alta incidencia de la infeccion. Las rutas de trans-
mision principales son el contacto directo entre personas,
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formas ambientales tales como aguas o alimentos conta-
minados®, ruta oral-oral*®*!, oral-fecal'?, gastro-oral*®!*, y
zoonatica®®.

La busqueda de H. pylori debe ser realizada en nifios
con Ulcera gastrica o duodenal; si H. pylori es identificada
entonces se debe tratar y confirmar su erradicacion?®.

Ante una amplia gama de métodos, la seleccion mas
adecuada depende de diversos factores como edad del pa-
ciente, la sospecha de cancer gastrico, disponibilidad de
la prueba, costo, asi como su finalidad (diagndstica, epi-
demiolégica o de seguimiento terapéutico)'’. Los métodos
invasivos de diagnéstico estan basados en biopsias de mu-
cosa gastrica para realizar estudios histopatolégicos o cul-
tivo bacteriano, mientras que los métodos no invasivos se
basan en la deteccion de antigenos bacterianos en mues-
tras fecales o saliva, respuesta inmune humoral en suero,
o en la evidencia indirecta como la hidrélisis de la urea a
partir del aliento?.

En los pacientes pediatricos la deteccién de antigenos
bacterianos en heces mediante inmunoensayos presenta
algunas ventajas como la facilidad para la obtencion de la
muestra, el bajo costo y rapidez de la prueba, permitiendo
realizar tanto el diagndstico como el seguimiento postrata-
miento; el uso de anticuerpos monoclonales en estos ensa-
yos permite una alta sensibilidad y especificidad.

Estudios epidemiologicos han establecido una preva-
lencia de infeccion por H. pylori entre 50% y 70% entre los
nifios menores de 5 afios residentes en paises de bajo y
mediano ingreso, mientras que en los paises de alto in-
greso es menor de 20%*°%, La mayoria de los nifios son
asintomaticos y la lesién mas comun en ellos es la gastritis
cronica siendo infrecuente que desarrollen complicaciones
en la infancia. La indicacion principal de busqueda de in-
feccion por H. pylori en nifios con manifestaciones diges-
tivas es el hallazgo endoscopico de Ulceras o erosiones
gastricas o duodenales, aunque estas solo representan
el 5% de los casos? por ende requieren un manejo clini-
co y terapéutico diferencial entre nifios y adultos. La en-
doscopia se recomienda solamente en nifios sintomaticos
gue tengan antecedente de familiar de primer y segundo
grado con cancer gastrico, de acuerdo con los protocolos
establecidos por consensos de Sociedades de Gastroen-
terologia Pediatrica Europea (ESPGHAN), estadounidense
(NASPGHAN) y guias regionales como las brindadas por la
Sociedad Latinoamericana de Gastroenterologia pediatrica
(LASPGHAN) para el diagnéstico y seguimiento de H. pylori
en nifios®21-23,

Segun las directrices mundiales de la Organizacion
Mundial de Gastroenterologia, la decisién de tratar o no el
H. pylori debe ser una decisién activa que tenga en cuenta
las circunstancias y los riesgos de cada paciente. Por lo
tanto, la decision de realizar una prueba de deteccion de H.
pylori sélo se justifica si hay intencién de tratar en caso de
hallarlo, sin embargo, esta estrategia en pacientes menores
con dispepsia esta declinando en paises desarrollados.

La terapia de primera linea mas utilizada comprende
un inhibidor de la bomba de protones (IBP), con amoxicili-
na y claritromicina (IBP-AC); al considerar las resistencias
primarias a claritromicina el régimen mejor estudiado es la
terapia cuadruple basada en Bismuto que incluye IBP, bis-
muto, tetraciclina y metronidazol (IBP-BTM)%.

La infeccion por H. pylori no es una enfermedad de no-
tificacion obligatoria en Honduras por lo cual los registros
epidemiolégicos son limitados. El presente estudio contri-
buye a documentar a nivel local y nacional sobre la adqui-

sicién temprana de infecciones por H. pylori en poblacién
pediatrica analizando la presencia de coproantigenos de H.
pylori junto a las condiciones clinicas y socioeconémicas
asociados con colonizacion e infeccion.

|
Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en el Centro Educativo Experi-
mental de la Universidad Nacional Autbnoma de Honduras
(UNAH) durante el mes de agosto del 2018. La poblacion
de estudio fueron nifios en edades de 8 a 12 afios cursando
cuarto, quinto y sexto grado de educacion primaria.

Los participantes se reclutaron como parte de un pro-
ceso educativo dirigido a conocer y prevenir enfermedades
infecciosas gastrointestinales haciendo énfasis en H. pylori.
Los nifios y sus responsables legales firmaron un asenti-
miento informado antes de ser enrolados, y posteriormente
se llend una ficha epidemioldgica. Los nifios brindaron una
muestra de heces que fue transportada al laboratorio de mi-
crobiologia clinica de la Escuela de Microbiologia de la Uni-
versidad Nacional Auténoma de Honduras (UNAH) para su
inmediato procesamiento. A las muestras de heces se les
realizé un andlisis inmunocromatografico comercial (Aria™,
CTK Biotech Inc), para la detecciéon de coproantigenos de
H. pylori conforme a las instrucciones del fabricante. Bre-
vemente, se diluy6 la muestra fecal tomando la cantidad
sefialada en la palilla colectora, sumergiendo y homogeni-
zando vigorosamente en una soluciéon tampon; se deposi-
taron 70-85 pL en la zona de muestreo del dispositivo. Los
resultados se interpretaron después de 10 minutos de co-
menzar la reaccion. El informe de resultados se entregé a
los padres de familia y los casos positivos fueron remitidos
a un médico para ser evaluados clinicamente.

Simultaneamente, se aplico una encuesta en la que se
documentaron condiciones sociodemograficas de la pobla-
cion, asi como la presencia de signos y sintomas clinicos
usualmente asociados a la infeccion de H. pylori.

Se utilizé estadistica descriptiva para la tabulacion de
los datos. Ademas, se aplicaron pruebas estadisticas (Prue-
ba Exacta de Fisher con un 95% de intervalos de confianza
utilizando el programa SPSS Statistics IBM) para analizar si
existian caracteristicas en esta poblacion que aumentaran
el riesgo de infeccion.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de In-
vestigacion de la Maestria en Enfermedades Infecciosas y
Zoonoticas (CEI-MEIZ/06-2018), UNAH.

|
Resultados

Un total de 60 nifios participaron en el proceso forma-
tivo de educacion y prevencion de enfermedades gastroin-
testinales con la promocién de higiene en agua y alimentos;
continuaron en el estudio conforme al disefio metodologico
45 nifios cursando el cuarto (n=15), quinto (n=13), y sexto
grado (n=17) de educacién basica, con edades compren-
didas entre 8 y 12 afios, de los cuales 56% fueron nifias y
44% nifios.

Se detectd coproantigeno de H. pylori en 13 de los 45
(29%) participantes, con una positivad mayor en las nifias
(69%) comparado con los varones (31%).

El grupo con mayor nimero de casos positivos 54%
(7/13) fue el de nifios de 11 afios cursando el sexto grado,
seguido por nifios en edad promedio de 10 afios corres-
pondiente a quinto grado 38% (5/13) y en cuarto grado un
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escolar de 9 afios 8% (1/13). No se identificaron diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia de anti-
genos y el sexo o edad de los participantes.

Como muestra la Figura 1, también se analizaron de
manera bivariada si existian condiciones de vida predispo-
nentes a la infeccion. La totalidad de los nifios dijo contar
con una adecuada disposicion de excretas, mayormente a
través del uso de una red cloacal (94%) y fosas sépticas
(6%) (figura 1.A). El abastecimiento de agua potable es li-
mitado en la comunidad, por lo que acceden a ella de diver-
sas formas a través del sistema municipal (69%), filtracion
(16%), cloracion (2%) o provista de forma privada (13%)
(figura 1.B). En cuanto a habitos higiénicos, 59% de los ni-
flos manifestd que se lavaban las manos antes de consumir

alimentos (Figura 1.C); y 85% reportd que se lavaban las
manos después de utilizar el sanitario (Figura 1.D).

De los encuestados, el 95% dijo lavar las frutas y ver-
duras antes de su consumo; los nifios que siempre realizan
esta practica resultaron negativos para coproantigeno de
H. pylori, en contraste dentro del grupo de nifios H. pylori
positivo un 18% (2/11) refiere no lavar de forma rutinaria
sus alimentos (Figura 1.E). La convivencia y habitat de ani-
males domésticos entre los participantes fue de un 56%
(22/39), 45% de ellos en una forma peridomiciliar y 55% en
un ambiente intradomiciliar observandose especificamen-
te que dentro del subgrupo H. pylori positivo 71% (5/7) de
ellos conviven dentro del hogar (Figura 1.F)

La figura muestra la distribucion de escolares conforme

Figura 1. Condicionantes ambientales y conductuales observadas en la poblacion infantil importantes en la transmision de

patdgenos entéricos.
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a la deteccion del coproantigeno de H. pylori, acceso hidro-
sanitario y habitos conductuales que podrian favorecer la
adquisicion de infecciones entéricas: (1.A) disposicion de
excretas (1.B) tratamiento de agua (1.C) lavado de manos
antes de comer (1.D) lavado de manos después de ir al
bafio (1.E) lava frutas y verduras que consume (1.F) convi-
vencia y habitat de animales domésticos.

Basados en el tamafio de la muestra se analizé la inde-
pendencia estadistica entre variables, generando tablas de
contingencia, calculando la distribucién en base al conteo y
analizando el valor-p mediante el Test Exacto de Fisher; se
identifico si la distribucién de datos en cuanto a positividad
coproantigénica de H. pylori no se veia afectada por algu-
nas condicionantes o variables clinico-epidemiolégicas. En
la Tabla 1 se muestran tres de los factores epidemioldgicos
evaluados, la probabilidad y distribucion calculada y rela-
cion entre infecciéon de H. pylori ante los antecedentes fa-
miliares con diagndstico previo de infeccion por H. pylori (p
=1.000), convivencia con animales domésticos (p =0.725) y
su habitat intradomiciliar y peridomiciliar (p =0.381) conclu-
yendo la independencia o0 no asociacién de la variable ob-
jeto del estudio ante factores condicionantes de una posible
transmision directa entre persona-persona o zoongética.

La tabla muestra que no existe asociacion estadistica
entre los elementos epidemiolégicos consultados y la trans-
misibilidad directa entre convivientes.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del analisis
de asociacion entre H. pylori y la sintomatologia clinica
que refieren los participantes. Se consideraron signos de
afeccién gastrica tales como vémitos sin causa determi-
nada (p=0.484), nauseas (p=0.559), pérdida del apetito
(p=1.000), adelgazamiento involuntario (p=0.484), decai-
miento (p=1.000), dolor estomacal (p=0.468), ardor esto-
macal (p=0.559) y reflujo (p=0.603); considerandose los va-
lores de p < 0.05 estadisticamente significativos. No hubo

asociacion entre las variables y la infeccién por H. pylori.

La tabla muestra las manifestaciones clinicas referidos
por los participantes sin encontrar significancia estadistica
en la asociacion con infeccion por H. pylori.

|
Discusion

H. pylori coloniza la mucosa gastrica de aproximada-
mente la mitad de la poblacion mundial®. Las complicacio-
nes clinicas de la infeccion por H. pylori estan mayormente
documentadas en adultos, sin embargo, se ha demostra-
do que la colonizacién de la mucosa gastrica de los nifios
puede volverse cronica®?2¢. La cronicidad de las infecciones
gastricas por H. pylori se atribuyen a factores bacterianos
como la capacidad de hidrolizar la urea, la expresion de ad-
hesinas en la membrana externa, la movilidad a través de
flagelos, la sobrevivencia al pH gastrico y la evasion de la
respuesta inmunitaria del hospedero. Todos estos factores
ademas son responsables de la inflamacion caracteristica
de la mucosa gastrica®®.

La incidencia de infecciones por H. pylori entre la po-
blacion infantil sintomatica y asintomatica varia segun la
region geogréfica y las variables estudiadas. La prevalen-
cia de la infeccion en los paises con menores recursos es
altamente relacionada con el estatus socioeconémico de la
poblacién los cuales limitan los estandares de salubridad,
saneamiento del agua y condiciones sociales. El proceso
formativo de buenas practicas de higiene realizado en este
estudio contribuye a interrumpir patrones de transmisibili-
dad de la infeccion.

En nuestro analisis, la frecuencia de coproantigenos de
H. pylori en la poblacion escolar fue del 29% encontrandose
en concordancia con otros estudios realizados entre esco-
lares de México, Ecuador, Camerun y Alemania utilizando

Tabla 1. Asociacion de transmisibilidad directa o zoonética de Helicobacter pylori entre los grupos escolares.
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Tabla 2. Relacién entre prevalencia de infeccion y sintomatologia clinica asociadas a Helicobacter pylori dentro del grupo

escolar.

medios no invasivos en heces, que refieren una positividad
entre 24-33%%-2°,

Los estudios realizados por Lagunes YB y col en la
ciudad de Puebla, México, asi como R.N. Ndip y col en el
distrito de Buea y Limbe, Camerin demuestran la ausencia
de asociacion estadistica entre factores de riesgo clinico,
ambiental e infeccion por H. pylori. No obstante Castillo y
col, Moncayo y col en el Estado de Sonora y en Provincia
del Canar en Ecuador respectivamente, condujeron estu-
dios bajo condiciones similares en los cuales se observo
una asociacion positiva entre la infeccién por H. pylori con
signos y sintomas de gastropatia?’, asimismo Rothenba-
cher y cols en Alemania evidencian que los familiares con

enfermedades gastrointestinales fueron un factor de riesgo
para contraer la infeccién por H. pylori. Estos autores sugie-
ren que podria incrementarse la susceptibilidad a la infec-
cién en una edad temprana al compartir el mismo ambiente
familiar con adultos infectados e incluso compartir factores
genéticos.

El rol de los progenitores también ha sido considerado
un determinante de la infeccién por H. pylori y una pieza
clave de la transmisibilidad, esto se demuestra en grupos
de infantes arabes israelies entre 2 y 18 meses determi-
nado por un inmunoensayo de anticuerpos monoclonales
para la determinacion de coproantigenos de H. pylori®, asi
como en nifios de edad preescolar analizados por medio
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de la prueba de aliento (C13 Urea test breath), en los cua-
les también se manifiestan factores relacionados con las
condiciones ambientales, socioeconémicas, susceptibilidad
del hospedero y factores de virulencia de la bacteria que
convergen en el cuadro gastrico®.

En cuanto a la edad observamos que la prevalencia de
la infeccién por H. pylori es mayor en los grados superiores
donde los nifios tenian en promedio 11 afos, sin observar
diferencias entre los dos sexos. Estudios serolégicos re-
trospectivos han demostrado que la incidencia de H. pylori
aumenta con la edad?’ y en los paises en vias de desarrollo
la incidencia de la infeccion entre los nifios de diez afios
puede llegar al 50%%.

El riesgo de infeccion se asocia con el escaso acceso
a condiciones higiénico-sanitarias; sin embargo, aunque la
transmision de la infeccién no esta completamente estable-
cida, ésta puede ser transmitida por la ingesta de alimentos
0 agua contaminados, ya que H. pylori posee la capacidad
de crear biopeliculas que le confiere proteccion frente a
condiciones ambientales adversas y facilita la disemina-
cion del patégeno®, por lo cual las conductas y practicas
de higiene entre los participantes podrian ejercer un papel
importante en la adquisicion de la bacteria.

La prevalencia global de 32.3% documentada en re-
visiones sistematicas y metaanalisis realizada en nifios
con infeccién de H. pylori varia de acuerdo con la prueba
diagnostica, 28.6% para serologia vs 35.9% para la prueba
de urea en aliento o test de coproantigeno. Independien-
temente de la prueba diagnéstica, la prevalencia de infec-
cion fue significativamente mayor en paises de bajo ingreso
(43.2%) vs paises de mediano y alto ingreso (21.7%); en
nifilos mayores de 13-18 afios la prevalencia mostrada fue
de 41.6% vs nifios menores de 7-12 afios de 33.9% vs 26%
en nifios de 0-6 afios?.

En la regién centroamericana podemos observar la
prevalencia de la infeccion H. pylori en Guatemala de 51%
en nifios entre 5-10 afios y en Mexico una prevalencia de
43% en niflos entre 5-9 afios®.

En Honduras se ha descrito la infeccién por H. pylori
en grupos menores de 14 afios mediante estudios histo-
l6gicos, reportando una incidencia de 34% y una eficacia
del tratamiento de primera linea con mejoria clinica y ne-
gativizacion con pruebas antigénicas posterior a la tera-
pia®*; sin embargo es necesario continuar investigando e
implementando metodologias oportunas y eficientes para el
diagnéstico de la infeccién y la determinacion de resistencia
antibidtica en el contexto de pais.

Es necesario establecer ensayos de laboratorio robus-
tos, pertinentes y complementarios tales como endoscopia,
histologia o microbiologia, aplicar algoritmos diagnosticos
correctos, métodos de referencia, fuentes de antigeno sen-
sibles y ensayos reproducibles conforme a la poblacién en
estudio para diagnosticar y diferenciar con certeza entre
infecciones activas y pasadas?=°,

|
Conclusiones

Las limitaciones del estudio fueron el nimero limitado
de participantes y/o comparacion con el patron antigénico
con sus convivientes.

El presente estudio determiné la prevalencia de porta-
dores asintomaticos de H. pylori en una poblacién escolar;
sin embargo, no se observé asociacion estadistica signi-
ficativa entre la adquisicion de la infeccion y condiciones

clinicas, ambientales o familiares. La combinacion de me-
todologias diagndsticas y clinicas, asi como la educacion,
prevencion, desarrollo de estudios prospectivos con inter-
valos de seguimiento en la poblacién nos permitira caracte-
rizar el inicio, conversion y evolucion de la infeccion en los
nifios y asi evitar desde etapas tempranas la adquisicién y
posterior complicacién de H. pylori.

Considerando H. pylori como un patégeno carcinégeno
gastrico con alta incidencia en Latinoamérica y en la regién
centroamericana particularmente, es una prioridad global
implementar estrategias de prevencion de gastropatias
mediante la erradicacién de H. pylori impulsando progra-
mas preventivos para comprender las vias de transmision,
mecanismos de patogenicidad, reduccién de la infeccion en
la nifiez y riesgo de desarrollar cancer gastrico en adultos.
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Resumen: El sindrome de Brooke-Spiegler (SBS) es una enfermedad autosémica dominante infrecuente, los pacientes
con el SBS presentan mutaciones en el gen supresor tumoral CYLD, mas frecuente en mujeres que hombres, entre la
segunda y tercera década de la vida con una relacién hombre:mujer de 1:6-9.6 y su incidencia exacta se desconoce.
Clinicamente se presentan de manera simultanea cilindroma, tricoepiteliomas y espiroadenomas. Se presenta el caso de
una paciente femenina de 64 afios, quien consulto por aparicion de masas en cabeza, tronco y las cuatro extremidades de
10 afios de evolucion, posteriormente aparecieron lesiones en cuero cabelludo, donde el crecimiento tuvo una evolucion
mas lenta y que llegaron a ulcerarse; busca atencion medica hasta que las lesiones iniciaron a ulcerarse, por lo cual fue
referida al Hospital General San Juan de Dios de la Ciudad de Guatemala, al servicio de dermatologia, donde se le realiz6
hematologia completa, quimica sanguinea, tomografia computarizada de craneo y biopsia incisional en sacabocados de
4 mm de piel de frente, mentdn, region preauricular derecha y pierna derecha, el estudio histopatoldgico de las lesiones
cutéaneas en las regiones preauricular derecha y de frente reporto cilindroma, piel de menton tricoepitelioma y piel de
pierna derecha espiroadenoma. Con los hallazgos clinicos, estudios de imagen y hallazgos histopatoldgico se llega al
diagnostico de sindrome de Brooke-Spiegler. El tratamiento fue la prescripcién cuidados de piel y derivacion a cirugia
plastica para tratamiento quirdrgico reconstructivo y seguimiento por la consulta externa de dermatologia y cirugia plastica.
La presencia de cilindromas, tricoepiteliomas y espiroadenomas hacen pensar en un sindrome de Brooke-Spiegler, que
tienden a tener presentaciones muy sugestivas, como el tumor en turbante y desfiguracién de la region de la cabeza.
El abordaje es multidisciplinario, sin un tratamiento definitivo y seguimiento para evaluar las posibles conversiones a
malignidad de las lesiones ulceradas.

Palabras clave: Cilindroma, CYLD, Espiroadenoma, Histopatologia.

Abstract: Brooke-Spiegler syndrome (SBS) is a rare autosomal dominant disease; patients with SBS have mutations
in the CYLD tumor suppressor gene, more frequent in women than men, between the second and third decade of life
with a male: female ratio of 1:6-9.6 and its exact incidence is unknown. Clinically, cylindroma, trichoepithelioma, and
spiroadenoma co-occur. The case of a 64-year-old female patient is presented, who consulted due to the appearance of
masses on the head, trunk and all four extremities of 10 years of evolution, subsequently lesions appeared on the scalp,
where the growth had a slower evolution and which reached to ulcerate; seeks medical attention until the lesions began
to ulcerate, for which she was referred to the San Juan de Dios General Hospital in Guatemala City, to the dermatology
service, where complete hematology, blood chemistry, computed tomography of the skull and biopsy were performed.
Incisional 4 mm punch of the skin of the forehead, chin, right preauricular region and right leg, the histopathological study
of the skin lesions in the right preauricular and forehead regions reported cylindroma, trichoepithelioma skin of the chin
and spiroadenoma of the right leg skin. With the clinical findings, imaging studies and histopathological findings, the
diagnosis of Brooke-Spiegler syndrome is reached. The treatment was the prescription of skin care and referral to plastic
surgery for reconstructive surgical treatment and follow-up by the external consultation of dermatology and plastic surgery.
The presence of cylindromas, trichoepitheliomas, and spiroadenomas suggest Brooke-Spiegler syndrome, which tends to
have very suggestive presentations, such as turban-shaped tumor and disfigurement of the head region. The approach
is multidisciplinary, without a definitive treatment and follow-up to evaluate the possible conversions to malignancy of the
ulcerated lesions.

Key words: Cylindroma, CYLD, Spiroadenoma, Histopathology.
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|
Introduccion

El sindrome de Brooke-Spiegler (SBS) es una en-
fermedad autosomica dominante, genodermatosis infre-
cuente, los pacientes con el sindrome de Brooke-Spiegler
presentan mutaciones en el gen supresor tumoral CYLD,
también denominado gen de la cilindromatosis localizado
en el cromosoma 16q12- q134, descrito en 1892 y 1899 por
Brooke y Spiegler=.

Las alteraciones del gen provocan defectos en la dife-
renciacion de la unidad pilosebacea apocrina, originando
diferentes tumores anexiales*. Es mas frecuente en muje-
res, entre la segunda y tercera década de la vida con una
relacion hombre:mujer de 1:6-9.6 y su incidencia exacta se
desconoce'®. Este sindrome se caracteriza por presentar
una predisposicion a la formacién de mdltiples neoplasias
benignas anexiales, clinicamente se presentan de manera
simultanea y progresiva cilindroma, tricoepiteliomas y es-
piroadenomas?®. Estas neoplasias se localizan en cara y
cuero cabelludo mas frecuentemente, la mayoria de las le-
siones presentes estan en el rango de 0.5 a 3 cm, pero tam-
bién se pueden encontrar lesiones mas grandes. El nimero
de lesiones varia de 10 a 30, pero se pueden encontrar
muchas mas, estos tumores suelen tener un crecimiento
lento a lo largo de la vida y su nimero va aumentado con la
edad, asi mismo se asociado malignidad si el crecimiento
es rapido con ulceracion y sangrado, que se observa en un
5 al 10% de los casos?®.

Debido a que el sindrome de Brooke-Spiegler se carac-
teriza por afectacion difusa y numerosos tumores anexiales
de la cabeza y el cuello, la extirpacion quirdrgica suele ser
dificil, por el tamafio de las lesiones. Las opciones de tra-
tamiento comunes incluyen electrocirugia, dermoabrasion
y terapia con laser, esto depende mucho de la progresion
de las lesiones que los pacientes presentan. El seguimiento
estrecho es esencial para controlar la transformacion malig-
na, asi mismo el apoyo psicolégico?.

|
Materiales y métodos

Se presenta un caso clinico de importancia sobre sin-
drome de Brooke-Spiegler. Se realizo una busqueda en
bases de datos como Scielo, Google Académico, PubMed,
para poder desarrollar el caso clinico. El reporte del caso
clinico fue revisado por médicos patélogos, dermat6logos
y médico internista. La paciente firmo su consentimiento
informado.

|
Reporte de caso

Femenina de 64 afios, procedente de la zona rural de
Guatemala, sin antecedentes médicos y patoldgicos de
importancia; consulté por aparicion de masas en cabeza,
tronco y las cuatro extremidades de 10 afios de evolucién
, estas masas aumentaron progresivamente en tamafio y
ndmero, posteriormente aparecieron lesiones en cuero ca-
belludo, donde el crecimiento tuvo una evolucion mas lenta
y llegaban a ulcerarse, refiere no haber buscado atencién
medica hasta que las lesiones empezaron a ulcerarse, por
lo cual fue referida al Hospital General San Juan de Dios de
la Ciudad de Guatemala, al servicio de dermatologia.

Al examen fisico present6 dermatosis diseminada a ca-
beza, tronco y cuatro extremidades, de éste afectaba cuero

cabelludo, rostro, térax anterior, térax posterior, regiones
lumbares, linea interglltea, fosas antecubitales, cara inter-
na de ambas piernas, caracterizadas por multiples neofor-
maciones exofiticas de aspecto semiesféricas y otras re-
dondeadas, base sésil, sélidas, superficie brillante y lisa,
consistencia firme de 1-5 cm de diametro, bordes definidos,
asintomaticas, de evolucién crénica, en cuero cabelludo al-
gunas lesiones confluyen dando apariencia de “tumor en
turbante” y otra con ulceracion de fondo granulado, bordes
elevados, con escasa fibrina, adherida, asociada a dolor al
momento de la palpacién (Fig. 1A-D). En el resto de la ex-
ploracion fisica se observo una piel de aspecto sano.

Se solicit6 pruebas laboratoriales de rutina como hema-
tologia completa y quimica sanguinea los cuales se encon-
traban dentro de limites normales, ademas tomografia axial
computarizada de craneo la cual reporto calcificaciones fi-
siolégicas para la edad, multiples nédulos cutaneos/subcu-
taneos, superficiales, que protruyen al exterior, algunos de
aspecto sésil, que van de 5-40 mm aproximadamente y que
corresponde a proceso neoplasico multiple a correlacionar
con la biopsia y estudio histopatolégico, ademas afectacion
6sea por una erosién en la region frontal izquierda de ca-
racter crénico degenerativo por contiglidad.

Se realiz6 biopsia incisional en sacabocados de 4 mm
de la piel de la region frontal, mentén, region preauricular
derechay pierna derechay se envi6 al servicio de anatomia
patolégica, el cual reporto al estudio histopatologico de la
lesion preauricular derecha y frontal: neoplasia compues-
ta por nidos de células basaloides que se disponen en un
patrén en rompecabezas, rodeados por una membrana ba-
sal gruesa, por lo cual se llega al diagndstico de cilindroma
(Fig. 2A-B). En la biopsia de menton se observa una neo-
plasia formada por nidos epiteliales de células basaloides,
que se disponen en grupos ramificados a partir de un centro
quistico, separados por un estroma fibroso asociado con los
componentes epiteliales, sin figuras de mitosis, por lo cual
se llega a un diagndstico de tricoepitelioma (Fig. 2C-D). En
la biopsia de pierna derecha piel de espesor completo que
muestra una en dermis una neoplasia en forma nodular, se-
parados unos de otro, compuesta por células de aspecto
como basaloides de pequefias a medianas, con modera-
da cantidad de citoplasma que se disponen en la periferia,
sin atipia citologica significativa y células palidas grandes
ubicadas en el centro estas células hacen pequefas for-
maciones tubulares, no se observan figuras mitéticas, por
las caracteristicas descriptas se llega al diagndstico de un
espiroadenoma (Fig.2E-F). Con los hallazgos clinicos, es-
tudios de imagen y la histopatologia se llega al diagnéstico
del sindrome de Brooke-Spiegler.

El tratamiento fue la prescripcion cuidados de piel en
los cuales se incluy6 un jabon neutro y protector solar spf
50 y derivacién a cirugia plastica para tratamiento quirGrgi-
co reconstructivo; para la Ulcera se indicé curaciones dia-
rias con ketanserina 2% al centro y areas con fibrina se
coloco clostridiopeptidasa A (colagenasa). La evolucién del
paciente fue como esperada, con disminucién de sintoma-
tologia de lesiones ulceradas, actualmente seguimiento por
la consulta de dermatologia y cirugia plastica

|
Discusion
El sindrome de Brooke-Spiegler representa una ge-

nodermatosis autosémica dominante, que aumenta con la
edad en un 60 a 100%, resultado de mutaciones en el gen
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CYLD ubicado en el cromosoma 16gq12-gq13, la ausencia de
antecedentes familiares patoldgicos de tumores cutaneos
puede ser el resultado de una mutacién de Novo o una pe-
netrancia incompleta, asi como la expresion variable del
gen CYLD, importante mencionar que el caso descrito no
habian antecedentes patoldgicos familiares de estas neo-
plasias®. Pese a que en el caso clinico presentado no se

Figura 1. Mdltiples neoformaciones
exofiticas solidas de aspecto se-
miesférico de bordes bien definidos
superficie lisa y color eritemato-vio-
laceo de varios tamafios desde 0.5
cm hasta 5 cm (A-D). En area cen-
trofacial se aprecian tricoepiteliomas
(A-B [flecha verde]) cuero cabelludo
se aprecian cilindromas que llegan
a confluir simulando “tumor aspecto
en turbante”™ (Ay C [flecha azul]), y
espiroadenomas ( D [Flecha roja]).

Figura 2. A-B: Cilindroma(neoplasia
compuesta por nidos de células basaloi-
des (A) que se disponen en un patrén en
rompecabezas, rodeados por una mem-
brana basal gruesa (B). C-D: Tricoepi-
telioma(neoplasia formada por nidos
epiteliales de células basaloides, que se
disponen en grupos ramificados a par-
tir de un centro quistico (C), separados
por un estroma fibroso asociado con los
componentes epiteliales, sin figuras de
mitosis(D). E-F: Espiroadenoma(neopla-
sia en forma nodular, separados unos de
otro por un estroma fibroso y colageniza-
do(E), compuesta por células de aspecto
como basaloides de pequefias a media-
nas y células palidas grandes ubicadas
en el centro estas células hacen peque-
fias formaciones tubulares (F).

obtuvo el estudio genético, se conoce que las mutaciones
implicadas se presentan en el cromosoma 16q12-q13, de
las cuales la inactivacion del gen CYLD se presenta en el
80 a 85% de los pacientes®.

La presencia de cilindroma, tricoepiteliomay espiroade-
noma concomitantes debe hacer sospechar de inmediato
un diagndstico del sindrome de Brooke-Spiegler, benignos
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en la mayoria de los casos, los tumores son propensos a
surgir en la regién craneofacial, lo que causa al paciente
una gran cantidad de molestias practicas y estéticas con
dolor local, hemorragia, infecciones locales y, en algunos
casos, incluso anemia crénica’. En el caso presentado se
evidencio clinica e histopatolégicamente la presencia de
cilindroma, tricoepitelioma y espiroadenoma, al realizar la
correlacion clinico-patolégica en su conjunto conforman el
diagnéstico clinico del sindrome de Brooke-Spiegler.

Los cilindromas son de diferente nimero y tamafio,
desde pocos hasta multitud, cubriendo todo el cuero ca-
belludo, la afectacién del cuero cabelludo con mdltiples le-
siones confluentes llevd a la denominacion de «tumor en
turbante». Los tricoepiteliomas tipicos en forma de papulas
amarillentas y pequefios nédulos tumorales suelen estar
en la cara, y provocan problemas psicosociales en los pa-
cientes debido a su localizacion. El espiroadenoma, de for-
macién tumoral individual debido a la ubicacion, se localiza
con mayor frecuencia en la parte superior del tronco, las
extremidades superiores y rara vez en el torax®e.

Histolégicamente los cilindromas estan compuestos
por células basaloides, que encajan como un rompecabe-
zas, rodeados por una membrana basal engrosada, con
dos tipos de células, células epiteliales periféricas indife-
renciadas en empalizada y células ductales cada vez mas
diferenciadas de ubicacion central y nucleos grandes; el tri-
coepitelioma son tumores dérmicos, compuestos por nidos
superficiales de células basaloides, con quistes llenos de
queratina, estroma fibroso sin atipia nuclear significativa y
el espiroadenoma es un tumor basoéfilo uninodular o multi-
nodular bien circunscrito con dos tipos de células, unas ubi-
cadas en el centro, grandes y palidas y células basaloides
oscuras y pequefias en la periferia®*.

La transformaciéon maligna tanto para los cilindromas
como los espiroadenomas esta descrita, pero es poco co-
mun gue esto suceda, también se ha asociado el sindrome
de Brooke-Spiegler con carcinoma basocelular, adenoma
y adenocarcinoma de glandulas salivares. El diagnéstico
diferencial debe realizarse con procesos que cursan con la
presencia de multiples papulas faciales firmes hereditarias
como son: sindrome de Birt-Hogg-Dube (fibrofoliculomas),
sindrome de Cowden (tricolemomas), esclerosis tuberosa
(angiofibromas), Sindrome de rombo (tricoepiteliomas) y
sindrome de Gardner (quistes epidérmicos), entre otros?2.

Debido a la rareza de esta condicion, las modalidades
de tratamiento varian, no existen terapias curativas para las
lesiones cutaneas, se han utilizado intervenciones quirdr-
gicas, como electrocirugia, criocirugia, cirugia con laser y
radiocirugia. Idealmente, deben intentarse temprano para
evitar cambios desfigurantes como el tumor del turban-
te®1314, |as terapias ablativas mas comunes consisten en
la escision clasica, la dermoabrasion, los laseres de CO o
de erbio-YAG y crioterapia entre otras. Ademas del enfoque
quirdrgico del tratamiento, se han probado con éxito varia-
ble medicamentos que incluyen aspirina, adalimumab, imi-
quimod tépico y vismodegib®1314, En el caso de la paciente
se trataron las lesiones mas molestas como areas periocu-
lares para mejorar el aspecto estético facial con cirugia y
reconstrucciones quirdrgicas por parte de cirugia plastica.

En la actualidad las caracteristicas desfigurantes de las
lesiones en rostro son psicolégicamente angustiantes para
los pacientes por lo cual dentro del tratamiento oportuno
a la paciente se le promovié al manejo por el servicio de
psicologia con psicoterapia.

|
Conclusiones

La presencia de cilindromas, tricoepiteliomas y espi-
roadenomas hacen pensar un sindrome de Brooke-Spie-
gler, que tienden a tener presentaciones muy sugestivas,
como el tumor en turbante y desfiguracién de la region de la
cabeza, el abordaje es multidisciplinario, sin un tratamiento
definitivo y seguimiento para evaluar las posibles conver-
siones a malignidad de las lesiones ulceradas. La importan-
cia radica en que es una genodermatosis infrecuente, que
suele manifestarse a temprana a edad, sin embargo, exis-
ten casos como el presente que inicio en la quinta década
de la vida, lo cual es una neoplasia de anexos cutaneos, no
esta exenta que pueda progresar a malignidad, por lo que
no solo es importante llegar a un diagndstico, sino que el
seguimiento oportuno.
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Resumen: La sarcoidosis es una enfermedad inflamatoria multisistémica granulomatosa, no necrotizante de etiologia
desconocida, su diagnéstico es clinico-patolégico. Su incidencia se estima entre 2.3 y 11 por 100.000 habitantes/afio
y prevalencia varia de 2.17 a 160 por 100.000 personas, comienza en adultos menores de 50 afios, pero se ha visto
que alrededor del 70% de los casos ocurren entre los 25 y los 40 afios en el momento de la presentacion, con un
segundo pico de incidencia en mujeres mayores de 50 afios. Se presenta paciente masculino de 41 afios, afroamericano,
procedente de la region Nor-Oriental de Guatemala y residente en la ciudad de Guatemala, sin comorbilidades, con
dermatosis caracterizada por: multiples neoformaciones papuliformes, firmes de 3 a 4 mm de diametro, de color negruzco,
asociadas a prurito constante sin predominio de horario sobre tatuaje en miembro superior izquierdo, de dos afios de
evolucion, sin fiebre, diaforesis nocturna, ni pérdida de peso, no recibié atencién medica previamente. Examenes de
laboratorio sin alteraciones, to-mografia axial computarizada de pulmones sin afectacion del parénquima pulmonar,
analisis microbioldgicos para tuberculosis fueron negativos, serologia para: VIH, hepatitis A, B y C fueron negativas,
VDRL no reactivo. Se le realiza biopsia incisional en sacabocados de 4 mm de piel del area del tatuaje, la histopatologia
reporto piel con inflamacion crénica granulomatosa con for-macion de granulomas pequefios uniformes, con presencia
de células gigantes de tipo cuerpo ex-trafio, dentro de las cuales se observan cuerpos asteroides pequefios, tincion
de Acido periédico de Schiff (PAS) y Kinyoun fueron negativas para microrganismos, se llegé al diagndstico de sarcoi-
dosis extrapulmonar en piel. El diagnostico de sarcoidosis se requiere un cuadro clinico sugestivo, la comprobacion
histopatoldgica de granulomas no caseificantes en los érganos afectos y la exclu-sion de otras enfermedades capaces de
producir hallazgos histopatolégicos, o clinicos similares.

Palabras clave: Granulomas, Manifestaciones cutaneas, Sarcoidosis.

Abstract: Sarcoidosis is a multisystemic granulomatous, non-necrotizing inflammatory disease of unknown etiology; its
diagnosis is clinical-pathological. Its incidence is estimated between 2.3 and 11 per 100,000 inhabitants/year and prevalence
varies from 2.17 to 160 per 100,000 people, it begins in adults under 50 years of age, but it has been seen that around 70%
of cases occur between 25 and 25 years of age. 40 years at presentation, with a second peak incidence in women older
than 50 years. We present a 41-year-old African-American male patient from the North-Eastern region of Guatemala and
resident in Guatemala City, with no comorbidities, with dermatosis characterized by: multiple firm papuliform neoformations
of 3 to 4 mm in diameter, with a blackish, associated with constant itching without predominance of schedule on the tattoo
on the left upper limb, two years of evolution, without fever, night diaphoresis, or weight loss, had not previously received
medical care. Laboratory tests without alterations, computerized axial tomography of the lungs without lung parenchyma
involvement, microbiological tests for tuberculosis were negative, serology for HIV, hepatitis A, B and C were negative,
VDRL was non-reactive. An incisional biopsy was performed in a 4-mm punch of skin in the tattoo area. Histopathology
reported skin with chronic granulomatous inflammation with the formation of small, uniform granulomas, with foreign body-
type giant cells within which bodies can be seen. Small asteroids, Periodic Acid Schiff (PAS), and Kinyoun staining were
negative for microorganisms, and a diagnosis of extrapulmonary sarcoidosis in the skin was reached. The diagnosis of
sarcoidosis requires a suggestive clinical picture, histopathological verification of non-caseating granulomas in the affected
organs and the exclusion of other diseases capable of producing similar histopathological or clinical findings.

Key words: Granulomas, Cutaneous manifestations, Sarcoidosis.
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|
Introduccion

La sarcoidosis es una enfermedad inflamatoria mul-
tisistémica granulomatosa, no necrotizante de etiologia
desconocida, los mecanismos subyacentes a la formacion
de granulomas se com-prenden cada vez mejor, incluida
la susceptibilidad genética y los factores ambientales, ca-
racte-rizada por la infiltracion de diversos érganos por gra-
nulomas no necrotizantes, su diagnéstico es clinico-patol6-
gico'®. Su incidencia se estima entre 2.3 y 11 por 100.000
habitantes/afio. La prevalencia estimada varia de 2.17 a
160 por 100.000 personas, la alta variabilidad podria ex-pli-
carse por las diversas herramientas de diagnostico utiliza-
das en series mas antiguas para defi-nir la sarcoidosis y por
el origen étnico de cada cohorte®*. La sarcoidosis general-
mente comienza en adultos menores de 50 afios, pero se
ha visto que alrededor del 70% de los casos ocurren entre
los 25y los 40 afios de edad en el momento de la presen-
tacion, con un segundo pico de inciden-cia en mujeres ma-
yores de 50 afios, los afroamericanos y los escandinavos
tienen una mayor in-cidencia de la enfermedad que el resto
de la poblacion caucasica®.

En un 90% son de origen pulmonar y afectacién de
organos extrapulmonares ocurre hasta en el 50 % de los
pacientes, pero solo del 5 al 9 % de los pacientes tienen
enfermedad extrapulmonar sin afectacion pulmonar: sarcoi-
dosis no pulmonar y varian segun el sexo, el origen étnico
y la edad de presentacion®®. Los sitios mas comunes de
afectacion extrapulmonar son la piel, los ojos, el higado y
el sistema reticuloendotelial, con afectacion renal, cardiaca
y neurolégica mas rara, siendo la presentacion mas comun
en este grupo la sarcoidosis cutanea®”’.

Las lesiones dermatoldgicas de la sarcoidosis pueden
permanecer aisladas hasta en un 30% de los casos, reco-
nocer las manifestaciones cutaneas es de suma importan-
cia ya que con frecuencia son el primer signo de la enfer-
medad, estas suelen ser multiples maculas eritematosas,
papulas placas o nédulos subcutaneos, generalmente no
causan sintomas pero pueden tener importancia estética
cuando se localizan en la cara, la sarcoidosis cutanea tam-
bién puede ocurrir en el tejido cicatricial, el aspecto clini-
co puede variar segun el tipo morfoldgico de la lesion, su
cronicidad y el color de la piel circundante®. Algunos casos
surgen en cicatrices, piel traumatizada y alrededor de cuer-
po extrafio (como tatuajes) hasta en un 5.4% a 13.8% de
los casos, estas lesiones sobre tatuaje suelen presentarse
se forma inespecifica, asintomaticas y dispersas, sin infil-
tracion de todo el tatuaje, las tintas de color rojo y negro
son las mas frecuentemente asociadas a reacciones sar-
coideas. La aparicion de granulomas en zonas del tatuaje
con distintos colores es muy suges-tiva de sarcoidosis. Las
lesiones pueden surgir de varios meses o incluso afos des-
pués de realizar el tatuaje; esto podria deberse a la lenta
degradacion de los pigmentos secundaria a la exposi-cion
cronica a luz ultravioleta y el papel adicional de algunos fac-
tores como la infeccion por el virus de hepatitis C VHC o el
tratamiento con interferon. Se cree que el desencadenante
podria ser un producto derivado de la tinta aparecido a lo
largo del tiempo®.

Los principales hallazgos histopatol6gicos son reaccio-
nes inflamatorias por linfocitos, eosindfilos, células plasma-
ticas y granulomas compuesto por histiocitos epitelioides
con abundante cito-plasma eosinofilico y nlcleos ovalados
que contienen un pequefio nucléolo central, con una co-ro-

na externa de colageno y fibroblastos en las formas croni-
cas; cuerpos de inclusién de Schau-mann ( inclusiones de
calcio y proteinas dentro de las células gigantes de Lan-
ghans como parte de un granuloma; estructuras concoideas
redondeadas laminadas basdfilas) y/o cuerpos aste-roides
(pequenas estructuras intracitoplasmaticas eosinofilicas en
forma de estrella también pre-sentes en la lepra tubercu-
loide, la beriliosis y el xantogranuloma necrobiético facial
atipico) den-tro células multinucleadas y cuerpos de Hama-
zaki-Wesenberg (inclusiones PAS+ peculiares, pueden ser
lisosomas grandes que contienen hemo lipofuscina)®.

|
Materiales y métodos

Se presenta un caso clinico de importancia sobre Sar-
coidosis extrapulmonar en tatuaje como forma de presen-
tacion sistémica. Se realizd una basqueda en bases de da-
tos como Scielo, Google Académico, PubMed, para poder
desarrollar el caso clinico. El reporte del caso clinico fue
revisado por médicos patélogos, dermatélogos y médico
internista. El paciente firmé su consentimiento informado.

|
Presentacion del caso

Se presenta el caso de un paciente masculino de 41
afos, afroamericano, procedente de la region Nor-Oriental
de Guatemala y residente en la ciudad de Guatemala, sin
comorbilidades de impor-tancia, se presenta al servicio de
dermatologia del Hospital General San Juan de Dios, de
la ciudad de Guatemala por presentar lesiones dermatol6-
gicas sobre tatuaje en miembro superior izquierdo, refirio
una evolucion de dos afios, no habia recibido atencién me-
dica previamente. Al examen fisico dermatosis diseminada
a miembro superior izquierdo que afecta hombro y brazo,
caracte-rizada por multiples neoformaciones papuliformes,
firmes de 3 a 4 mm de diametro, de color ne-gruzco, aso-
ciadas a prurito constante sin predominio de horario, se
encuentran sobre tatuaje tinta negra (Figura 1A-B). A la
Dermatoscopia se observan areas blanquecinas sin estruc-
tura, lineas y escama blancas fina adherida en el centro
(Figura 2A-B). Sin fiebre, diaforesis nocturna, ni pérdida de
peso. Se le realiz6 hematologia completa y quimica san-
guinea sin alteraciones, tomografia axial computarizada de
pulmones sin afectacion del parénquima pulmonar, analisis
microbiol6-gicos para tuberculosis fueron negativos, sero-
logia para VIH, virus de hepatitis A, B y C fueron negativas,
VDRL no reactivo. Se le realizé biopsia incisional en saca-
bocados de 4 mm de piel del area del tatuaje y se envia al
servicio de anatomia patoldgica, el cual reportd al estudio
histopa-toldgico de la piel inflamacion cronica granulomato-
sa con formacion de granulomas pequefios, uniformes, con
presencia de células gigantes de tipo cuerpo extrafio, den-
tro de las cuales se ob-servan cuerpos asteroides peque-
fios (Fig. 2A-B), tincién de Acido periddico de Schiff (PAS)
y Kinyoun fueron negativas para microrganismos, ademas
se descartaron otros procesos inflama-torios de reacciones
granulomatosas y procesos linfoproliferativos con estudios
de inmunohisto-quimica CD68 positivo y CDla negativo.
Con los hallazgos clinicos, estudios laboratoriales, es-tu-
dios de imagen e histopatoldgico se llegé al diagnostico de
sarcoidosis extrapulmonar en piel, se le brind6 tratamien-
to farmacoldgico con glucocorticoides orales en este caso
prednisona 40 mg/dia por 8 semanas y cuidados de piel
corticoesteroides topicos de mediana potencia para dismi-
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tinta negra. B: Dermatoscopia con areas blancas sin estructuras y lineas blancas a la periferia.

Figura 2. A: Granulomas pequefios B: Cuerpos asteroides (flecha).

nuir el prurito, jabén neutro y protector solar SPF50; con
una evolucion satisfactoria y seguimiento por la consulta
externa de medicina interna y dermatologia, en la actuali-
dad paciente con excelente mejoria clinica.

-
Discusion

La sarcoidosis es una enfermedad sistémica granulo-
matosa de etiologia desconocida y distribucién global, aun-
gue hay teorias de exposiciones ocupacionales, infeccio-
sas y genéticas. Descrita en 1869 por Carl William Boeck
cuando les dio el nombre a multiples lesiones sarcoidales
benignas en las regiones extensoras de los miembros su-
periores de un paciente de 36 afios. Ademas, existen varia-
cién no solo en la prevalencia de la enfermedad, sino en su
forma de presentacion de acuerdo con la raza, siendo mas
frecuentes las formas crénicas y el compromiso ocular en la

poblacion afrodescendiente y las formas asintomaticas en
la poblacion blanca, en el caso que se presenta importante
mencionar que es afrodescendiente, con una evolucién cro-
nica de las lesiones der-matolégicas por la que consulté*-3,

Latinoamérica es una region con incidencia baja de
sarcoidosis, probablemente por diferencias genéticas y de
exposicion ambiental a determinados antigenos o por la fal-
ta de programas de diagnodstico; asi importante mencionar
la alta prevalencia de otras enfermedades granulomatosas
endémicas como ser tuberculosis, lepra y micosis profunda
que son diagnostico diferencial, en este paciente se des-
cartaron todas estas enfermedades, tal como se describe
en la presentacion del caso. La sarcoidosis puede ser
asintomatica o con un perfil clinico agudo, subagudo y cré-
nico, siendo progresiva y recidivante y las manifestaciones
cutaneas es de los sitios mas frecuentemente afectados
extrapulmonar y tienen tendencia a aparecer en zonas de
cicatrices y tatuajes, tal como se presento en el paciente del




Nimzy J.Z. Letona-Garcia, Walter O. Vasquez-Bonilla, Alexis Monroy, Rosario Velasquez, Pe-bbles Medina, Fausto Mufioz-Lara

Volume 7 /Issue 3/8 « http://www.revistabionatura.com

caso que se describe®!?,

Para realizar el diagnoéstico se requiere de un cuadro
clinico sugestivo, la comprobacion histopa-tolégica de gra-
nulomas no caseificantes en los érganos afectos y la exclu-
sion de otras enferme-dades capaces de producir hallazgos
histopatolégicos o clinicos similares y las presentaciones
atipicas extrapulmonares donde puede presentarse adeno-
patias hiliares, lesiones cutaneas, arti-culares, oculares y
opacidad reticular pulmonar ademas de hipercalcemia con
hormona parati-roidea (PTH) normal o baja®®. La biopsia si-
gue siendo el Gold standard para el diagnostico de sarcoi-
dosis, junto con la exclusion de otras patologias, mediante
estudios complementarios®. El diagndstico se confirma
mediante la demostracion anatomopatologica de granu-
lomas no casei-ficantes y la extension de la enfermedad
puede determinarse mediante el diagndstico de tejidos y
las modalidades de imagen’. En el caso presente se pudo
comprobar histopatolégicamente el diagndstico y se ex-
cluyeron otras causas de enfermedades granulomatosas
como la tuberculosis, enfermedad por arafiazo de gato y
procesos linfoproliferativos entre otros. Las lesiones de la
piel se dividen en 2 grupos: especificas de la sarcoidosis
(con evidencia de granuloma) e inespecificas ( con cambios
inflamatorios, pero sin evidencia de granuloma), las lesio-
nes cutaneas especificas ge-neralmente no causan mas
sintomas que los cambios estéticos, por lo cual los pacien-
tes acuden a su consulta médica.

El tratamiento de la sarcoidosis cutédnea es similar al de
la enfermedad sistémica, siendo la terapia con corticoes-
teroides orales la alternativa mas eficaz, también los corti-
coesteroides topicos o intralesionales se han utilizado con
éxito en la afectacion cutanea. Se consideran se segunda
linea medicamentos como el metrotexato y los antipaldi-
cos como la cloroquina y la hidroxicloroquina, estos ultimos
en particular para los pacientes con enfermedad cutanea e
hipercalcemia®®*4,

|
Conclusiones

La sarcoidosis es un trastorno multisistémico raro en
nuestro medio o es subdiagnosticado y la importancia de
este caso radica en descartar causas alternativas de en-
fermedad granulomatosa, siendo la tuberculosis la mas
importante, considerando que Guatemala es un area en-
démica y que siempre constituye un importante diagnostico
diferencial, también infeccién por hongos, malig-nidad y las
enfermedades autoinmunes también deben considerarse
como diagnostico diferencial. Todos ellos también fueron
descartados en este paciente.
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Resumen: EI COVID-19 es una enfermedad infecciosa responsable hasta la fecha de 6,369,703 muertes a nivel mundial.
Para poder controlarla es importante adaptar y reforzar los sistemas nacionales de salud y ampliar las capacidades
en materia de vigilancia, siendo el reporte diario de nuevos casos y muertes por COVID-19, una de las principales
herramientas para comprender y dar respuesta a la pandemia. El trabajo se centrd en identificar inconsistencias en los
datos reportados sobre casos y muertes confirmadas de COVID-19, por el sistema de salud hondurefio durante el afio
2020. Se analizaron los datos oficiales publicados entre el 11 de marzo y el 31 de diciembre de 2020, por el centro de
recursos coronavirus de la Universidad Johns Hopkins, los datos fueron divididos en cuatro segmentos de analisis, el
primero correspondi6 a los primeros 50 dias de pandemia en el pais, el segundo incluy6 datos hasta el 24 junio, el tercero
hasta el 1 diciembre y el cuarto incluy6 todos los datos del 2020. Para el andlisis se hizo uso de la ley de Benford, el cual
es un fendbmeno estadistico ampliamente usado que permite detectar datos anémalos en los sistemas de vigilancia de
cada pais. Hasta el 31 de diciembre el sistema de salud hondurefio confirmé 121,827 casos positivos y 3,130 muertes por
COVID-19 en Honduras. Respecto a la deteccién de datos anémalos el segundo segmento de andlisis obtuvo un mejor
resultado, sin embargo, se observo que el andlisis acumulado correspondiente al 2020 no se ajusto a la Ley de Benford.
En general, la vigilancia tuvo una mejoria en el desempefié después de los primeros 50 dias de pandemia, no obstante,
los datos referentes al 2020 revelan una disconformidad con la ley de Benford, lo que se interpreta como un desempefio
de notificacién no adecuado.

Palabras clave: COVID-19, distribuciones estadisticas, Honduras, monitoreo epidemioldgico, notificacién de enfermedades.

Abstract: COVID-19 is an infectious disease responsible to date for 6,369,703 deaths worldwide. To control it, it is essential
to adapt and strengthen national health systems and expand surveillance capacities, with the daily report of new cases
and deaths from COVID-19 being one of the main tools for understanding and responding to the pandemic. . The work
focused on identifying inconsistencies in the data reported on confirmed cases and deaths of COVID-19, by the Honduran
health system during 2020. Official data published between March 11 and December 31 were analyzed. 2020, by the Johns
Hopkins University coronavirus resource center, the data was divided into four analysis segments, the first corresponded
to the first 50 days of the pandemic in the country, the second included data up to June 24, the third until December 1 and
the fourth included all the data for 2020. For the analysis, Benford's law was used, a widely used statistical phenomenon
that allows detecting anomalous data in the surveillance systems of each country. As of December 31, the Honduran
health system confirmed 121,827 positive cases and 3,130 deaths from COVID-19 in Honduras. Regarding the detection
of anomalous data, the second analysis segment obtained a better result; however, it was observed that the accumulated
analysis corresponding to 2020 did not adjust to Benford's Law. In general, surveillance improved performance after the
first 50 days of the pandemic; however, the data for 2020 reveal a non-conformity with Benford's law, which is interpreted
as a notification performance unsuitable.

Key words: COVID-19, disease notification, epidemiological monitoring, Honduras, statistical distributions.
|
Introduccion

La enfermedad por coronavirus (COVID-19) es una
enfermedad infecciosa causada por el virus SARS-CoV-21,
fue detectada por primera vez en diciembre de 2019 en la
ciudad de Wuhan, China?. Este virus se propagé rapida-
mente en muchos paises de todos los continentes, por lo
que el 11 de marzo de 2020 la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) determiné caracterizar la COVID-19 como
una pandemia®.

Previo a la pandemia del coronavirus, Honduras ya
atravesaba una de las emergencias sanitarias mas graves
de su historia, el 10 de febrero del 2020, el Gobierno de
Honduras mediante decreto ejecutivo declar6 estado de
emergencia sanitaria, en todo el territorio nacional®. Ini-
cialmente se aplicaron diferentes medidas de prevencién
y control, entre ellas estan el toque de queda obligatorio
(entre 17 y el 29 de marzo de 2020), que posteriormente fue
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modificado limitando la movilizacién a segun el ultimo digito
de la tarjeta de identidad o pasaporte, también se llevaron
a cabo restricciones en la entrada y salida de las fronteras
terrestres, maritimas y aéreas, asi como la ejecucion de
camparfias educativas®®.

La OMS ha establecido guias para vigilancia epidemio-
I6gica, destacando la importancia de adaptar y reforzar los
sistemas de salud y ampliar las capacidades en materia
de vigilancia integral, ya que, para poder controlar el CO-
VID-19 es necesario investigar todos los casos sospecho-
sos y probables y confirmarlos por medio de pruebas de
laboratorio, ademas es necesario realizar la vigilancia de la
mortalidad, por medio de un monitoreo de las muertes y sus
causas, sobre todo aquellas de tipo inespecifico que po-
drian representar casos de COVID-19 no diagnosticados®’.
En consecuencia, multiples investigaciones han evidencia-
do la utilidad de la ley de Benford para la deteccién de datos
andmalos en los sistemas de vigilancia de diferentes enfer-
medades incluyendo el COVID-198-"2,

Benford, demostré que para un conjunto de datos de
cualquier indole (tributarios, loteria, o cualquier otro) exis-
te una probabilidad de aparicion de su primer digito que
responde a la siguiente forma: que el primer digito sea 1
(30.1%), que sea dos (17.6%), tres (12.5%), cuatro (9.7%),
cinco (7.9%), seis (6.7%), siete (5.8%), ocho (5.1%) y nue-
ve (4.6%)%.

Lo encontrado en la ley de Benford se puede expresar
con la siguiente ecuacion:

€y

donde a corresponde al digito inicial de cada dato ob-
servado dentro del conjunto, estos hallazgos de Benford
dieron pie a que sus aportes también se le conozca como
la “ley del primer digito”, por esta razén, investigaciones an-
teriores destacan la importancia de la aplicacion de la ley
de Benford en periodos de pandemia’*, es por ello que este
estudio tuvo como objetivo identificar inconsistencias en los
datos reportados sobre casos positivos y muertes confir-
madas de COVID-19 por el sistema de salud hondurefio
durante el afio 2020.

a+1
r. - g ( )

|
Materiales y métodos

Para el desarrollo del presente estudio se obtuvieron
los datos del sistema de salud hondurefio concernientes al
COVID-19 disponibles en el Centro de Ciencia e Ingenie-
ria de Sistemas (CSSE) de la Universidad Johns Hopkins,
los cuales se presentan de manera diaria y acumulada®.
Los datos utilizados correspondian al periodo comprendido
entre el 11 de marzo (debido a que en Honduras el primer
caso se reporté en esta fecha) y el 31 de diciembre de 2020.

El andlisis de los datos se dividié en cuatro segmen-
tos: el primero, contemplando los primeros 50 dias de la
pandemia en el pais, desde el 11 marzo hasta el 29 abril; el
segundo a partir del dia 51 de pandemia, es decir 30 abril
hasta el 24 de junio, ya que el 24 de junio se realizé la in-
auguracion del segundo Laboratorio de Biologia Molecular
en el pais. El tercer segmento de analisis se realizé a partir
del funcionamiento del este laboratorio, bajo el supuesto de
una mejor vigilancia, desde el 25 junio hasta el 1 de diciem-
bre, fecha en la cual el gobierno suspende las restricciones
de movilidad tras el paso de los fenémenos naturales IOTA
y ETA. Finalmente, se analizo el total de observaciones du-

rante el afio 2020, del 11 de marzo hasta el 31 de diciem-
bre, con el objetivo de observar los hechos relevantes en
materia de reportes de vigilancia del COVID-19.

El tratamiento de los datos, asi como los resultados en-
contrados se realizaron con el programa estadistico Stata
16.0 (StataCorp, Stata Statistical Software). Para la evalua-
cion del sistema de vigilancia hondurefio respecto al CO-
VID-19, se evaluo el cumplimiento de la ley de Benford para
los indicadores de casos y muertes confirmados, mediante
la prueba x? esto debido a que se busco una prueba de
bondad de ajuste, es decir, que tan probable es que los da-
tos observados se apeguen a una distribucion especifica.

|
Resultados y discusion

Cgsos&/ muertes confirmadas por COVID-19 durante el
ano 2020

Los resultados del sistema de vigilancia hondurefio re-
portan que hasta el 31 de diciembre de 2020 se realizaron
314,217 pruebas PCR para detectar COVID-19, de las cua-
les se confirmaron 121,827 casos positivos y 3,130 muertes
debido a esta enfermedad. La figura 1 muestra el acumula-
do de casos y muertes confirmadas por COVID-19 y el total
de pruebas PCR realizadas durante el 2020.

El promedio de pruebas PCR durante el afio 2020 fue
de 1,058 pruebas diarias, sin embargo, en el primer perio-
do de andlisis (los primeros 50 dias de pandemia desde el
primer caso reportado) se estaban realizando en promedio
66 pruebas PCR diarias, mientras que en el lapso entre el
24 de junio hasta el 31 de diciembre de 2020 el nimero de
pruebas ascendio a un promedio de 1,475 pruebas diarias.

Con relacion a los casos confirmados, durante los pri-
meros 50 dias de pandemia se registraron 738 casos, y
hasta el 24 junio 2020 el sistema de vigilancia del pais re-
portd un total de 14,571, los demés segmentos de andlisis
se visualizan en la tabla 1.

En cuanto al numero de muertes se reportaron 66 du-
rante los primeros 50 dias de pandemia, mientras que en el
total del afio 2020 el promedio de muertes diarias alcanz6
una cifra de 10,5 ver los detalles en la tabla 2. El porcen-
taje de casos positivos durante el afio 2020 fue de 35.7 %,
mostrando un promedio de casos positivos diarios durante
los primeros 50 dias de 19.2 % y el promedio de casos
diarios positivos més alto fue de 44.3 % el cual se observo
entre 24 de junio y el 1 de diciembre. La figura 2 muestra el
reporte diario de casos positivos y muertes confirmadas por
COVID-19, asi como el nimero de pruebas PCR diarias y el
porcentaje de casos positivos durante el afio 2020.

Datos anémalos presentes en los casos confirmados
por COVID-19

Para la deteccion de los datos andmalos se utilizé la
distribucién de la ley de primer digito, las cuales se pueden
observar en las figuras 3 y 4, para conocer si la distribucion
observada (barras grises de las figuras 3y 4) se acerca a la
esperada (linearoja) se utilizé la prueba de bondad de ajus-
te x? (test chi2tail en stata) la cual se muestra en la tabla 1
y 2, donde se puede comprobar que los datos observados
no siguen la ley de Benford. También es importante tener
en cuenta que este analisis muestra los datos acumulados
de los reportes del sistema de vigilancia de Honduras, es
decir, el segundo segmento de analisis contiene el primero
y asi en sucesién hasta mostrar todos los reportes del afio
2020. La figura 3 muestra la distribucion observada del pri-
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Figura 1. Reporte de COVID-19 del sistema de vigilancia hondurefio durante el 2020.

mer digito de los cuatro periodos de analisis para los casos
positivos de COVID-19, lo cual refleja que ninguno de los
periodos se asemeja estrictamente a la distribucién de la
ley de Benford.

En la tabla 1 se brinda el resultado de la prueba x? el
cual fue 0,048, mostrando que los datos observados en
los primeros 50 dias de pandemia no se asemejan a los
esperados en la distribucion de Benford. Para el segundo
periodo (figura 2, panel B) el valor de x? fue de 0,60 esto
nos indica que los reportes observados hasta el 24 de junio
se asemejan a los esperados sin llegar a mostrar un acer-
camiento considerable a dicha distribucion. Para el tercer
y cuarto periodo de andlisis el valor p de x? mostré un va-
lor de 0,0000384899 y de 0,012 respectivamente, lo cual
confirma lo que refleja la figura 3, es decir, que los datos
observados de reportes de casos positivos durante el afio
2020 no se asemejan a la distribucién esperada.

Datos anémalos presentes en las muertes confirmadas
por COVID-19

La tabla 1 y 2 también brindan informacion de los cua-
tro periodos de analisis sobre el nUmero de datos espera-
dos y el observado de primer digito de los casos acumula-
dos en las cifras de muertes y casos positivos, en el caso
de la tabla 2 se muestran menos datos acumulados debido
a que las muertes por COVID-19 comenzaron a ser reporta-
das a partir del dia 26 de marzo del 2020, es decir, el dia 17
de pandemia desde el primer caso positivo en Honduras.
Asimismo, en la figura 4 se muestra la distribuciéon obser-
vada del primer digito de los cuatro periodos de analisis
referentes a las muertes confirmadas como consecuencia

del COVID-19.

El resultado de la prueba x? para el primer segmento
resultd 0,78333 aproximandose bastante a la distribucion
esperada, cabe resaltar que para analizar este periodo se
utilizé los primeros 50 dias a partir de la primera muerte
confirmada en el pais. Para el segundo periodo (figura 4,
panel B) el valor de x? fue de 0,227 esto indica que los
reportes observados de muertes hasta el 24 de junio se
asemejan a los esperados. Para el tercer periodo de ana-
lisis el valor p de x? mostr6 un valor de 1,17949E% lo cual
da evidencia que los datos no se asemejan a la distribucion
esperada. En el cuarto periodo de andlisis el cual corres-
ponde a todos los reportes de muertes por COVID-19 del
sistema de vigilancia durante el afio 2020, se encontr6é un
valor de p de x? de 3,50E% por lo cual evidencia que los
reportes de muertes durante el afio 2020 no se asemejan
a la distribucion esperada expresada por la ley de Benford.

1
Discusion

Es necesario recopilar informacién acerca del niumero
total de personas a las que se les han hecho pruebas de
deteccién y no solo documentar los casos positivos, ya que
el numero de pruebas realizadas es utilizado como indica-
dor del grado de actividad de la vigilancia’. Si analizamos
el numero total de pruebas de laboratorio notificadas por
el sistema de vigilancia de salud de Honduras, las cuales
incluian los reportes de laboratorios a nivel publico y priva-
do, ya que, a partir del 16 de abril 2020, se incorpora a los
laboratorios privados en la deteccién de casos COVID-19%,
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Figura 2. Reporte diario de COVID-19 del sistema de vigilancia hondurefio durante el 2020.

veremos que fue relativamente bajo en comparacion con
la cantidad de analisis realizados por otros paises Centro-
americanos?’. Sin embargo, este dato debe considerar va-
rios factores, como la capacidad instalada en cada pais o el
namero de profesionales de la salud, siendo que el sistema
de salud hondurefio evidenciaba muchas deficiencias en
cuanto a infraestructura, personal y tecnologia para el ana-
lisis, colapsando en sus principales centros asistenciales y
generando una mora en la entrega de resultados* 1.

Por otro lado, la proporcion de pruebas positivas nos
indica la intensidad de la transmision entre las personas,
este valor dependera del numero de pruebas realizadas
diariamente y del nimero de habitantes en cada pais’. La
informacion de los resultados evidencia que el numero total
de casos confirmados durante el afio 2020 en Honduras es
bajo, en comparacion con otros paises centroamericanos,
superando en numero de casos solo a Nicaragua y El Sal-
vador®®; en contraste, Honduras fue el tercer pais centroa-
mericano con mayor cantidad de muertes confirmadas por
COVID-19, aun con la baja cantidad de pruebas realizadas,
siendo superado Unicamente por Guatemala y Panama?.
Es relevante considerar la escasa cantidad de Hospitales
especializados con los que cuenta Honduras, lo que provo-
ca el colapso de estos centros de manera recurrente, quie-
nes por lo general cuentan con una ocupacion de mas del
70%, lo cual aumenté notablemente durante la pandemia?®,
lo que podria explicar el aumento en el numero de muertes,
ya que fue necesaria la creacion de multiples centros de
triaje en el pais, asi como el apoyo de centros asistenciales
privados, para controlar los casos severos.

Existen varios estudios donde se analiza los casos y
muertes confirmadas por COVID-19 en los primeros me-
ses de la pandemia, datos que difieren a la situacion re-
portada en Honduras, en donde los registros son mucho
menores?*2%, sin embargo, se deben tomar en cuenta las
diferencias politicas, econdmicas, culturales presentes en
cada pais, asi como las fechas de corte utilizadas en cada
estudio. Esto es importante ya que la oportuna vigilancia lo-
gra reducir la transmision, asi como la morbilidad y la mor-
talidad relacionadas con la enfermedad. Ademas, el imple-
mentar una vigilancia continua del COVID-19 es un punto
clave para conocer la incidencia en los diferentes grupos
con mayor probabilidad de presentar un cuadro severo y/o
morir’.

En lo concerniente a la identificacion de datos anéma-
los se observé un ajuste cercano en el segundo segmento
de analisis, esto sugieren que la vigilancia se desempefio
mejor durante los primeros meses de pandemia, no obstan-
te, el numero de casos y muertes se increment6 gradual-
mente producto de la rdpida propagacion de la enfermedad,
y si a esto sumamos la aparicion tardia de los sintomas
posterior al periodo de transmision, ademas, que las per-
sonas asintomaticas de igual manera pueden transmitir el
virus, lo que dificulta aun mas la vigilancia®. A su vez, el
comportamiento del primer digito no se ajusto a la ley de
Benford en el cuarto segmento de analisis, el cual corres-
ponde al total de observaciones reportadas durante el afio
2020, por lo que podemos afirmar que, en general los datos
reportados por el sistema de vigilancia de COVID-19 duran-
te el afio 2020 reflejaron datos de mala calidad, lo que se
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Figura 3. Distribucion de primer digito de casos confirmados de COVID-19.

Tabla 1. Datos de vigilancia epidemioldgica de casos confirmados de COVID-19 con la ley de Benford*.

interpreta como un desempefio de notificacién no adecua-
do, lo que puede explicarse de acuerdo a lo mencionado
en el Plan de Respuesta Humanitaria ante el COVID 19 de
la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), donde se
menciona que la pandemia del coronavirus en Honduras
revelo la baja capacidad de respuesta del Sistema Nacional
de Salud, demostrando multiples deficiencias®.

Estos resultados concuerdan con investigaciones pre-
vias donde analizan los datos a nivel mundial y por cada
pais incluyendo Honduras, empleado fechas de cortes di-
ferentes a las aplicadas en este estudio, evidenciando que

la distribucion de los primeros digitos respecto a los nuevos
casos de COVID-19 en el pais, presentan inconsistencias
con la ley de Benford?-%, situacion similar a la encontrada
en otros paises!®. Por otro lado, paises con mejores sis-
temas de vigilancia como Filipinas, China, Indonesia, Italia
y Estados Unidos reportan un mejor ajuste entre los casos
reportados de COVID-19 y la distribucién esperada durante
la pandemia®'°2¢-%0, | a falta del ajuste de los datos a la ley
de Benford también suele ocurrir durante las fases iniciales
de una epidemia, lo que sugiere problemas o subregistros,
como muertes o casos que no lograron ser confirmados,
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Figura 4. Distribucion de primer digito de muertes confirmadas por COVID-19.

Tabla 2. Datos de vigilancia epidemiolégica de muertes confirmados por COVID-19 con la ley de Benford*

estudios sugieren tomar en consideracion aspectos como
el registro de datos fabricados voluntaria o involuntariamen-
te, asi como otros errores relacionados con la digitalizacién
de los datos®.

Como una de las limitaciones de este estudio podemos
mencionar la alta frecuencia de casos asintomaticos, los
gue afectan la calidad de los datos, ademas que muchas

personas con cuadros leves a moderados pudieron no co-
rroborar la enfermedad, al igual que las muertes que no fue-
ron confirmadas por el sistema de salud. También al hacer
uso de datos secundarios, se puede reflejar un subregistro,
producto de las dificultades de acceso a los servicios de sa-
lud, esto podria generar un error no observable en los datos
utilizados. Lo cual podria solventarse al realizar el andlisis
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para areas mas pequefias y de esta manera detectar las
dificultades y asi obtener datos de mejor calidad.

Finalmente, la identificacién de datos anémalos por me-
dio de la ley de Benford, es una herramienta tecnolégica re-
lativamente facil de implementar, que detecta anomalias en
las notificaciones de casos registrados en el sistema de vigi-
lancia de una enfermedad, evaluando la calidad de los datos
lo cual es una caracteristica que esta incluida en Centers
for Disease Directrices de Control y Prevenciéon (CDC)®. Es
importante mencionar que este es el primer estudio en identi-
ficar datos anémalos reportados en el pais durante el primer
afo de pandemia en relacion con casos y muertes confirma-
das por lo que nuestros hallazgos pueden ser utiles para la
vigilancia continua del COVID-19, destacando su potencial
utilidad como herramienta complementaria en el monitoreo
de las enfermedades endémicas del pais, siendo de gran
apoyo al sistema de vigilancia nacional.

|
Conclusiones

Los datos reportados por el sistema de vigilancia de
COVID-19 en Honduras, durante el afio 2020 reflejaron
datos de mala calidad, ya que no se ajustaron a la ley de
Benford, lo que se interpreta como un desempefio de noti-
ficacion no adecuado. Ademas, los hallazgos evidencian la
actual necesidad por parte del sistema de vigilancia hondu-
refio, en continuar innovando e investigando, por lo que las
futuras investigaciones podrian centrase en evaluar nuevas
herramientas tecnoldgicas que permitan obtener informa-
cion rapida sobre el desempefio de la notificacion de casos,
siendo esto crucial en el control y prevencion de las enfer-
medades.
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Abstract: The main problem in developing gluten-free products enriched with B-glucans (BG) is the hydrolysis they suffer
due to the endogenous B-glucanase content of raw materials. The depolymerization causes a decrease in the molecular
weight and viscosity, which is the most important parameter related to the health claims of BG. Hence, it is necessary to
inactivate the B-glucanase. Therefore, this study aimed to inactivate the B-glucanase activity present in rice flour (Indica
variety) with fine particle size using the microwave (MW) hydrothermal treatment method. The rice flour was conditioned
at three different humidities 13, 16, 19 and 25%. Samples of 50 g were subjected to different microwave treatments 1,
2, 4 and 8 min, at 900 W power at 20 seconds intervals of treatment and 1-minute rest. The effect of particle size on
inactivating the B-glucanase activity and the effect of MW treatment on the flour pasting property were also studied. The
inactivation process followed a first-order kinetic response, and the apparent rate constant of thermal inactivation increased
exponentially with the moisture content (M) of the flour, according to the equation -0.02t-exp (0.19-M) (R2 = 0.987). Among
the treatments employed 4 min treatment at 25% initial M was found effective for complete B-glucanase inactivation. The

effect of flour particle size did not show a significant (p> 0.05) difference on the efficiency of B-glucanase inactivation.

Key words: Particle size, B-glucans, rice flour, microwave treatment, B-glucanase activity.
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Introduction

Rice (Oryza sativa L.) is one of the world's most impor-
tant cereals, a staple food for more than half of the world's
population. Rice is harvested with husk, which accounts for
approximately 20% of the weight®. The husk is removed
mechanically to obtain white rice grain and rice bran?. This
brand is a natural source of protein (14-16%), fat (12-23%),
crude fiber (8-10%), carbohydrates (CHQO's), vitamins, mi-
nerals, and essential unsaturated fatty acids, phenolic com-
pounds. In addition to natural antioxidants such as tocophe-
rols, and tocotrienols and a high enzyme load, they mainly
consist of lipases, lipoxygenases and peroxidases'®. These
endogenous enzymes in rice, others can also be found,
such as: polyphenol oxidases, amylases, catalases, -glu-
canases, etc. Most endogenous rice enzymes are found
in both the bran and the germ. The (1-3) (1-4) B-Glucans
(BG) are essential components in the cell walls in the star-
chy endosperm and aleurone layer of cereals such as oats
and barley and in low amounts in wheat and rye'® and they
are termed as non-starch polysaccharides and are classi-
fied as soluble dietary fiber with thickening properties. BG
is claimed to have health benefits such as contributing in
maintaining normal blood cholesterol levels (recommended
intake of 3 g oat BG daily), reduction of the increase in blood
glucose or post-prandial glycemia (intake of 4 g oat or bar-
ley BG /30g available CHO's per meal), prolongation to the
feeling of satiety and with it a reduction in energy intake,
improvement of digestive function’. The potential beneficial
physiological activities of 3-glucans are attributed to their
ability to increase intestinal contents' viscosity and thereby
modify the absorption rates of nutrients and bile acids?!.

Celiac disease is an immune-mediated enteropathy of
the digestive tract that causes damage to the small intesti-
ne and interferes with the absorption of nutrients from food,
characterized by permanent intolerance to gluten®. The in-
gestion of these gluten proteins causes a loss of intestinal
villi leading to a reduction in the absorption of nutrients. To-
day the disease has become one of the most common di-
sorders in the population affecting approximately 0.3-1.0%
of the world's population. It affects more females than the
male population in a 2:1 ratio. The only efficient treatment
for this intolerance is strict lifelong adherence to a glu-
ten-free (GF) diet®.

Many gluten-free cereals like rice, corn sorghum, etc.
They are used for the elaboration of GF foods. In addition,
gluten-free products are mainly starchy, which leads to a
nutritionally unbalanced diet due to their lack of fiber, vita-
mins and minerals?. Therefore, one of the challenges of the
agri-food industry is an improvement in the quality of GF
bakery products*#2t. With a mild flavor, white color, better
digestibility, hypoallergenic properties and the presence of
easily digestible carbohydrates??. GF products usually have
low amounts of fiber, both soluble and insoluble. Their die-
tary fiber enrichment seems necessary for their nutritional
improvement?!. Recent studies have opted to enrich breads
made with rice flour (RF) with BG whose beneficial heal-
th effects have been mentioned above. The effects of BG
in baking depend on its molecular weight, concentration
and purity. In principle, higher concentration and molecular
weight worsen bread quality but improve nutritional proper-
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ties. However, previous studies have shown that the effect
of molecular weight depends on the presence of B-gluca-
nases®®?!. Due to this, it is very important to consider all
the factors that could influence the molecular weight of BG.
One aspect to consider is the enzymatic activity that can
considerably hydrolyse this type of soluble fiber reducing its
molecular weight in such a way that its beneficial aspects
for health are lost.

The enzymes responsible for this hydrolysis are (1-3)
(1-4) B-glucanases. To avoid the degradation of beta-glu-
cans, several solutions have been investigated and propo-
sed the inactivation of (1-3) (1-4) B-glucanases enzymes1,
One method of enzyme inactivation studied is by applying
microwave energy®°13171833  Microwave heating is based
on transforming the alternating energy of the magnetic field
into thermal energy because it affects polar and ionizable
molecules of matter®'®?’. |s generated by the friction and
collision of molecules that try to orient themselves within
the oscillating field. It is generally assumed that microwa-
ve effects contribute to microbial destruction or enzyme
inactivation due to thermal effects®'’. Mechanical rice flour
grinding, characterized by the reduction of particle size, sig-
nificantly influences the structure and several properties of
rice flour®. It could therefore be a factor influencing enzy-
me inactivation. This study aims to experimentally test the
inactivation of B-glucanase using microwave energy (MW)
by checking the effect of flour particle size to try to preserve
both the content and molecular weight of B-glucans avoi-
ding their hydrolysis, from which gluten-free rice flour-based
products would be enriched.

|
Materials and methods

Materials

Ultra-fine white Indica variety rice flour (microcer) su-
pplied by Herba Ricemills S.L.U (Valencia, Spain) and wi-
thout any preservation process was used for the study. The
flour contained the following properties: Moisture <15.0%,
acidity (ml of NaOH 0.1N/100g) <3.0mL, density 0. 50-0.70
g/cc, gluten <10ppm, protein >6.5%, ash <0.9, fat <1.0% and
particle size: >150 um; <1%, 150-90 pm; 5-15%, <90um;
>84%) (data provided by the manufacturer). To determine
the effect of flour particle size on enzyme inactivation data
on NPU flour, Pérez-Quirce et al. (2016). The B-glucan from
oats of high purity (95%) was also used.

Sample preparation

The initial moisture content (MC) of the microcer rice
flour was measured by the official method 44-19%, The MC
of the flour for the study were adjusted to 13, 16, 19 and
25% with an error of £ 0.3%. To adjust the moisture content
of the flours, distilled water was sprayed while it was mixed
using a mixer (Model 5KPM50, Kitchen Aid, St. Joseph, M,
USA) for an estimated 10 minutes until the indicated mois-
ture contents were obtained. Subsequently, the hydrated
flours were allowed to stand for 24 hours under refrigeration
4°C to equilibrate the moisture in the flour, then stored in
heat-sealed polyethylene plastic bags. Each flour with its
respective moisture content was subjected to 3 different mi-
crowave (MW) treatments times: 1, 2, 4 and 8 minutes at
900 W power. The control was untreated native microcer
rice flour.

Microwave treatment

50 grams of hydrated flour were weighed and intro-
duced in 20 x 30 cm bags (polyamide+polypropylene)
(NOP101, Cryovac, Sealed air, NY, USA) hermetically sea-
led by a thermosealing machine (Magneta 300 MG model,
Audio Elektro, Holland), each sample with an approximate
thickness of 1 mm inside the bag was introduced into the
microwave, with the objective that the distribution of the
energy inside the MW is uniform on the sample. The test
conditions were established as a power of 900W with cy-
cles of 20 seconds of treatment alternating with 1 minute
as stop time, successively until the desired treatment time
was reached (1, 2, 4 and 8 min). Between each minute of
stop time, the bag's temperature was measured by intro-
ducing an infrared probe (model Testo 826-T2, Lenzkirch,
Germany) sweeping over the entire bag to obtain the maxi-
mum temperature reached by the flour during the treatment.
In addition to the temperature measurement, the samples
were shaken and mixed manually and rotated for homoge-
nization of the treatment. The treated samples were then
cooled in the microwave oven to room temperature. They
were then stored in a freezer at a temperature of -20°C until
their respective analysis. The moisture content of each flour
sample was quantified before and after treatment to confirm
the hermetic seal of the bags.

Table 1. Microwave conditions and ID of treated samples
used in the study.

B-glucanase activity

The B-glucanase activity of each MW-treated sample
was evaluated by employing a viscosity decrease index.
Endogenous B-Glucanases in rice flour acted on a BG solu-
tion by hydrolyzing and breaking bonds (depolymerization),
thereby resulting in a decrease in the molecular weight of
the extract-solution mixture by reducing the viscosity, which
is governed by the following formula nsp = (n-no)/no, where
nsp is the specific viscosity, and no is the viscosity of water,
according to the method used in previous work8, The me-
thod was based on mixing a flour extract added to a dilute
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solution of B-Glucan (purity 95%) of concentration 0.1% w/v.
The flour was extracted by shaking the flour-water mixture
(flour/water 1:10) at 25°C for 30 minutes and then centri-
fuging it at 2500 rpm for 20 minutes. The supernatant of
the mixture was then filtered. Next, a 6-mL aliquot of the
flour extract was mixed with 36 mL of the 3-glucan solution
(0.1% wi/v) of high molecular weight (2x106) that was at a
temperature of 20°C; this mixture was stirred very slightly
with a glass rod and then transferred to a Ubbelohde glass
capillary viscometer (UBBELO4NC, K 0. 01, range 2-10 cSt,
Paragon Scientific Ltd, Wirral, UK). Measurements of the
dissolution time were recorded in the viscometer between
the two marks for 1 hour at intervals of every 5 minutes,
maintained at a temperature of 20 °C with an error of £ 0.1
°C. Prior to the dissolution measurement, distilled water was
measured in the viscometer, and the B-glucanase activity
values were adjusted. The values of specific viscosity/time
were represented in a linear regression model, the adjusted
slope of the equation representing the B-glucanase activi-
ty. This activity was expressed as the decrease in specific
viscosity per hour of the pure B-glucan solution after adding
the flour extracts; after each assay, chromic mixture was
added, with a high concentration of sulfuric acid, thus ensu-
ring the complete removal of any residual B-Glucan traces.
The B-glucanase activities of each sample were performed
in duplicate.

Enzyme inactivation kinetics

Enzyme inactivation was highly dependent on the ex-
posure time to microwave energy as well as the moisture
content of the treated sample. Flours with the highest de-
grees of enzymatic inactivation contained higher moisture
percentages and were subjected to longer treatment times.
The effect of MW treatment on each % moisture content
was described in a kinetic model according to the following
equation: A=A exp (-k.t), where A is the B-glucanase ac-
tivity, t is the microwave treatment time, A, is a constant
representing the initial activity of the untreated flour (t = 0);
and k (min-1) is the apparent rate of enzyme inactivation,
representing the reduction of enzyme activity per unit time.
From the MW treatments and the enzyme activity measure-
ments carried out in previous sections, an estimation of the
equations for each sample treatment moisture (13, 16, 19
and 25%) was performed.

Pasting properties

Rapid Visco Analyzer studied the pasting properties of
MW-treated samples (RVA-4, Newport Scientific Pvt. Ltd.
Warriewood, Australia) using the standard method ICC 162.
each sample was prepared by weighing 3.0+ 0.01 g of rice
flour (14% moisture basis) and mixing it with 25+ 0.1 ml of
distilled water in a test canister. Pasting parameters such as
pasting temperature (PT), peak viscosity (PV), trough visco-
sity (TV), final viscosity (FV), breakdown (BV = PV-TV) and
setback (SV=FV-TV) were calculated by the thermocline v
2.2 software. each treatment was analyzed in duplicate.

Statistical analysis

Results were statistically analyzed using Statgraphics
Centurion XVIII software (Bitstream, Cambridge, MN, USA).
Analysis of variance (ANOVA) by Least Significant Differen-
ce (LSD) test at p-value < 0.05 was performed.

|
Results

B-glucanase activity of flours subjected to the different
microwave treatments

Specific viscosity decreases in the treated samples and
B-glucanase activity are presented in Figure 1 and Table
2. The B-glucanase is the enzyme responsible for produ-
cing the hydrolysis of 3-glucan molecules, reducing their
molecular weight and thus their viscosity. the B-glucanase
activity was estimated by measuring the rate of viscosity
decrease. The rate of decrease of the equation of the strai-
ght line, of the 0.1% w/v B-glucan solution (purity >95%)
mixed to a rice flour extract. The 13% moisture control flour
without any hydrothermal treatment was observed to have
a higher B-glucanase activity than all other samples, with a
decrease of 0.109.

At higher moisture contents and MW treatment times,
the decrease in BG degradation activity was more signifi-
cant, resulting in the maintenance of molecular weight and,
therefore, nutritional claims. Total inactivation of the B-glu-
canase activity occurred on the samples with 16% MC in
treatment times of 8 min. and samples with 19% MC in
treatment times of 4 and 8 min. And in samples with 25%
MC at 2 and 4 min. treatment times. It was observed that
the treatment time required for total b-glucanase inactiva-
tion decreased with increasing moisture content.

When compared to the same treatment intensity at di-
fferent moisture contents, the importance of this variable in
enzymatic inactivation was observed (Figure 1). Compared
to the control, the percentages of B-glucanase activity re-
duction observed in the 2-min treatments at moisture con-
tents of 13, 16, 19 and 25% water content were 18, 52, 82
and 99%, respectively.

Comparison of enzyme inactivation by particle size

The decrease in B-glucanase activity at different par-
ticle sizes is presented in Figure 2. The decrease in 3-glu-
canase activity was not affected by the particle size of the
flours; this could be due to the fact that moisture level and
treatment time are the most significant factors. Except for
samples with a moisture content of 13%, b-glucanase inac-
tivation is slower, as shown in Fig. 2 (a).

Kinetics of B-glucanase inactivation in microwave-
treated rice flours

To predict the behavior of B-glucanase activity, the sta-
tistical results were fitted to the regression Equation 1:

A= Ao.e-K.t; (Equation 1)

with k being dependent on moisture content (M) as
shown by Equation 2:

k= ko.e-bM (Equation 2)

Generating the general fitting Equation 3:

A= Ao.exp [-ko.t.exp (-b.M)] (Equation 3)

Where A represents the B-glucanase activity, which
depends on the MW treatment time, t (min), and the flour
moisture, M (%). A, k, and b are constants estimated for
this equation after treated 34 data sets obtained from the
study in the general equation.

The estimated value of the constant Ao was (0.109 +
0.002)/h, representing the initial 3-glucanase activity of the
untreated flour (t = 0). K turned out to be (-0.02 + 0.01)/min,
representing the enzyme inactivation rate when the flour
moisture content is 0%; and b was (0.19 + 0.02), represen-
ting a constant quantifying the influence of flour water con-
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Table 2. Pasting properties and B-glucanase activities of the studied flours.

PT = Pasting Temperature. PV = Peak Viscosity. TV = Trough Viscosity. BV = Breakdown Viscosity. FV = Final Viscosity.
SV = Setback. The B-glucanase activity was calculated from the slope of the straight line according to the viscosity de-
crease per hour of the 3-glucan solution (0.1 % w/v) following the addition of rice flour extracts. SE: Pooled standard error
from ANOVA. The different letters in the corresponding column within each studied factor indicate statistically significant
differences between means at p < 0.05. Analysis of variance and significance: ***p < 0.001. **p < 0.01. *p < 0.05. ns: not

significant.

tent on the inactivation rate. The R? of this regression was
0.9877, whereby the equation predicted with high accuracy
the variation of B-glucanase activity during microwave treat-
ment between 1-8 min and within the range of moisture con-
tent between 13-25% while maintaining the power of 900W.

Pasting properties

The pasting properties of the samples analyzed are
shown in Table. 2 and the pasting profiles are depicted in
Figure 3. Microwave treatment has a significant influence
on the pasting properties of the flours. Studies have shown
that starch (the main component of cereal flour) presents
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Figure 1. Plots of specific viscosity decrease versus time at different moisture contents. (13% (a), 16% (b), 19% (c) and

25% (d)).

structural changes when subjected to microwave energy?.
Starch heated in excess water beyond a certain tempera-
ture suffers an irreversible change known as gelatinization,
which is the result of the collapse of the molecular order in-
cluding loss of starch granule crystallinity, water absorption
and leaching of amylose into the medium?®, following starch
gelatinization there is a point at which the granules cannot
support such water absorption and lose its structure known
as peak viscosity (PV).

Figure 3 shows the relationship between the decrease
in peak viscosity (PV) and the increase in moisture content.
Lower PV was observed in flours at 25% moisture level in

relation to the control samples and samples treated at 13
and 16% MC, and statistically significant (p<0.05) diffe-
rences were also found between the different treatment ti-
mes, with lower PV at longer treatment times. TV showed
no differences between the treated flours and the control.
BV obtained lower values in the samples treated with 25%
MC, and the samples treated with higher MC were the most
stable. FV and SV values showed similar tendencies, obtai-
ning significantly lower values than the control flour, and the
effect was more pronounced at longer treatment times and
higher moisture contents.
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Figure 2. Comparison of B-glucanase activity inactivation profiles of flours with different particle size: NPU (larger) and
Microcer (ultrafine) at different moisture content (13% (a), 16% (b), 19% (c) and 25% (d)). The data for NPU flour were

extracted from Pérez-Quirce et al. (2016).

|
Discussion

B-glucanase activity of flours subjected to the different
microwave treatments

As observed in section 3.1, the control flour obtained a
higher B-glucanase activity than all the other samples, with
a rate of decrease of 0.109, a value very similar to that ob-
tained in the study of the inactivation of this same enzyme
by MW, performed with rice flour with larger particle size Pé-

rez-Quirce et al.(2016). However, this result differs from the
study by Lazaridou et al.(2014) who concluded that -glu-
canase activity in barley flour decreases as the particle size
decreases without MW treatment.

The primary role of water in MW treatments, and con-
sequently in enzyme inactivation, is because its dipolar
nature is the main source of microwave interactions with
food, where water molecules absorb microwave energy and
orient themselves with the applied electric field, the rapid
change in field orientation generates molecular friction that
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Figure 3. Pasting profiles of control and MW-treated rice flours at 13% moisture content (a), control and MW-treated
rice flours at 16% moisture content (b), control and MW-treated rice flour at 19% moisture content (c) and control and
MW-treated rice flour at 25% moisture content (d). rice flour native (control) is represented by microwave treated rice flour
at 1 min. by , microwave treated rice flour at 2 min. by , microwave treated rice flour at 4 min by and microwave treated
rice flour at 8 min by . The temperature profile is represented by in the second axis.

translates into heat generation?. This means that it is most
likely that the increase in flour moisture allows faster ab-
sorption of the microwave energy during the treatment.

Comparison of enzyme inactivation by particle size

The previous study about the inactivation of B-gluca-
nase activity of rice flours by microwave treatments (Pé-
rez-Quirce et al., 2016) used a flour with more extensive par-
ticle size distribution (6%>150um, 150 pm>63.2%>100um,
30.8%< 100pm) of the commercial denomination "NPU",
concerning the one used in the current investigation with
fine particle distribution (1%<150 pm, 150 ym >5-15%>90

pm, 90um >84%>0um) of the commercial denomina-
tion "Microcer" of the same variety and batch. Both were
analyzed with the same moisture and treatment conditions,
differentiating only the particle size of the flours between
the studies. The behavior of both at the level of enzymatic
inactivation concerning time is shown in Figure 2, where it
is observed that the profiles of the graphs are very similar
in all the samples with moisture content of 16, 19 and 25%
without notable differences due to the different size parti-
cle. However, a large fluctuation emerged in the flour with
13% moisture. The flour Microcer didn't generate such a
pronounced decrease in b-glucanase activity, showing an
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apparently linear reduction in the graph, different from the
logarithmic character profile presented by the NPU flour in
the viscosity decrease.

Kinetics of B-glucanase inactivation in microwave-treated
rice flours

With the values of the equation obtained in section 3.3
it was possible to optimize the enzymatic inactivation re-
sults obtained by varying the conditions of treatment time
and moisture content the data obtained was used to opti-
mize nonlinear regression in the B-glucanase inactivation
equation (Equation 3) and Equation 4 is derived for the such
specific condition:

A=0.109.exp[-0.02.t.exp (0.19*M)] (Equation 4)

is obtained by replacing the data obtained comparing
with Equation 4 with the equation drived by Pérez-Quirce
et al.(2016) A= 0.109.exp [-0.0146.t.exp (0.212.M)] of, a sli-
ght increase in Ko values and a decrease in b values were
observed, indicating that the value of the inactivation kinetic
constant is not affected by particle size in the ranges of hu-
midity and treatment times determined in the studies.

Pasting properties of analyzed samples

The decrease in viscosity peaks observed in Figure 3.
coincides with the report by Watcharatewinkul et al.(2009),
which explained that hydrothermal treatments cause in-
tense changes in starch granules, which translates into in-
creases in pasting temperatures, in addition to decreases
in peak and final viscosities. These changes are due to the
associations of the chains of the amorphous regions, and
changes in the crystallinity that occur during hydrothermal
treatment making the moisture content of the samples to
be treated is important*. The pasting temperature (PT)
showed no significant changes in shorter treatment times
and lower moisture levels and vice versa for higher moisture
levels and treatment times. PT of the sample MW-treated
sample at 25% at 4 and 8 min of treatment was delayed by
2 and 4°C, respectively, concerning the control, similar re-
port was given by Stevenson et al.(2005) and Lewandowicz
et al.(2000) that heated starches denoted an increase in
gelatinization temperature. Sun et al.(2014) explained that
flour treated by MW could have greater difficulty in absor-
bing water and initiating swelling, higher crystallinity and
rigidity of starch granules impede water absorption; in fact,
the increase in crystallinity promotes a delay in the onset
of gelatinization. This is Because water is absorbed mainly
by the amorphous regions and thus increases the pasting
temperature. The reduction of BV in all treated samples in-
dicates high stability of granule swelling versus shear and
heating. The lower SV values suggest that MW treatments
could decrease short-term retrogradation (of amylose) un-
der the conditions set and similar trends were obtained by
Solaesa et al.(2021).

|
Conclusions

The enrichment of gluten-free bakery products with
B-glucans because of improving the nutritional quality is
projected as a necessity to supply many nutritional defi-
ciencies of the celiac population. This research proved the
efficacy of microwave heat treatment for the inactivation of
B-glucanase, the enzyme responsible for the degradation

of BGs, leading to the reduction of molecular weight and
consequently showing the potential contribution to health.
The degree of inactivation is a value that depends on flour
moisture and treatment time, obtaining the relationship that
as these factors increase, the enzyme activity is significant-
ly reduced. It is concluded that the MW energy treatment
method is very effective in prolonged times (4 min) and high
moisture contents (25%) for the inactivation of the endoge-
nous B-glucanase enzyme in rice flour. So, by varying these
independent values total inactivation of the enzyme can be
achieved and avoid hydrolysis of the BG that reducing its
health benefits.

Concerning particle size, the degree of inactivation of
small-sized rice flour (Microcer) was compared with that of
the study by Perez-Quirce et al.(2016), who worked with
coarse-sized rice flour (NPU) at humidities of 13, 16, 19
and 25%, where very similar profiles were observed in the
graphs of the decrease in B-glucanase activity with respect
to the MW treatment corresponding to each moisture level,
without finding notable differences in this factor, with a slight
exception for samples with a MC of 13% where a slower
inactivation was observed. Rice flour pasting properties
analyzed by RVA plots were affected by changes in moistu-
re level and MW treatment time , showing significant effects
on peak, breakdown, retrogradation and final viscosities
and this indicates higher damage to starch crystallinity in
fine particle size flours. This change tends to increase as
flour moisture values and treatment time also increase, gi-
ving results significantly different from those corresponding
to the initial flour with moisture content of 13% and without
treatment.
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Abstract: Only two species have gained economic importance in coffee production: Coffea arabica L. (Arabica coffee) &
Coffea canephora Pierre ex A. Froehner var. Robusta, with 65 and 35% of world production attributed to C. arabica L. &
C. canephora P. respectively. In general, it is estimated that 6 mt of fresh and ripe fruits produce approximately 1 mt of raw
and dry grains. The grain endosperm is mainly composed of cellulose, hemicelluloses, proteins, minerals and lipids, but
starch and tannins are absent. However, the seed's chemical composition of C. arabica and C. canephora, before roasting,
differs concerning their primary and secondary metabolites content, which serve as precursors for the synthesis of volatile
compounds during the roasting process. For this reason, there are marked organoleptic differences between both species'
roasted and ground grain. However, the evidence suggests that such differences can also be attributed to other factors
since coffees grown in cool, highland areas generally have better sensory attributes than their counterparts grown in hot,
lowland areas. It has been speculated that environmental conditions in cool, highland areas induce the slow accumulation
of primary and secondary metabolites during the endosperm development resulting in sensorial differences after roasting.
This essay focuses on the study of coffee beans' carbohydrates (primary metabolites) before and after roasting, their
influence on cup quality, biosynthesis and differences linked to the involved species, their metabolism, solubility and
extraction, as well as a discussion on the analytical techniques used for its determination.

Key words: Sucrose synthase, sucrose phosphate phosphatase, sucrose phosphate synthase, aploplasm, cytoplasm,

Manan synthase, Galactosyl transferase.

|
Introduction

Carbohydrates (mono, di, oligo, & polysaccharides)
constitute the most considerable fraction of the coffee bean
composition and are responsible for ~ 50% of its dry wei-
ght (Table 1), a concentration calculated once all the other
constituents of the raw grain are removed from the total wei-
ght (Formula 1)**. Additionally, the bean carbohydrates are
responsible for approximately 29% of the high molecular
weight material in the coffee beverage®.

Small amounts of pectins and xyloglucans have been
reported in coffee. Also, small amounts of free monosac-
charides [eg, arabinose (the only pentose present in the
raw grain in significant amounts), fructose, glucose (aka
dextrose), galactose, mannose, mannitol, raminose, ribo-
se, & xylose], disaccharides (sucrose), and water-soluble
oligosaccharides [eg, raffinose (trisaccharide) & stachyose
(tetrasaccharide)]**5%,

However, it should be noted that arabinose, galactose,
mannose and glucose are weak acids 9 and in turn, the
constitutive monomers of the three main high molecular
weight polysaccharides of the coffee bean: galactoman-
nans, arabinogalactans and cellulose, which being reserve
carbohydrates, in their refractory form, are part of the cell
wall 4,10-19 and together constitute between 47-60% of the
raw coffee bean dry weight®14.20:21,

Grain weight — (protein + fat + water + ash + fiber)

On the other hand, polysaccharides (soluble and inso-
luble) are responsible for ~ 43, and 54% of the dry weight of
C. arabica and C. canephora, respectively,1,6,22 and these
can be identified by studying their constitutive monosaccha-
rides through chemical hydrolysis usually with dilute acids
(eg, H2S04, HCI), 2,9,23 or alkaline treatments (eg, NaOH,

KOH)2.

Biosynthesis

During fruit development, carbohydrates are synthesi-
zed in the leaves and in the fruit pericarp. The type and
concentra-tion of soluble sugars present in the endosperm
varies during its development. In the early stages, glucose
and fructose (reducing sugars) prevail with a higher concen-
tration of the former one 24 and range between 16.5 and
1.6% on a dry matter basis, respectively.

However, their levels begin to decline as soon as en-
dosperm expansion begins, and by the end of grain develo-
pment, their concentrations plummet to 0.03 and 0.04% on
a dry matter basis, respectively?2?, However, the sucrose
concentration increases by 5-12% 10,24,26 and is used as
a precursor for synthesizing lipids and proteins?.

In C. arabica, the biosynthesis and accumulation of su-
crose takes place in the grain endosperm and perisperm?,

Carbohydrate content = |

] x 100 (1)

grain weight
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processes that is carried out in two stages: a) the sucrose
degradation by sucrose synthase and invertases & b) the
sucrose synthesis by the action of sucrose phosphate phos-
phatase and sucrose phosphate synthase, the latter being
the most important enzyme in the coffee bean's sucrose
production (Figure 1)°.

A sucrose fraction dissolved in the intercellular fluid ma-
nages to cross the cell membrane with the help of speciali-
zed transporters. In contrast, another fraction is hydrolyzed
into its constitutive hexoses and transported into the cyto-
plasm (Figure 1).

Furthermore, it can be inferred that sucrose synthesis is
the product of the metabolic action of two enzymes opera-
ting at different stages of grain development. For example,
sucrose phosphate synthase reaches its point of maximum
expression (transcription) approximately 60-90 days after
anthesis while sucrose synthase reaches its maximum ex-
pression approximately 120-150 days after anthesis?.

The continuous flow of sucrose and its monomers from
the aploplasm into the cytoplasm concomitantly to the me-
tabolic action of sucrose phosphate synthase and sucrose
synthase explains why the sucrose concentration increases
significantly at 150 days after anthesis, and after this point,
its synthesis decreases but does not stop.

There is a wide sucrose content variation between di-
fferent species within the genus Coffea (Table 2), which can
be used in coffee breeding programs?’. However, sucrose
concentrations are always higher in C. arabica than in C.
canephora'®?2?6.28;, On average, coffee beans of C. arabica
and C. canephora display a concentration that varies be-
tween 8.2-8.3% and 3.3-4%, respectively (Figure 2)5% al-
though other authors have reported 7.3-11.4%?4253051 gnd

Table 1. Raw coffee bean's carbohydrate content (%).
* Percentages calculated based on a dry matter basis.

4-5%, respectively?>5t,

In general, Robusta varieties tend to accumulate 30%
less sucrose than Arabica varieties. The evidence suggests
that the synergistic effect of a higher metabolic activity of
sucrose synthase and acid invertase, in the early stages
of seed development in Robusta varieties, is the main rea-
son why Arabica varieties have higher sucrose concentra-
tion?226,

On the other hand, during grain filling, the metabolic
activity is oriented toward the systematic accumulation of
storage polysaccharides; However, the grain polysacchari-
de constitution also varies as it develops. In the early stages
of endosperm development, cellulose and arabinogalactans
predominate; while the galactomannans concentration,
which at this stage are characterized by a greater degree
of lateral branching, is barely 10% of the total polysaccha-
rides®,

In contrast, as the grain reaches maturity, galactoman-
nans prevail, but their number of lateral branches is redu-
ced??2,

Regardless of the species, two genes have been propo-
sed as being responsible for galactomannans biosynthesis
in coffee beans. During the coffee bean endosperm deve-
lopment, ManS1 and GMGTL1 encode two glycosyl! transfe-
rases: Manan synthase (ManS) and Galactosyl transfera-
se (GMGT), respectively. Both enzymes are located at the
Golgi vesicles membranes and fulfill different functions.19
For instance, ManS catalyzes the coupling of D-mannose
monomers form-ing the galactomannans backbone while
GMGT catalyzes the coupling of D-galactose units at the
C-6 position of D-mannose monomers®32,

In the end, the number of D-galactose units coupled

The observed discrepancies reported by different authors can be attributed to the species involved and the techniques
used for the extraction & determination (identification and quantification) of analytes.
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Figure 1. Sucrose biosynthesis in coffee. Adapted from Cheng et al.?.
HT: Hexose transporter, ST: Sucrose transporter, INV: Invertase, SS: Sucrose synthase, SP: Sucrose phosphatase, SPS:
Sucrose phosphate synthase, Sucrose-6P: Sucrose-6-phosphate, Fructose-6P: Fructose-6-phosphate, Glucose-1P:

Glu-cose-1-phosphate & Glucose-6P: Glucose-6-phosphate.

to the main polymer axis is determined by a third enzyme
called a-galactosidase®?, but based on the evidence compi-
led through multiple studies, it has been concluded that the
number of D-galactose units incorporated into the mannan
backbone in the mature coffee bean is quite low?*.

On the other hand, an analysis of the raw coffee bean's
polysaccharides content and structure suggests there is a
50% mannans and galactomannans?®1°, 22% arabinogalac-
tans, and 20% cellulose?. However, despite the similarities
be-tween C. arabica and C. canephora regarding polysac-
charide composition, Robusta varieties have approximately
3% more arabinogalactans than Arabica varieties?.

Finally, there is evidence suggesting the presence of
enzymes associated with starch biosynthesis during the
early stages of seed development!, indicating a brief starch
accumulation followed by its metabolism (catabolism).
This would explain the absence of starch in the raw coffee
bean2163* which is why its use in the food industry is limited.

The most important structural polysaccharides of the
coffee bean are described below.

Cellulose

Cellulose is a non-water-soluble polysaccharide 1 that
is part of the cell wall and represents ~ 8% of the grain dry
weight in C. arabica and C. canephora”*>'°; Additionally, it
also constitutes ~ 20% of the polysaccharide composition of
the raw coffee bean; and ~18% of the roasted one®.

Cellulose is a polymer with a rigid and linear structure
(that is, without branches) made up of glucose units linked
through B-type glycosidic bonds (1—4) (Figure 3), which
makes it indigestible for humans. It is considered part of the
dietary fiber. In addition, its indigestibility is also attributed
to the strong bonds with hydrogen and the intricate network
of fibers that block direct contact with acids and digestive
enzymes®,

From a structural point of view, cellulose can also be
defined as a polymer of cellobiose, which in turn is defined
as glucose dimers linked through B-type glycosidic bonds®.
Cellulose alone has great economic value as it is the main

constituent of various industrial products such as cotton and
paper.

On the other hand, the cellulose molecular structure
presents crystalline (organized) and amorphous (less or-
ganized) regions®3¢, which impart rigidity and softness to
the molecule, respectively®®. The crystalline and the amor-
phous regions remain practically unchanged during and af-
ter toasting, which is why cellulose is not part of the soluble
polysaccharides in the beverage®343940,

The cellulose resistance to thermal degradation during
roasting could be attributed to the fact that the fibers of this
polymer are closely associated with the cell wall, forming a
dense and complex matrix with galactomannans and arabi-
nogalactans, which isolates and protects from heat*. Ce-
llulose fibers make up ~ 15% of the high molecular weight
polysaccharides in the cell wall.

Galactomannans

The current scientific literature is somewhat ambiguous
regarding the name of these polymers, as some authors
describe them as mannans while others refer to them as
galactomannans. The discrepancy stems from the very low
number of D-galactose monomers coupled to the molecular
structure. For this reason, it has been suggested to name
all D-mannose polymers that have a concentration of D-ga-
lactose units = 5% as galactomannans®.

In the coffee bean, the central galactomannans axis is
similar to that of cellulose since it is also composed of a
chain of monomers (D-mannose) linked through glycosidic
bonds type B(1—4), but with substitutions of a-D-galactose
or L-arabinose in the sixth position®81163%41 |ocated in the
main axis approximately every 100 monomers®718, Althou-
gh substitutions of acetyl groups are also observed in the
2nd, 3rd and 5th position (Figure 4)'3:34,

All organic compounds occur in two isomeric forms.
Each isomer contains the same number and type of atoms,
but they are arranged in such a way that one is the reverse
image of the other. Depending on the direction in which the
isomers refract the light when dissolved in an aqueous solu-
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Table 2. Sucrose content in several species of the genus Coffea.
* Contents are calculated based on dry matter. Adapted from Campa et al.?".

Figure 2. Raw coffee bean's sucrose content was calculated via HPLC (A) & Biosensors (B).

Adapted from Stredansky et al.*.

tion, one is said to be oriented to the right or Dextrorotatory
(D) and the other to the left or Levorotatory (L).

In the raw coffee bean, 43% of the mannans extracted
with hot water are acetylated in the 2nd (O-2) and 3rd (O-
2) positions®*>%41 and to a lesser extent, doubly acetylated
and contiguous acetylated monomers®24, Likewise, 27% of
hot-water extracted mannans from roasted coffee samples
are acetylated, doubly acetylated, or have contiguous ace-

tylated monomers*.

However, the degree of acetylation of galactomannans
in coffee changes during the roasting. The evidence indica-
tes that the number of acetyl groups incorporated into the
polymer structure is reduced when the grain is roasted®,
suggesting a modification in the chemical composition of
the polymer.

Likewise, in raw coffee beans it has been possible to



Figure 3. Cellulose molecule diagram.
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Figure 4. Coffee galactomannans. Adapted from Oliveira Petkowicz*?> (A) & Moreira et al.** (B).

verify (through the analysis of glycosidic bonds, enzyma-
tic and chromatographic analyses) the presence of glucose
monomers incorporated into the galactomannans main axis
through B(1—4) bonds (Figure 4)%. Interestingly, the evi-
dence suggests that in roasted coffee beans, glucose mole-
cules are located only at the reducing end of the polymer®,
which reinforces the hypothesis that changes induced by
heat treatment are not limited to galactomannans fragmen-
tation (depolymerization and debranching) but also to struc-
tural rearrangements.

On the other hand, galactomannans represent 22-24%
of the dry weight of the raw coffee bean for C. arabica and
C. canephora’2183243 \which in turn represents ~ 46% of
the high molecular weight polysaccharides of the raw coffee
bean. For this reason, galactomannans and arabinogalac-
tans constitute the most abundant high molecular weight
polysaccharides in raw coffee beans, regardless of the spe-
Ciesl3,44,45_

Likewise, galactomannans are storage carbohydrates
that represent ~ 48% of the high molecular weight polysac-
charides present in the roasted coffee bean®® and their
concentration in the coffee cup is even higher (68-70%)>34*
due to their water solubility*. It should be noted that wa-
ter-soluble galactomannans added to type Il arabinogalac-
tans, which are also water-soluble, represent the majority of
the polysaccharides in the coffee beverage® and together
constitute between 15-25% of the dry matter present in the
infusion®.

The slight percentage increase in galactomannans
observed in the roasted grain is the product of a relative
increase, that is, its concentration increases due to the de-
naturation of other polysaccharides more susceptible to

thermal degradation. For instance, arabinogalactans are
more susceptible to thermal degradation than galactoman-
nans*.

Thermal degradation implies that the polymer's consti-
tutive monomers have been destroyed or chemically modi-
fied by high temperatures since the missing carbohydrates
(monosaccharides and oligosaccharides) cannot be detec-
ted in the roasted coffee. For that reason, we can say that
the galactomannans concentration in the roasted grain fluc-
tuates depending on the degree of roasting>*.

Additionally, the galactomannans concentration in the
cup of coffee is also conditioned by the species involved.
For instance, according to Simoes et al.® "the beverage pre-
pared from Arabica coffee contains a higher concentration
of galactomannans (62-80%) than that found in the one pre-
pared from Robusta coffee (44-67%)". Likewise, according
to Moreira et al.®? beverages prepared from Arabica coffee
beans contained higher levels of galactomannans than tho-
se prepared from Robusta coffee beans, regardless of the
degree of roasting.

However, it has also been observed that in Robusta co-
ffees, as the degree of roasting increases, the water-solu-
ble galactomannans concentration also increases; Conver-
sely, in Arabica coffees, the water-soluble galactomannans
con-centration remains practically unchanged regardless of
the degree of roasting®.

This phenomenon is attributed to a cell wall with a
weaker structure, possibly due to a greater porosity that
causes its rapid degradation, which is why when Arabica
coffees are roasted they quickly release their hidrosoluble
galac-tomannans.

It has usually been suggested that Robusta coffees' ga-
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lactomannans have a greater number of lateral branches
than those found in Arabica coffees, which is why they are
more hidrosoluble. Such side branches are usually linked
to the main chain at different intervals through a(1—6) type
glycosidic linkages?*®.

Experiences reported by Fischer et al.*® reported that
Robusta coffees (var. ROM) galactomannans present in
aqueous solution have a greater number of lateral branches
than those found in Arabica coffees (var. Caturra), which in
turn would explain their more excellent water solubility, thus
facilitating its extraction.

The evidence reinforces the correlation between co-
ffee's galactomannans water solubility and the number of
side branches (D-galactose monomers) since galacto-
mannans samples with a low level of side branches have
been found in the precipitated fraction of aqueous coffee
extracts®2.

Finally, thanks to their physical-chemical properties
and their innocuousness, galactomannans are used in the
textile, cosmetic and pharmaceutical industries, but also in
the food industry as stabilizers, in the formulation of dairy
products, in confectionery, dietetic products, creams, sea-
sonings, sauces, etc.

Arabinogalactans (AGs)

AGs are heterogeneous polymers of D-galactose and
L-arabinose that constitute between 14 and 17% of the dry
weight of the coffee bean”®° of C. arabica and C. canepho-
ra, respectively,18 which in turn represents ~ 36% of the
high molecular weight polysaccharides of the raw grain;
However, this proportion is further reduced during roasting
since ~ 34% of them correspond to type Il arabinogalac-
tans®.

Generally, arabinogalactans, especially type Il arabino-
galactans, are found covalently bound to proteins forming
AGs-protein complexes*117344546 which have an average
molecular weight of ~ 600 kDa within a range that varies
from 150 to 2000 kDa'?s.

The AGs heterogeneity is manifested by the number of
lateral branches attached to their main axis as well as by the
degree of polymerization and monosaccharide composition
of such branches?®4,

The molecular structure of coffee's AGs was first propo-
sed by Wolfram & Patin in 1965 47 and consists of a bac-
kbone composed by a D-galactose monomers chain cova-
lently linked through B(1—3) bonds with lateral branches
in the sixth position linked through 3(1—6) bonds (Figure
5)+11163948 |t js in the lateral branches where the monomers
of D-galactose or L-arabinose are located?6:94849,

The architecture of the side branches is designed in
such a way that their main axis is made up of a chain of
D-galactose monomers covalently linked through ((1—6)
bonds with short side chains of L-arabinose linked to the
main axis through a(1—3) bonds.17,32 However, the L-ara-
binose monomers are linked to each other through a(1—5)
bonds (Figure 5)%2.

On the other hand, the lateral branches' central axis
and the short chains of L-arabinose linked to it usually end
with monomers of L-rhamnose or glucuronic acid*’, and the
latter one can constitute up to 8% of the monomers present
in the structure*.

Experiences reported by Fischer et al.*¢, reveal that the
AGs present in Robusta coffees (var. ROM) have a greater
number of lateral branches compared to those found in Ara-
bica coffees (var. Caturra), which in turn would explain their

greater hydrosolubility and preference, by the industry, in
the manufacture of instant coffees.

AGs-protein complexes

The AGs-protein complexes, also known as proteogly-
cans, are amphipathic molecules 47 which represent 90%
of the coffee bean's AGs and are characterized by their low
level of extraction since approximately 92% of them are part
of the cell wall 12 in addition to displaying hydrocolloid pro-
perties, that is, they increase the viscosity of the medium in
which they are found®.

AGs-protein complexes are responsible for ~ 25% of
the cell wall structural constitution 46 and also represent ~
15% of the dry weight of the raw grain3447:5,

They have a tripartite composition: the AGs (the ma-
jority and carbohydrate fraction); the protein fraction that
constitutes 0.5-2.0%*7** and the glucuronic acids incorpo-
rated as terminal monomers linked to the side chains of the
AGs**® which represent the remaining 6-10%*1246

Likewise, AGs-protein complexes have a heteroge-
neous molecular structure. Such heterogeneity is condi-
tioned by the number of lateral branches which are usua-
lly spaced, on the main axis, at intervals of three or four
D-galactose monomers*®. Likewise, its lack of uniformity is
conditioned by the chemical composition of the lateral bran-
ches.4 The lateral branches usually present, in their mole-
cular structure, a Galactose/Arabinose ratio of 3:1 or 9:1,
that is, for each arabinose monomer there are three to nine
galactose monomers®.

Its water solubility is increased by its high number of
lateral branches as well as by the degradation (depolymeri-
zation) of the main axis and its branches during grain roas-
ting®°. Finally, coffee's AGs-protein complexes are attributed
with a series of pharmacological properties, such as the abi-
lity to lower blood cholesterol levels and immunoregulatory
activity®°.

Solubility and extraction of coffee polysaccharides

The polysaccharide's insolubility is the result of their
high level of polymerization. The larger the molecule, the
lower its hidrosolubility; polysaccharides are linked to each
other through hydrogen bonds, further decreasing their
hidrosolubility. However, according to Simoes et al.® "the
polysaccharides water solubility increases with the number
of side branches and the polymer's degree of acetylation".
That is, the more lateral branches and acetyl groups incor-
porated into the molecule structure, the greater its water
solubility.

For this reason, chemically induced acetylation is an
avenue to increase the solubility of coffee beans' high mo-
lecular weight polysaccharides. Interestingly, artificially ace-
tylated polysaccharides differ in their structural conforma-
tion from naturally acetylated ones.

According to Moreira et al.*2, in naturally acetylated ga-
lactomannans the acetyl groups are directly attached to the
main axis of the molecular structure; usually at the O-2 po-
sition®®; While the artificially acetylated show the new acetyl
groups incorporated into the side branches of the polymer.

Additionally, the evidence reported by Simdes et al.*®
suggests that chemically induced acetylation causes prefe-
rential coupling of new acetyl groups to L-arabinose mono-
mers which in turn are laterally and covalently linked to the
galactomannan backbone.

On the other hand, it has been speculated that as a
result of the chemically induced acetylation the D-galacto-
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Figure 5. Coffee's arabinogalactans. Adapted from (A) Oliveira Petkowicz*? & (B) Moreira et al.*.

se monomers, laterally attached to the main polymer axis,
should also be acetylated; However, since they have the
same molecular weight as the D-mannose monomers, it is
difficult to differentiate both sugars once they have been
acetylated®®.

However, depending on the degree of roasting and poly-

saccharides resistance to thermal degradation, between 12
and 40% of the high molecular weight polysaccharides are
degraded (depolymerization and debranching) during gra-
in roasting®>®%23 thus reducing their molecular weight as a
result of their depolymerization, fragmenting them into sma-
ller molecules, which increases their water solubility®202122
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and ability to interact with free amino acids, peptides and
pro-teins during the non-enzymatic Maillard reaction and in
the process forming compounds that affect the beverage's
color and aroma.

The non-enzimatic Maillard reaction is named after the
French chemist Louis Camille Maillard (1878-1936), who in
1912 was the first to report how free amino acids derived
from peptides and proteins interact with reducing sugars to
form heterocyclic nitrogen compounds and melanoidins. It
is considered as the most important reaction in the field of
food chemistry since, through it the sensory characteristics
are produced (eg, color, aroma and flavor) as well as a se-
ries of compounds at the expense of a significant reduction
in nutritional value due to the essential amino acids degra-
dation.

According to Moreira et al.®? the degree of resistance
to thermal degradation varies depending on the type of
high molecular weight polysaccharides. For example, when
these are well roasted, when black coffee is produced, the
galactomannans and arabinogalactans are thermally frag-
mented up to 36 and 60%, respectively®2.

The galactomannans' higher degree of resistance to
thermal degradation compared to arabinogalactans is at-tri-
buted to the thermal resistance of their constituent mono-
mers, which is described by the following gradient: D-Man-
nose > D-Galactose > L -Arabinose®2.

According to Moreira et al.*?, as a consequence of grain
roasting, losses of D-mannose monomers of 6 and 36% are
recorded in lightly and well roasted grains (black coffees),
respectively, thus evidencing the thermal degradation of
gal-actomannans.

On the other hand, coffee polysaccharides (galacto-
mannans, & arabinogalactans) are partially extracted by hot
water (~ 6-12%) (Figure 6)* and although higher propor-
tions can be extracted through more rigorous conditions,
it would not be representative of what happens when the
customer makes a cup of coffee.

Although arabinogalactans constitute the larger fraction
extracted, through hot water, from raw coffee beans, galac-
tomannans are the most abundant polysaccharides in the
coffee beverage, thus increasing the infusion sedimenta-
tion?>32 and viscosity>'31517 which is perceived in the mouth
as a creamy sensation®2?!, This characteristic is known as
the body of the drink?"2,

However, approximately 70% of the polysacchari-
des present in roast and ground coffee are retained in the
remains recovered after the extraction of soluble com-
pounds®'’. The polysaccharide's insolubility is a conse-
quence of their close association with the cell wall, which is
a matrix with a very dense architecture.

One of the disadvantages of the reduced solubility of
coffee polysaccharides is their limited availability for the

study of their structural conformation, which is why many
molecular structures published in the scientific literature are
based on studies of the soluble fraction, which are not re-
presentative of most of the structural polysaccharides asso-
ciated with the cell wall.

In summary, in coffee, the hidrosolubility of high mole-
cular weight polysaccharides associated with the cell wall is
the product of the synergic effect of: the number of lateral
branches, the number of acetyl groups incorporated into its
molecular structure, its thermal degradation (depolymeriza-
tion and debranching) during roasting, the destabilization of
the cell wall during roasting which causes its dilation and
increases in the diameter of its pores and, the particle size
to which the roasted bean is reduced by grinding. In gene-
ral, the smaller the particle, the greater its exposure surface,
which facilitates the removal of water-soluble compounds.

Quantification and structural characterization of
polysaccharides

Carbohydrate determination analysis can be carried
out by quantifying total carbohydrates in aqueous solutions
and/or their structural characterization through chromato-
graphic, spectroscopic, and spectrophotometric techniques,
among others:

Quantification

There is a diversity of colorimetric methods for quantif-
ying total carbohydrates in a biological sample, which inclu-
de reagents such as anthrone, phenol, orcinol or resorcinol;
However, the most widely used colorimetric method for de-
termining carbohydrate concentration is the phenol-sulfuric
acid method with its different variations.

In this method, adding sulfuric acid to aqueous carbo-
hydrate solutions causes dehydration, favoring dehydration
to furfural in the case of pentoses and 5-hydroxymethylfur-
fural (HMF) in hexoses. Furthermore, the added phenol in-
teracts with the HMF facilitating the formation of complexes
that allow the solution's coloration, enabling the quantifica-
tion of carbohydrates through spectrophotometry.

This quantification method has advantages such as:
easily applicable, sensitivity, speed of results and is appro-
priate for quantifying monosaccharides, oligosaccharides
and polysaccharides?!2,

Structural characterization

The general steps for carbohydrate characterization
involve:

a. The degreasing. The degreasing of plant mate-
rial using apolar solvents such as n-hexane via the Sox-
hlet technique®**® allows the removal of the lipid from the
heterogeneous matrix, which otherwise acts as interfering
compounds in the analysis.

Figure 6. Coffee bean fractions are based on their degree of solubility. Adapted from Wang et al.5*.



b. The removal. The degreased sample is subjected
to extraction to recover the coffee beans' polysaccharide
fraction. Extraction with hot water, ethylenediaminetetraace-
tic acid (EDTA), EDTA/NaOH, and NaOH at concentrations
of 0.05, 1 and 4 M, among others, have been reported33°4°,

c. The purification. The recovered extracts are subse-
quently subjected to processes of centrifugation, filtration,
concentration, and purification by ultrafiltration, dialysis and
lyophilization to retrieve fractions rich in purified polysac-
charides!6-35:5053,

d.  The structural characterization. Once the purified
extracts have been isolated, it is necessary to know the mo-
nomers' identity that makes it up, so basic, enzymatic 41 or
acid hydrolyses are performed®, which reveals the identity
of the neutral sugars present in the purified fractions.

The hydrolysis of neutral sugars is carried out with
H2S04 or trifluoroacetic acid (TFA), using specific times
and temperatures according to the analysis protocols. Hy-
drolysis allows the monomers to be released and subse-
quently transformed into their corresponding alditol acetate
derivatives?*495053.54,

Techniques such as high-performance liquid chroma-
tography (HPLC) or gas chromatography (GC) are used to
identify the released and derivatized monosaccharides.

e. Chain sequencing analysis. To know the posi-
tions of the bonds that the monomers present, the methyla-
tion technique is used, this allows the conversion of all the
free hydroxyl groups into methoxyl groups, followed by a
hydrolytic rupture of the glycosidic bonds, with subsequent
conversion of the monomers into derivatives partially me-
thylated acetylated, which are identified by gas chromato-
graphy coupled to a mass detector (GC-MS), high-perfor-
mance ion exchange chromatography®*#! and subsequent
GC quantification6:354950,

f. The distribution of carbohydrates molecular wei-
ghts in the extract is performed by high-performance size
exclusion chromatography monitored by a refractive index
detector, which allows distinguishing molecule populations
based on their molecular weight¢:5354,

Another powerful technique for characterizing carbo-
hydrate polymers is one-dimensional and two-dimensional
Nuclear Magnetic Resonance (NMR); This has many ad-
vantages over the abovementioned techniques®*. It is a
non-destructive technique used to identify the carbon and
anomeric proton sugar signals, allowing the monomers to
be assigned their anomeric configurations. Correlations and
chemical shifts obtained by NMR can be used as finger-
prints to identify monomers and binding sequences®’.

Most of the consulted literature reference is made to
the study published by Oosterveld et al.*, which is used as
a basis to carry out carbohydrate's structural characteriza-
tion, while other authors have made process modifications
to improve the efficiency of the analysis.

Metabolism and bioactive capacity

Human digestive enzymes do not metabolize most
polysaccharides present in the coffee drink, so they become
part of the dietary fiber®5*°22 which reaches concentrations
ranging between 0.14-0.65 g 100 ml* or 0.47-0.75 g 100
ml* of infusion depending on the species (C. arabica vs.
C. canephora), the degree of roasting, the particle size, the
beverage preparation technique and the employed determi-
nation method®®,

On the other hand, by not being absorbed through the
intestinal wall (duodenum), dietary fiber manages to reach
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the colon, where mono-mannans and oligo-mannans are
converted into short-chain fatty acids®?%4; In addition, die-
tary fiber also contributes to the maintenance of beneficial
microorganisms in the colon, such as bifidobacteria!®325¢,

However, the digestion of type Il arabinogalactans is
less efficient. This is especially observed in the L-arabinose
monomers in the polymer's side branches, which are co-
valently linked to each other through a(1—5) bonds®. This
could be attributed to the presence of L-rhamnose units
located at the terminal positions of the side branches and
which are linked to the L-arabinose monomers through the
same type of glycosidic bond (Figure 5).

Carbohydrates and drink quality

Although the polysaccharides present in the coffee
drink do not affect its flavor, monosaccharides (glucose and
fructose) and disaccharides such as sucrose (glucose mo-
nomer + fructose monomer), are associated with the infu-
sion flavor.

Consequently, the higher the sucrose content in the co-
ffee beans, the more intense their flavor will be®’. Interestin-
gly, when sucrose is thermally degraded during grain roas-
ting, it releases its constituent monomers, of which fructose
is almost twice as sweet as sucrose per se.

The best cup quality conferred to C. arabica is attri-
buted, in part, to its higher sucrose content in the dry and
raw bean®**, which is responsible for more than 90% of
the oligosaccharides present in it®. However, according to
Privat et al.* although a good part of the sucrose is degra-
ded during roasting, a fraction of it remains in the roasted
bean (0.4-2.8% on a dry matter basis), contributing to the
beverage flavor.

On the other hand, even when sucrose is largely degra-
ded during the early stages of grain roasting, the volatile and
non-volatile compounds generated from it, such as alipha-
tic acids (eg, acetic, formic and lactic acids), among others
(eg, furans, aldehydes, etc.) product of their interaction with
other compounds during the non-enzymatic Maillard reac-
tion (Figure 7) also contribute to the infusion flavor?!26:28,

|
Conclusions

Once roasted, the coffee grain is ground to fine parti-
cle size and exposed to hot water, thus inducing the par-
ticle's humidification and solubilization of water-soluble
solutes, concomitant with the hydrolysis of some insoluble
compounds due to the high temperature. Subsequently, the
aqueous extract is filtered to separate the insoluble mate-
rials (bagasse), thus recovering an aqueous solution rich in
water-soluble compounds, which imparts the typical coffee
beverage taste and smell.

Hydrosoluble carbohydrates constitute a major fraction
of the water-soluble compounds in the coffee infusion. In
general, Robusta coffees produce 10% more soluble solu-
tes than Arabica coffees, which causes an increase in their
demand since they are preferred in the production of instant
coffees; However, they are usually blended with Arabica
coffees to reduce production costs as well as improve the
quality of the final product.

Additionally, the arabinogalactans and galactomannans
extracted in aqueous solution from Robusta coffees have a
greater number of lateral branches than those found in Ara-
bica coffees, which in turn would explain their greater water
solubility, thus facilitating its extraction.
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Figure 7. Sucrose degradation and accumulation of derived compounds during grain roasting.
¢= Sucrose, A= acetic acid, O: formic acid, X: lactic acid. Adapted from Wei et al.?*.

The synergic effect of polysaccharides' greater number
of lateral branches added to a greater degree of water so-
lubility would explain the greater percentage of extraction of
soluble solutes in Robusta varieties; even when they have
a lower content of galactomannans (19-22%) and arabino-
galactans (6-8%) compared to Arabica varieties (25-30% &
9-13% respectively).

On the other hand, during the soluble coffees manufac-
ture, after the extraction of the water-soluble compounds,
70% of the roasted and ground bean's polysaccharides re-
main in the bagasse. In addition, the undigestible bagasse'
polysaccharides are part of the total fiber, of which 16-35%
is soluble, and has an antioxidant capacity similar to that
observed in other products such as red wine and peaches,
which is why it can be considered as dietary fiber.

The bagasse is a low-density residue that remains after
the extraction of soluble materials during the coffee beve-
rage preparation. One ton of raw coffee seed is estimated
to produce ~ 650 kg of bagasse. Approximately 45.3% of
the bagasse's chemical composition corresponds to neu-
tral detergent fiber composed of hemicellulose, cellulose
and lignin, and 29.8% of acid detergent fiber composed of
cellulose and lignin; However, the bagasse also contains
other high molecular weight polysaccharides such as galac-
tomannans and arabinogalactans.

The world coffee bagasse production is estimated to be
~ 6 000 000 mt/year and since it is not edible, it does not
have a commercial value; thus, it constitutes a serious envi-
ronmental problem since it is usually discarded in large piles
which, due to its humidity, start the fermentation process
that can lead to spontaneous combustion.

In conclusion, despite the coffee grain's rich carbohy-
drate composition, it is not water-soluble and resistant to
human gastrointestinal digestive acids and enzymes limi-
ting its use in the food industry.
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Resumen: Los aditivos alimentarios son la base de la industria alimentaria en la conservan y prolongan la vida en almacén
de los alimentos. El objetivo de este estudio fue analizar la concentracion de nitrito de sodio (NaNO2) presente en la
mortadela industrializada y comercializada en Tegucigalpa, Honduras de agosto a diciembre de 2019. Estudio cuantitativo,
descriptivo, no experimental y transversal. Se recolectaron un total de 3 muestras de mortadela para cada uno de los
16 lotes obtenidos de 6 empresas hondurefias productoras de embutidos para un total de 48 muestras. La recoleccion
de informacién fue mediante el Instrumento para la recoleccion de informacién-cuestionario y el método analitico de la
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, por sus siglas en inglés) 973.31 ambos aplicado a cada muestra.
La cuantificacion de nitrito obtenida en comparacion con los criterios del Reglamento Técnico Centroamericano y la
norma general del Codex oscila entre una concentraciéon minima y maxima de 34.32 + 3.66 mg/kg y 106.32 + 8.17 mg/
kg, respectivamente. De esto se concluye que el grado de cumplimiento en un 100% (48) segun la regulacién nacional
mientras que en un 56.25% (27) segun el Codex (nivel maximo de uso recomendado en 80 mg/kg).

Palabras clave: Nitritos, Mortadela, Embutidos, Carne Procesada (Carne Industrializada), Aditivos Alimentarios, RTCA,
Codex.

Abstract: Food additives are the basis of the food industry in the preservation and extension of the shelf life of food.
The objective of this study was to analyze the concentration of sodium nitrite (NaNO2) present in the industrialized and
commercialized mortadella in Tegucigalpa, Honduras, from August to December 2019. Quantitative, descriptive, non-
experimental and cross-sectional study. A total of 3 samples of bologna were collected for each of the 16 batches obtained
from 6 Honduran sausage-producing companies for a total of 48 samples. The information was collected using the
Information Collection Instrument questionnaire and the analytical method of the Association of Official Analytical Chemists
(AOAC) 973.31; both applied to each sample. The quantification of nitrite obtained in comparison with the Central American
Technical Regulation criteria and the general Codex standard ranges between a minimum and maximum concentration
of 34.32 + 3.66 mg/kg and 106.32 + 8.17 mg/kg, respectively. From this, it is concluded that the degree of compliance is
100% (48) according to national regulations while 56.25% (27) according to Codex (recommended maximum use level of
80 mg/kg).

Key words: Nitrites, Mortadella, Sausages, Processed Meat (Industrialized Meat), Food Additives, RTCA, Codex.

|
Introduccioén

La inocuidad de los alimentos segun la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricul-
tura (FAO) “tiene un papel fundamental para garantizar ali-
mentos seguros en cada etapa de la cadena alimentaria™,
es asi que en el periodo de procesamiento o transforma-
cién de los alimentos, es necesario el uso intencional de
aditivos alimentarios para la conservacion y prolongacion
de la vida en almacén lo que hace posible la disponibilidad
de los alimentos para el consumo humano, esto contribuye
a la existencia de la seguridad alimentaria y nutricional.

El uso de aditivos alimentarios ha recibido una serie

de cuestionamientos que instan a valorar con caracter de
juicio su riesgo-beneficio, pero es indiscutible y, hasta cierto
punto, innegociable.

En este sentido, para el afio 2015, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) recomendo el “no uso” de estos
compuestos debido a los factores de riesgo que demues-
tran la relacion entre el consumo de carne procesada aso-
ciada a la generacion de infecciones gastrointestinales y el
riesgo de padecer cancer?. Entre algunos de estos aditivos
podriamos mencionar los nitritos.

Los nitritos son aditivos que se emplean como conser-
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vantes en productos carnicos curados. Los mas utilizados
son nitrito potasico (KNO,), nitrito sédico (NaNO,), nitrato
sodico (NaNO,) y nitrato potasico (KNO,). Sus funciones
en los productos curados son el desarrollo del aroma y del
sabor, el desarrollo y estabilizacion del color y, sobre todo
su efecto antimicrobiano, especificamente para evitar el de-
sarrollo de las esporas de -Clostridium botulinum, causante
del Botulismo, enfermedad que puede provocar- dificultad
para deglutir, hablar, debilidad facial y paralisis®.

Asimismo, evitar el uso de aditivos alimentarios de tipo
preservantes puede prevenir el desarrollo de infecciones
gastrointestinales como: mencionar ya que no solo clostri-
dium botulinium genera problemas.

Dentro de este contexto, el uso de nitritos en concen-
traciones permitidas, especialmente en las carnes procesa-
das, puede asegurar que el alimento no sea nocivo y que
esto represente un riesgo para la salud. Las dosis maximas
de uso para nitritos (DMUs) sugeridos por la FAO y la OMS
a través del Codex Alimentarius, alcanzan valores de hasta
80 mg/kg de producto. Esto ultimo es para fortalecer los
mecanismos de control alimentario de todos aquellos pai-
ses que estimen adoptar dichas recomendaciones*. Mien-
tras que a nivel nacional (en Honduras) se contempla 130
mg/kg de producto®.

Actualmente, a nivel nacional, se dispone de poca in-
formacion acerca de evaluaciones y controles relacionados
a los embutidos, por lo que en el presente estudio nos pro-
pusimos como objetivo determinar y verificar el grado de
cumplimiento de las concentraciones de NaNO, utilizados
como sustancias conservadoras en la mortadela que se
distribuy6 en 6 empresas hondurefias productoras de em-
butidos en Tegucigalpa, Honduras.

|
Materiales y métodos

Disefo

Este estudio tuvo un enfoque cuantitativo, descriptivo
y no experimental. Se realiz6 en los productos procesa-
dos como la mortadela elaborada y distribuida en Teguci-
galpa, Honduras durante un corte transversal de agosto
a diciembre del afio 2019. La informacién cuantitativa se
recolectd utilizando el Instrumento para la recoleccion de
informacion-cuestionario el cual se obtuvo como resultado
de la matriz de operacionalizacion de variables del estudio,
en dos momentos diferentes, en el primer momento se re-
colecté marca del embutido, cédigo de la muestra, fecha
de elaboracion, fecha de vencimiento, lote de la muestra
y concentracion de nitritos que reporta el empaque, y en
el segundo momento obtuvimos la siguiente informacion:
peso y absorbancia de la muestra a partir de la aplicacion
de la metodologia analitica AOAC: Método oficial colorimé-
trico para la deteccién de nitritos en carne curada 973.31%7.

A cada lote se le asignd un codigo de identificacion
descrito mediante cinco caracteres definidos de la siguiente
forma, por ejemplo: M1L1a, siendo:

M1-M6: Numero asignado en la lista de la marca o em-
presa productora del embutido, L1-L3: nimero asignado en
la lista al lote de la marca o empresa productora del embu-
tido, a, b y c: muestra segun lote.

A cada muestra se le aplicd la metodologia analitica
preparada bajo las siguientes condiciones:

Reactivos

Reactivo NED: Disolver 200 g de NED (N- (1-naftil) eti-
lendiamina - 2HCI) en 150 mL de acido acético al 15% (v/v).
Filtrar si es necesario, colocar en un frasco ambar de vidrio
y tapar. 2. Reactivo de sulfanilamida (SFA): Disolver 500
mg de sulfanilamida en 150 mL de acido acético al 15%,
(v/v). Filtrar, si es necesario, colocar en un frasco ambar de
vidrio y tapar.

Soluciones estandar de nitrito

a. Solucion madre 1000 ppm (ug/mL) NaNO,: Disuelva
1,000 mg de NaNO, en H20, llevar a volumen de 1000 mL
con agua destilada. b. Solucion intermedia 100 ug/mL de
NaNO,: Diluir 100 mL de solucion madre en 1000 mL de
agua destilada, y c. Solucion de trabajol ug/mL de NaNO2:
Diluir 10 mL de solucion intermedia en 1000 mL de agua
destilada.

Test de contaminacion del papel filtro

Se prob6 la contaminacion de nitritos analizando de 3-4
hojas al azar, en toda la caja. Filtrar aproximadamente 40
mL de agua destilada a través de cada hoja. Afadir 4 mL
de reactivo de SFA, y esperar 5 min, luego agregar 4 mL de
reactivo NED, mezclar y esperar 15 min. Si alguna de las
hojas es positiva, deseche toda la caja.

Determinacion y preparacion de la curva estandar (ver
seccion intervenciones)

Poblaciéon y muestral

El muestreo fue no probabilista e intencionada. De los
productos embutidos, se seleccion6 la mortadela, que se
considera uno de los treinta productos de la canasta basica
hondurefia mas consumido y accesible econémicamente®.
Las muestras de mortadela se obtuvieron de seis empre-
sas hondurefias diferentes, de las cuales se obtuvieron tres
muestras de 16 lotes diferentes, adquiridas en diferentes
supermercados de la zona. Se encontraron dos lotes so-
lamente para la muestra M4 y M6, mediante un plan de
muestreo por conveniencia.

Entorno

Este estudio se desarroll6 en el aula-laboratorio 413 y
el laboratorio de investigacion cientifica Dra. Elvira Caste-
jon de David de la Facultad de Ciencias Quimicas y Far-
macia (FCQF) ubicada en el edificio I1de la Universidad
Nacional Autonoma de Honduras (UNAH).

Intervenciones

El Método oficial colorimétrico para la deteccion de ni-
tritos en carne curada 973.31° es la metodologia oficial utili-
zada por el RTCA, para la determinacion de los miligramos
de nitritos presentes en las muestras de mortadela, siendo
esta la normativa nacional.

Determinacion de la concentracion de NaNO,

Se pesaron 5,000 mg de muestra en una balanza ana-
litica OHAUS® (MéxicoD.F, México), finamente triturada y
bien mezclada se colocé en un beaker de capacidad de 50
mL. Se afiadieron 40 mL de agua destilada previamente ca-
lentada a 80 °C en una estufa Sibron ThermolyneTM Mas-
sachusetts, Estados Unidos), se homogenizé bien con la
ayuda de una varilla de vidrio, se cuid6 de deshacer todos
los trozos. Luego, se transfirid a un matraz volumétrico de
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capacidad de 500 mL haciendo lavados al beaker y la vari-
lla sucesivamente con porciones de agua caliente, se agre-
garon todos los lavados al matraz de capacidad de 500 mL
Se agrego suficiente agua caliente para llevar a un vo-
lumen aprox. de 300 mL, transfiriendo el matraz a un bafo
de vapor donde se dejé reposar 2 horas agitando ocasio-
nalmente. Luego se enfri6 a temperatura ambiente y se
llevé a volumen con agua destilada. La solucion se filtrd
a través de papel filtro Waltman Fisher Scientific (Massa-
chusetts, Estados Unidos) y se tom6 una alicuota con una
pipeta de 25 mL que contenia aproximadamente de 0.005-
0.05 mg de NaNO, y se colocé en un matraz volumétrico de
50 mL. Posteriormente se le afiadieron 2,5 mL de reactivo
de SFA, se mezcld, y después de 5 minutos se agregaron
2,5 mL de reactivo NED, se mezcl6 nuevamente, y se llevo
a volumen, se esperd 15 minutos a que el color se desarro-
llara. Se transfirid una porcion de esta solucién a la celda
fotométrica y se determiné a 540 nm contra un blanco en un
colorimetro Spectronic 200 Thermo Ficher Scientific (Mas-
sachusetts, Estados Unidos). Finalmente se determiné el
nitrito presente por comparacion con una curva estandar.

Preparacion de la curva estandar

Se pesaron 500 mg NaNO2 Sigma-Aldrich (San Luis,
Misuri, Estados Unidos) y se disolvieron en 500 mL de agua
destilada libre de nitrito (solucién madre), de esta solucion
se tomaron 100 mL y se llevaron a volumen de 1000 mL
(solucioén intermedia). Por Ultimo, se tomaron 10 mL de la
solucién intermedia y se llevaron a 1000 mL (solucién de
trabajo) Posteriormente se transfirieron alicuotas de 10, 20,
30 y 40 mL de solucion estandar de trabajo a 4 matraces
volumétricos de 50 mL. A cada alicuota se le agreg6 2,5 mL
de reactivo de SFA, se mezcld, después de 5 minutos se
agregaron 2,5 mL de reactivo NED, se mezclé nuevamen-
te, y se llevaron a volumen, luego se dejo reposar por 15
minutos para que se desarrollara el color. Se transfirié una
porcion de esta solucion a la celda fotométrica y se determi-
né a 540 nm contra un blanco (mezcla de reactivo de NED,
reactivo de SFA y agua) en un colorimetro Spectronic 200
Thermo Ficher Scientific (Massachusetts, Estados Unidos).

Andlisis Estadistico

El andlisis de las mediciones obtenidas se realiz6 me-
diante el uso de métodos utilizando el programa Microsoft
Excel version 2013.
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Resultados

Con respecto a los embutidos, no se observaron cam-
bios de color y olor significativos en relacién con la pre-
sencia de nitritos (como en los casos donde se presentan
guemaduras por nitritos). Esto se debid a que el almacena-
miento se realizé bajo condiciones de mercado para con-
sumo.

Los resultados de los ensayos espectrofotométricos
para la determinacion de la presencia de NaNO2 en las 48
muestras de mortadela, se reflejan en la Tabla 1. Asimismo,
en la Tabla 2 se puede observar la distribucion porcentual
en cuartiles.

La concentracion maxima encontrada de NaNO, fue
de 106.42 mg/kg que correspondié a la muestra codificada
como M5L3b la cual sobrepasa la concentracion permitida
por el Codex, pero no la del RTCA® que es la normativa
nacional de referencia.

En la Fig. 1, se representa la concentracién de las 48
muestras analizadas que se encontraron por debajo del li-
mite maximo (130 mg/kg) establecido en el RTCAS, mien-
tras que 27 estan por debajo de limite maximo (80 mg/kg)
establecido en la GSFA,Codex STAN 192-1995%.

Para una representacion mas clara de los resultados
ver Fig. 2. Asimismo, se distribuyeron en cuartiles (como
se observa en la Tabla 2) donde se representa que el 81.25
% de las muestras (39) presentaron concentraciones entre
65-97.5 ppm de NaNO2 y un 4.17% mostré una concentra-
cion cercana a el limite maximo de los 130 ppm establecido
en el RTCAS.

Fig. 2 Distribucion porcentual de la Concentracién de
NaNO2 encontrada en mortadela segun RTCA5 (Fuente:
elaboracion propia, febrero 2020).

Los resultados de las concentraciones de las muestras
se distribuyeron en rangos como se observa en la Tabla
3, encontrando que el 43.75% (21) tienen concentraciones
entre 60.1 ppm a 80 ppm, cabe resaltar que este mismo
porcentaje sobrepasa el limite establecido por el Codex, re-
presentado en la Fig. 3.

|
Discusion

La presencia de concentraciones elevadas de nitritos
se ha visto asociada a distintos problemas de salud en los
consumidores, entre ellos, quizas el mas importante, es la
formacion de nitrosaminas, productos con accion canceri-
gena demostrada pero que no se forman de manera auto-
matica en cualquier circunstancia, ya que necesitan con-
diciones potenciadoras, por ejemplo un pH acido, calor y
consumo prolongado, esto hace que se presenten efectos a
través de mecanismos indirectos que puedan llevar a efec-
tos toxicos como consecuencia a la reactividad del oxido
nitroso que se produce durante el proceso de curado®*°,

La Dosis Maxima de Uso de un aditivo es la concen-
tracion mas alta que puede ser utilizada por la industria
alimentaria, establecida por la comision del Codex Alimen-
tarius. Dentro de este limite de concentracion se conside-
rara que su uso es funcionalmente eficaz en un alimento o
categoria de alimentos para conservar su inocuidad. Por lo
general se expresa como miligramo de aditivo por kilogra-
mo de alimento*®.

Anivel centroamericano, las concentraciones de NaNO,,
aceptables, presente en los embutidos, se especifican a un
nivel maximo de 130 mg/kg establecido en la normativa del
RTCAGS el cual es una adaptacion de la norma Codex STAN
192-1995*. Al comparar los resultados de este estudio, se
evidencia que el 100% (48) de las muestras no representan
un riesgo sanitario segun la normativa nacional y por ende
en la Centroamericana, mientras que un 56.25% (27) no
cumpliria lo establecido seguin normativa del Codex*.

El promedio de concentracién de NaNO, encontrado
en este estudio fue de 76.32+ 15.41 mg/kg, lo que concuer-
da con el estudio de Payés y Sanchéz-Gutiérrez et al.*?,
en el cual realiz6 una evaluacion del chorizo y la mortadela
producida a nivel artesanal e industrial en Honduras y co-
mercializada en los mercados de Tegucigalpa, determinan-
do que el contenido de NaNO, en todas las muestras no
represento un riesgo para el consumidor por no sobrepasar
el limite maximo permitido.

En relacion con la normativa del Codex Alimentarius,
este estudio evidencia que un 56.25% (27) de las muestras
de mortadela analizadas cumple con la DMU recomenda-
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Tabla 1. Resultados de la valoracion pro-
medio de las concentraciones de NaNO,
presente en las muestras de mortadela
industrial producida en Honduras y distri-
buida en Tegucigalpa en el afio 2019.

Figura 1. Representacion de la concentracion de NaNO, presente en las muestras en relacion con los limites establecidos

en la normativa del RTCA® y GSFA, Codex STAN 192-19954.



Concentracién de nitritos en mortadela industrial producida en Honduras y distribuida en Tegucigalpa
Nitrite concentration in industrial mortadella produced in Honduras and distributed in Tegucigalpa

Tabla 2. Distribucion porcentual en cuartiles del contenido de NaNO, en las muestras de acuerdo al MDU

establecido en el RTCA®.

da de 80 mg/kg, lo que concuerda con los resultados obte-
nidos por Lopez-Flores y col.*®, reflejando que en nuestro
pais las empresas productoras utilizan concentraciones de
nitritos por encima del valor recomendado.

Por otro lado, de acuerdo con el estudio realizado
por Fernandez Alvarez& Hierro Paredes, los nitritos son
sustancias con accién antimicrobiana, fundamentalmen-
te frente a bacterias anaerobias, especificamente a una
concentracion de 50 a 100 mg por kg de producto. Dato
gue concuerda con el 89.58% (43) de las muestras de este
estudio, probablemente logra alcanzar el efecto antimicro-
biano esperado. El 10.42% (5) mostrdé una concentracion
menor a los 50 mg/kg lo que significa un riesgo de inocui-
dad alimentaria y finalmente, el 4.17% (2) sobrepasa el va-
lor necesario para la inhibicion de bacterias anaerobias,
lo que podria incidir en posibles factores de riesgo como
formacion de compuestos nitrogenados, metahemoglobi-
nemia y formacion de nitrosaminas promotoras de efectos
cancerigenos que elevan el riesgo de incidencia de cancer
colorrectal, cancer de pancreas, cancer de prostata y can-
cer gastrico'>,

Es importante resaltar que las 6 muestras (2.88%) (de
la marca M6 de los lotes L1 y L2) que presentan la menor
concentracion de nitritos probablemente no deberian con-
siderarse la mejor opcion para consumo ya que esto podria
representar que dichas muestras contienen una menor can-
tidad de carne y un mayor contenido de otros compuestos
no proteicos?’.

Figura 2. Distribucion por-
centual de la Concentracion
de NaNO, encontrada en
mortadela segin RTCA®.
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Conclusiones

De todas las muestras analizadas en este estudio, el
100% (48) presentaron una concentracion de NaNO, dentro
de los parametros establecidos por el RTCA y un 56.25%
(27) segun el Codex. No obstante, un 10.42% de las mues-
tras presenté una concentracién por debajo de los 50 mg/
kg de mortadela lo que podria generar un riesgo para la sa-
lud. Por ello recomendamos fortalecer el sistema de control
alimentario nacional para minimizar las brechas existentes
en el etiquetado de los productos embutidos mortadela, en
vista de que es notorio la falta de informacion referente al
contenido de NaNO, presente en el producto. Esta accién
dara confianza al consumidor sobre la calidad del producto
y asi disminuira los posibles riesgos sanitarios inducidos
sobre su consumo. No se observaron cambios de olor y
color en las muestras. Es importante realizar este tipo de
estudios con un mayor nimero de muestras.
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Abstract: Pine is one of the important coniferous genera in America. In Honduras, Pinus oocarpa is the most critical
conifer species since it plays an essential role for the country's economy and represents a symbol of national identity.
Endophytic fungi are defined as microorganisms that reside in the internal tissues of plants without causing any obvious
immediate negative effects and are an integral part of their associated microbial communities. This study aimed to isolate
and characterize the endophytic fungi present in the pines of Honduras through the amplification and sequencing of the
ribosomal RNA gene's internal transcribed spacer (ITS). A total of 7 pines from the department of El Paraiso in eastern
Honduras were analyzed. A total of 14 fungi grouped into 6 genera and 7 species were isolated: Fusarium lateritium, F.
pseudocircinatum, Pestalotiopsis pini, P. microspora, Xylaria grammica, Trichoderma atroviride, y Nigrospora oryzae. To
our knowledge, this is the first report of endophytic fungal species in pines in Honduras. Although some endophytic fungi
may be mutualistic or saprophytic, the present study shows the presence of several genera of endophytic fungi that have
been reported as pine pathogens. The presence of these fungi in the pines of Honduras represents a potential threat to
the health of the forest. Further research is needed to increase knowledge about the importance of these fungi and the
potential impact they could have on pine forests in Honduras.

Key words: Endophytic fungi, Pinus oocarpa, Honduras.
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Introduction

Pinaceae is the most important of the eight families of
conifers. Within this family are grouped 11 genera distribu-
ted in boreal, arid, subalpine, temperate and tropical forest
ecosystems!2. The Pinus genus is one of the most impor-
tant within this family and includes more than 100 species
distributed mainly in the forests of the countries of the nor-
thern hemisphere in Europe, Asia, North Africa, North Ame-
rica, and Central America. "Pines", as they are commonly
called, have high ecological importance since they are the
predominant tree species in many of the countries of these
geographical regions®. Also, pine trees represent a funda-
mental pillar in the economies of several countries, and its
by-products contribute significantly to the Gross Domestic
Product (GDP), mainly in low- and middle-income countries
that export the wood as raw material*®.

Endophytic fungi are microorganisms that reside in
the internal tissue of plants without causing any apparent
immediate adverse effects and that, together with other
microorganisms, are an integral part of the microbial com-
munity of the plant®’. The association between fungi and
plants represents a universal and cryptic phenomenon in
nature6. Most of these microorganisms are transmitted ho-
rizontally through the production of conidia or spores that
spread to adjacent uninfected plants using physical or me-
chanical agents®. Most of the endophytic fungi belong to the
Ascomycota phylum; however, some genera belonging to

the Glomeromycota, Basidiomycota and Zygomycota phyla
have also been reported®®. Endophytic fungi are associa-
ted with plants as saprophytes, mutualists, or parasites”1,
although these fungi are generally found in host tissue as
mutualists®. Factors such as stress, physical changes and
the level of maturation of the plants are some of the causes
that could be involved in the development of infections by
this microorganisms’.

Endophytic fungi have been recognized as possible di-
sease-causing agents in conifers, mainly in pines'*%. Hon-
duras has an estimated forest cover of 6,314,815 hectares,
of which 1,951,978 hectares (30.91%) are pine forests'
including seven species and five varieties: P. oocarpa var.
oocarpa and var. trifoliata, P. maximinoi, P. caribaea var.
hondurensis, Pinus ayacahuite var. ayacahuite, P. hartwe-
gii, P. pseudostrobus var. pseudostrobus, and P. tecunuma-
nii"s. In Honduras, pine is the most critical conifer species,
and Pinus oocarpa has been selected as a national tree
for its relevant economic role and scenic importance. Given
the pathogenic potential that some genera of endophytic
fungi could represent and due to the economic and cultural
importance of pine trees in Honduras, this study aimed to
characterize endophytic fungi isolated from pine using mo-
lecular methods.
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Materials and methods

A total of 7 pine trees (Pinus oocarpa Schiede ex
Schitdl) from the department of El Paraiso in Honduras
were analysed. The trees showed a change in the color of
the needles from their apex to the base, exudation of resin
at the base of the fascicles, and vascular damage (Figure
1). Endophytic fungi were isolated using the superficial ste-
rilization technique, previously described by Stone et al.”.
Briefly, 4 samples of 1 cm of pine needles were randomly
selected from each tree. The outside of the needles was
sterilized with 4% sodium hypochlorite solution for 3 min,
then rinsed three times with sterile distilled water. Once di-
sinfected, the needles were cultured independently on PDA
(Potato Dextrose Agar) and 10% tartaric acid. The Petri di-
shes were incubated at 25°C and observed daily for 7 days
to detect the appearance of colonies (Figure 1), then all the
isolates were purified using the hyphal tip or single spore
methods. DNA extraction was performed by inoculating the
mycelium of each strain in 3 ml of GYEP broth (2% glu-
cose, 0.3% yeast extract, 1% peptone)'®. All cultures were
incubated for two days at 26°C. Subsequently, the mycelium
mats were recovered and subjected to a protocol based on
organic solvents. Briefly, the mycelium was resuspended
in 500 pl of lysis buffer composed of 10 mM Tris, pH 8; 1
mM EDTA, pH 8; and 100 mM NaCl. This suspension was
heated to 100°C for 1 min in a water bath and then shaken
three times in a Disruptor Gene® system (Scientific Indus-
tries) with 0.1 mm glass beads for 2 min with rest intervals
of 1 min. 400 pL of phenol-chloroform-isoamyl alcohol was
added (25:24:1), vortex mixed and centrifuged at 13,000
rpm for 15 min. The supernatant was recovered, and a volu-
me of chloroform-isoamyl alcohol (24:1) was added, mixed
with vortex, and centrifuged at 13,000 rpm for 5 min. The
aqueous phase was transferred to a new vial and precipita-
ted with a volume of absolute cold ethanol and 1/10 of the
volume with sodium acetate (3M, pH 5.2), mixed by inver-
sion and centrifuged at 13,000 rpm. The supernatant was
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removed, and the sediment was subsequently washed with
70% ethanol. The dried pellet was resuspended in 50 L of
nuclease-free water. The DNA concentration was calcula-
ted with a NanoDrop® spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Inc.), diluted to a final concentration of 40 ng/uL
and stored to —20°C until further use.

Molecular identification of all isolates was performed
by amplification and sequencing of the internal transcribed
spacer (ITS) of the nuclear ribosomal DNA gene. The ribo-
somal ITS region is recognized as a universal marker for the
identification of fungi'’. Polymorphisms in both length and
sequence, the availability of databases to compare sequen-
ces, universal primers and a high rate of successful ampli-
fication among all fungal lineages are some of the reasons
why this marker has been recognized as a good outlet for
the identification of endophytic fungi®®7:18,

PCR amplifications were carried out under the fo-
llowing conditions in a 50 pL volume: 25 pL of PCR Mas-
ter Mix (Promega Corp. Madison, WI, USA), 1 yL of 10
MM ITS1 and ITS4 primers 5-TCCGTAGGTGAACCTGC-
GG-3'/5-TCCTCCGCTTATTGATATGC3', and 1 pL of DNA
(40 ng/ pL). Reactions were carried out with an initial dena-
turation step at 95°C for 5 min, 37 cycles of 95°C for 30 s,
55°C for 30 s, and 72°C for 30 s, with a final extension at
72°C for 10 min. Amplicons were visualized in 1.5% agaro-
se gel electrophoresis with ethidium bromide. The amplified
products were sequenced on both flanks with their respec-
tive primers according to Psomagen company protocols
(https://lims.psomagen.com/). The quality of the sequences
was analyzed in the software with the Geneious®9.1.7 sof-
tware and queried against international databases contai-
ned in NCBI to confirm the identity of the sequences. The
sequences were compared with sequences deposited in
GenBank, registering the result with the highest percentage
of similarity as the most likely identification of each isolate.
The sequences were deposited in GenBank, and accession
numbers were assigned for 12 isolates.

Figure 1. (A) Pin needle lesions and resin exudation at the base of the fascicles; (B) Endophytic fungal growth from pine
needles.
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Results and discussion

A total of 14 monoaxenic isolates were obtained from
the 7 trees analyzed. All samples were successfully ampli-
fied and sequenced. The size of the amplicons ranged from
500 to 700 bp. The sequencing results yielded 6 genera and
7 different species. The endophytic fungi identified were Fu-
sarium lateritium, F. pseudocircinatum, Pestalotiopsis pini,
P. microspora, Xylaria grammica, Trichoderma atroviride,
and Nigrospora oryzae. The most frequently identified spe-
cies was P. pini, while Trichoderma atroviride and Xylaria
grammica were the least frequent (Table 1). All the fungal
isolates in this study belong to the Ascomycota phylum,
which agrees with what has been reported in the literature
regarding the classification of endophytic fungi in plants®8°,
However, the isolates were grouped under the Sorda-
riomycetes class, and this finding contrasts with what was
previously reported in Germany and Spain, where the Do-
thideomycetes class was the most frequent in Pinus silves-
tris'® 2, Something similar happened with the endophytes
described in Pinus nigra subsp.

On the other hand, endophytic fungi of the Arthoniomy-
cetes class were the most frequent in Pinus silvestris from
Sweden?, and the Leotiomycetes class was the most com-
monly found in the United States and South Korea in Pi-
nus taeda, P. leiophylla and P. densiflora respectively??.
The Sordariomycetes class was the second in frequency
in Spain, South Korea and the USA' 26.27 while in a study
carried out in Germany, fungi of the class Sordariomycetes
were found in 31% of all isolates?. Moreover, according to
what was reported by Bullington et al. in the USA and Tau-
diere et al. in Croatia this class was the least frequent in
both studies???. The high diversity of microorganisms that
pine species can harbor in different geographic regions is
evident, and multiple factors could influence the prevalence
and distribution of fungal communities in coniferous spe-
cies. Further studies are needed to clarify the main deter-
minants of the prevalence of various classes of fungi in this
group of trees.

Of 14 isolates, 6 (42.9%) belonged to two species of
the genus Pestaloptiopsis: P. pini, (n = 4) and P. microspora
(n = 2). Fungi grouped in this genus are generally conside-
red secondary pathogens that can be responsible for a wide
variety of plant diseases including cankers, dieback, leaf
spots, needle blight, tip blight, grey blight, and severe chlo-
rosis, among others*®. The presence of Pestalotiopsis spp.
in pines has been reported in Iraq, Spain, Portugal, China,
USA, Slovakia and some other European countries' 2832,
but as far as we know this is the first report of two species of
the genus Pestalotiopsis in Honduras.

Similarly, Fusarium lateritium (n = 2) and F. pseudocirci-
natum (n = 1) were identified in this study. Fusarium spp. itis
among the main genera of endophytic fungi. This genus in-
cludes important plant pathogens that affect both forest and
agricultural species. Although the presence of F. lateritium
and F. pseudocircinatum has been reported in pine trees®,
there is little information in the literature on these two spe-
cies that cause pine infection. Romon et al. suggested that
F. lateritium was a potential agent for the biological control
of infections by phytopathogens, mainly F. circinatum?. It is
important to highlight that, although the ITS regions are con-
sidered a reliable universal marker for identifying Fusarium,
the combination of at least two loci could be more informa-
tive and conclusive for the discrimination between species,

which is a limitation in this study.

On the other hand, two isolates of the genus Nigrospo-
ra, one Xylaria grammica and one Trichoderma atroviride
were identified. These fungi have also been identified as
endophytic microorganisms of pine trees in the western part
of the Himalayas, Spain, and China'®%®. To our knowledge,
this is the first report of these three genera of endophytic
fungi isolated from Pinus oocarpa in Honduras.

|
Conclusions

This is the first report of endophytic pine fungi isola-
ted in Honduras. The presence of these fungi in the pines
of Honduras represents a potential threat to the health of
the pine forests. The information of these fungi in the coun-
try is limited and more studies are needed to increase our
knowledge about the presence of these microorganisms
and the potential impact they could have on the forest.
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Resumen: Desde la cosmovisiéon de la antropologia alimentaria, al estudiar los origenes de los pueblos, se asume
metaféricamente que los latinoamericanos “somos hombres de maiz y de yuca”; la comunidad Garifuna de Honduras es
la principal consumidora de yuca y derivados como el ereba (casabe) y sobresale en la técnica gastrondmica ancestral
para su elaboracion, lo que promueve la soberania alimentaria. La Agenda 2030, impone a las universidades, la necesidad
de dar respuesta a los objetivos de desarrollo sostenible (ODS), varios de ellos relacionados con la alimentacién. Este
articulo tiene por objetivo realizar como academia, una alerta a la comunidad Garifuna hondurefia sobre el consumo de
la yuca y el casabe para ayudar a garantizar la seguridad y la soberania alimentaria de esta poblacién desprotegida y
pobre de Honduras, mediante una revision bibliografica exhaustiva, contribuyendo asi a afrontar los retos de los ODS
de la Agenda 2030, teniendo en cuenta la toxicidad de la yuca, las enfermedades provocadas por la posible intoxicacion
respecto a su consumo y los métodos de detoxificacion ancestral utilizada para hacer casabe.

Palabras clave: Compuestos Cianogénicos, Comunidad Garifuna, Toxicidad, Detoxificacion.

Abstract: From the worldview of food anthropology, when studying the origins of peoples, it is metaphorically assumed that
Latin Americans "are men of corn and cassava"; The Garifuna community of Honduras is the main consumer of cassava
and derivatives such as ereba (casabe) and excels in the ancestral gastronomic technique for its preparation, which
promotes food sovereignty. The 2030 Agenda imposes on universities the need to respond to the sustainable development
goals (SDG), several of them related to food. The objective of this article is to carry out as an academy, an alert to the
Honduran Garifuna community about the consumption of cassava and cassava to help guarantee the security and food
sovereignty of this unprotected and poor population of Honduras, through a bibliographic review. -exhaustive graph, thus
contributing to meet the challenges of the SDGs of the 2030 Agenda, taking into account the toxicity of cassava, the
diseases caused by possible intoxication regarding its consumption and the ancestral detoxification methods used to make
cassava.

Key words: Cyanogenic Compounds, Garifuna Community, Toxicity, Detoxification.

|
Introduccioén

Un pueblo indigena y afrodescendiente es un grupo
humano unido por una lengua comun, un territorio ances-

mayoritariamente en el area rural de la zona Norte del pais.
Para la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), la

tral, valores y tradiciones, una cultura propia, un espacio
territorial colectivo y sus miembros se autoidentifican como
pertenecientes a su pueblo!. La comunidad Garifuna, es un
pueblo afro-indigena y uno de los pueblos histéricamente
excluidos y mas empobrecidos de Honduras y; en conse-
cuencia, con un acceso mas restringido a los servicios de
salud que el resto de la poblacion y se encuentran ubicados

cultura del pueblo Garifuna incorpora un importante compo-
nente de origen africano, que contribuye a la base sobre la
cual se edifica la identidad étnica de las Américas y el ca-
racter multilingtie, multiétnico y multicultural de la poblacion
de la Region. Su economia es de subsistencia, concentra-
da en la pesca, la produccion agricola y la comercializacion
del ereba (casabe) en los mercados locales. Sin embargo,
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el acceso a la pesca y la agricultura se ha reducido signifi-
cativamente, debido a que empresas extranjeras y naciona-
les han invadido sus zonas?.No obstante, actualmente exis-
te un Proyecto denominado: Fortalecimiento de los medios
de vida de las familias en el Territorio Focal Garifuna de
Honduras, el cual esta motivado en la serie de problemati-
cas identificadas en esas localidades alrededor de medios
de vida-género y cultura, manejo sostenible de ambiente y
recursos naturales, afirmacion de identidades en un con-
texto multicultural y de diversidad étnica, y la necesidad de
desarrollo de capacidades de propuesta y de incidencia de
los actores en el poder local municipal®.

La alimentacion de las poblaciones empobrecidas ge-
neralmente depende de dietas monétonas derivadas de
alimentos obtenidos de cultivos menos complejos y adapta-
bles al medio en el que estas comunidades se encuentran
enclavadas. El pueblo Garifuna se alimenta principalmente
de mariscos, vegetales, frutas y de la yuca (Manihot es-
culenta Crantz), conocida también por mandioca, tapioca,
manihot o cassava, y de sus derivados como el ereba (ca-
sabe) sobresaliendo este ultimo en la técnica gastrondmica
ancestral por su proceso de elaboracion, lo que promueve
a la soberania alimentaria®.

El término casabe proviene del inglés cassava, mien-
tras que en Garifuna es gain o gein que en espafol significa
yuca. En este trabajo la palabra ereba sera el término em-
pleado para determinar al producto elaborado a partir de la
harina de yuca (casabe).

El ereba (casabe) Garifuna tiene sus origenes en los
paises caribefios y formo6 parte de la gastronomia de los
indios Arawakos®. En Honduras, este alimento es elabo-
rado por los Garifunas a partir de las raices de la yuca,
fundamentalmente de la variedad Ceiba (amarga). Es un
alimento rico en hidratos de carbono y aporte calérico, bajo
en proteinas y minerales; su elaboracién comprende varios

procesos como son: rallado, filtrado, fermentado y deshi-
dratado®*. Asimismo, el ereba puede contener bajos niveles
de cianuro en su composicion, por lo que es necesario con-
trolar las operaciones del proceso para la correcta elimina-
cion de sustancias toxicas y favorecer su inocuidad®.

La Agenda 2030 aprobada por la Organizacién de Na-
ciones Unidas (ONU) en 2015, recoge 17 objetivos para el
desarrollo sostenible (ODS), varios de ellos, de una forma
u otra, se relacionan con la alimentacion; por ejemplo: po-
ner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la me-
jora de la nutricién, garantizar una vida sana y promover el
bienestar de todos; entre otras’®. Las universidades como
instituciones sociales, ademas de la formacion académica
y educativa de sus estudiantes, tienen el compromiso de
contribuir a afrontar estos retos anteriormente planteados,
mediante la investigacion, la innovacién y la transferencia
de conocimiento®.

En el ambito legislativo, Honduras posee la Ley Marco
de Seguridad Alimentaria y Nutricional, publicada en el afio
2017, la que establece el ambito normativo para estructu-
rar, armonizar y coordinar acciones de seguridad alimen-
taria y nutricional que contribuyan al mejoramiento de la
calidad de vida de la poblaciéon hondurefia, con prioridad a
los grupos mas vulnerablesot,

El pueblo Garifuna desde tiempos antiguos conoce la
agronomia, preparacion y extraccién de la yuca (Manihot
esculenta Crantz). Sin embargo, es importante por medio
de este tipo de estudios de revision tener datos o anali-
sis que muestren las bondades al consumir y, sobre todo,
que ellos conozcan como la yuca es y ha sido un aliado
importante en la seguridad alimentaria del pueblo garifu-
na. Ademas, resaltar la importancia de ofrecer por medio
de esta literatura, mejores conocimientos y alternativas de
aprovechamiento de este cultivo.

Figura 1. Férmulas estructurales de los glucésidos cianogénicos presentes en la yuca A. Linamarina y B. Lotaustralina®s.

Figura 2. Produccion de &cido cianhidrico a partir de la linamarina presente en la yuca.
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Materiales y métodos

La informacion se recolecto in situ a partir de entrevis-
tas con lideres comunales, matriarcas y patriarcas de las
comunidades garifunas de Ciriboya, Cusuna, Sangrelaya,
Punta Piedra, Limon e Iriona, todas estas comunidades del
Departamento de Colén, Honduras, ubicado en la zona nor-
te del pais. En cuanto a la busqueda bibliografica, se reviso
material de la FAO, OPS, OMS para obtener informacion
de Honduras. En cuanto a las otras referencias citadas nos
ayudamos con los buscadores: google académico, Web Of
Science, Scopus y Researchgate.

|
Resultados y discusion

Las plantas tienen varias condiciones benéficas para la
humanidad; una de ellas, es su aporte medicinal, debido a
la presencia de fitoquimicos y antioxidantes*?. Sin embargo,
Algunos vegetales consumidos en la alimentacion humana
y animal presentan un mecanismo de defensa contra de-
predadores, manifestandose en la sintesis de sustancias
potencialmente toxicas, llamadas glucésidos. Los glucési-
dos estan compuestos por un glicido o azlcar, ademas es-
tan constituidos por una sustancia llamada genina, aglucén
o0 aglicona, la que puede ser un acido, alcohol u otro com-
puesto organico, siendo la genina la parte mas activa de la
especie quimica, la que para liberarse y ejercer su efecto
fisiologico requiere de una reaccion de hidrolisis catalizada
por una enzima. Los glucdsidos se clasifican de acuerdo
a su composicion, siendo los ciandégenos o cianogénicos,
aquellos en los que la genina contiene un grupo cianuro,
por lo que pueden generar el venenoso acido cianhidrico®®.

Los glucdsidos cianogénicos son metabolitos secunda-
rios presentes en la yuca variedad Ceiba y estan compues-
tas de una aglicona tipo a-hidroxinitrilo y de un azucar, prin-
cipalmente D-glucosa. Estas sustancias estan ampliamente
presentes en el reino vegetal, en mas de 2500 cultivares de
varias familias botanicas, muchas de las cuales se utilizan
como alimentos*.

La yuca (Manihot esculenta Crantz), perteneciente a
la familia Euphorbiaceae, es un importante cultivo tropical
originario de Sudamérica, se cultiva extensamente en mas
de 90 paises tropicales y subtropicales de América, Africa y
Asia®. Las raices y las hojas de la yuca, son muy utilizadas
en la alimentacion humana y animal, pero contienen altos
niveles de glucdsidos cianogénicos como son: la linamarina
y lotaustralina (Figura 1), en proporcion 93:7, respectiva-
mente, las que liberan &cido cianhidrico (HCN) (Figura 2),
consecuencia de la hidrdlisis enzimatica de B-3-glucosida-
sas después de la maceracion del tejido de la planta y por la
accion de la microflora intestinal de los animales o el huma-
no que los consume, el sistema digestivo humano no dis-
pone de una beta-D-glucosidasa capaz de romper la lina-
marina, pero las bacterias presentes en él si las poseen?*1¢,

La forma mas importante por la cual los compuestos
cianogénicos causan toxicidad es mediante la formacion del
cianuro que bloquea la capacidad de transportar oxigeno a
través de los glébulos rojos de la sangre. La dosis mortal de
cianuro es 1 mg/ kg de peso corporal. Es decir, una persona
de 60 kg muere si llegase a ingerir aproximadamente 60 mg
de cianuro derivado de materia prima seca’®.

Existen diferentes tipos de yuca,; la dulce variedad Va-
lencia, que presenta mejor aceptacion sensorial por parte
del consumidor y la yuca amarga que ha incrementado su

consumo con el paso del tiempo, debido a que su cultivo es
mas barato y resiste a la mayoria de las plagas, contenien-
do en su cascara una especie quimica de insecticida que
también es toxica’®.

El potencial de toxicidad depende del grado de concen-
tracién del cianuro contenido en un kilogramo de yuca, por
ejemplo, la yuca dulce contiene 50 veces menos cantidad
de cianuro (20 mg de cianuro por kilogramo de yuca), en
comparacioén con la variedad amarga (1000 mg de cianuro
por cada kilogramo de yuca), por lo que generalmente las
raices de las variedades dulces pueden ser consumidas
crudas, cocinadas al vapor o asadas, mientras que las rai-
ces de las variedades amargas requieren obligatoriamente
de un proceso de destoxificacion para remover los com-
puestos cianogénicos antes de ser consumidas. Los méto-
dos de procesamiento generalmente comprenden combi-
naciones de actividades tales como pelar, hervir, rebanar,
remojar, fermentar, asar, secar o moler las partes que se
van a consumir de la planta, con lo cual se inactivan o elimi-
nan sus componentes toxicos!’8,

El procesado adecuado de los alimentos que contienen
glucésidos cianogénicos reducira el riesgo para los consu-
midores. Si alguno de los pasos de procesado no se realiza
o se interrumpe, la yuca final puede contener niveles eleva-
dos de CNH, en todos los casos, la yuca dulce debera ex-
traerse la dermis (cascara) y cocerse completamente antes
de su consumo. La yuca amarga, sin embargo, debe pasar
el debido proceso de destoxificacion para su consumo. La
cantidad total de CNH depende de la variedad del tubér-
culo de yuca, las condiciones de cultivo y los métodos de
procesado. A su vez, el nivel relativo de cada componente
cianogénico depende de la trayectoria de reaccién ciano-
génica en las diferentes operaciones del procesado. La cia-
nogénesis se inicia cuando se dafia el tejido de la planta®.

La Norma CODEX establece que la harina de yuca co-
mestible, debera ser inocua y apropiada para el consumo
humano y cumplir con los niveles maximos de la norma ge-
neral para los contaminantes y las toxinas presentes en los
alimentos y piensos (CXS 193-1995); esta norma establece
10 mg/kg de CNH como nivel maximo permisible’®.

Debido a la presencia de compuestos cianogénicos, el
consumo a largo plazo de yucay sus derivados, bajo inade-
cuado proceso de destoxificacidn, es asociado fundamen-
talmente con dos desérdenes neurolégicos, mencionados
a continuacion:

Konzo o buka-buka, llamada popularmente piernas
tiezas (Figura 3), afecta fundamentalmente a infantes y
mujeres en edad fértil, se manifiesta bruscamente, y causa
paralisis y deformacion irreversible de las piernas.

Neuropatia ataxica tropical "TAN" (por sus siglas en
inglés), afecta principalmente a personas mayores de 50
afios y es una enfermedad neurodegenerativa que gene-
ra una combinacién de mielopatia, atrofia 6ptica, sordera
neurosensorial y polineuropatia periférica simétrical416:18.20,

Ademas, estudios con ratas demostraron afectaciones
en su funcion renal y hepatica, y en la actividad locomoto-
ra®. Asimismo, en el andlisis de la epidemiologia, toxicolo-
gia y fisiopatologia de algunas polineuropatias periféricas,
pueden ser debidas al consumo excesivo y al procesamien-
to inadecuado de la yuca, y de otros vegetales neurotoxi-
cos. El cultivo, el proceso y el consumo de la yuca, y sus
derivados deben ser controlados por las entidades de salud
publica y de seguridad industrial®.

La ingestion crénica de acido hidrocianico, a dosis t6-
xicas subagudas, puede estar implicada en la patogénesis
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de ciertas afecciones, incluida la alteracion de la funcion ti-
roidea y neuropatias. Las poblaciones que consumen yuca
amarga, inadecuadamente procesada, presentan sintomas
oftalmolégicos y neuroldgicos que estan asociados con la
exposicion al acido hidrocianico, también es probable que
estén implicadas deficiencias de alimentacion o metabdli-
cas, que afecten al mecanismo de destoxificacion del cia-
nuro, como por ejemplo deficiencias de sulfato y zinc“.

Precisamente, la yuca es fuente principal de alimentos
para las comunidades Garifuna -afro indigenas de Hondu-
ras, las que han empleado ancestralmente técnicas y ope-
raciones de destoxificacion de la harina para la elaboracion
de sus derivados como el ereba. Entre estas operaciones
se encuentran: disminucién del tamafio de particula, filtra-
cion, fermentacion, lavado y calor, las que garantizan pro-
ductos a base de yuca seguros para su consumo®#,

Diferentes autores y entidades citados por el CODEX
(2008), han expresado que los métodos para procesar la
yuca, generalmente adoptados, comprenden: remocion de
cascara, remojo, fermentacion, coccion, secado, triturarado
y molido?®®. Sin embargo, se ha comprobado que las dis-
tintas variedades de yuca tienen perfiles distintos de eli-
minacion cianogénica durante el cocinado de sus raices.
También parece haber diferencias en la estabilidad al calor
de la B-glucosidasa presente en el producto, lo que protege
a la enzima de la desactivacion total durante el cocinado.

El ereba presenta una dicotomia en cuanto a su géne-
sis, ya que es un alimento ancestral en los pueblos Garifu-
nas principalmente en Honduras, Guatemala, Belice y, a su
vez, es un producto tipico de la Costa Norte de Sudamérica
(Venezuela, Suriname y Brasil) y las Antillas (Santa Lucia,
San Vicente y las Granadinas, Republica Dominicana y
Haiti), se obtiene a partir de la harina de yuca siguiendo
una tradiciéon que data de la época precolombina.

Este alimento es una torta preparada de harina de
yuca, considerada sana, ya que no contiene grasa, posee
minimas cantidades de sal y también tiene la ventaja que
se puede conservar en casa por mucho tiempo sin descom-
ponerse, solia guardarse en una canasta de mallas separa-
da para que se ventile, llamada guagei y colgada en la viga
de la casa para que no tenga contacto con los animales.
En los dltimos tiempos, luego de hornearlo se deja unas
horas al aire libre para que se enfrie 0 alcance temperatura
ambiente, se envuelve en una manta limpia y se guarda
en recipiente apropiado que lo aisla del medio, incluyendo
el polvo. El ereba se ingiere en comidas, 0 como postre
preparado en galletas con sal de ajo. En comidas se puede
acompafiar de carnes de todo tipo, puede ser mojado con
agua o seco?.

En el proceso de elaboracion del ereba (Figura 4) du-
rante las operaciones de rallado, raspado y triturado de la
yuca en mortero, la linamarina sufre hidrolisis enzimatica,
dando como productos finales glucosa, acido cianhidrico y
acetona, sustancias que se eliminan en el liquido extraido
por prensado. El CNH que queda atrapado, se elimina a
su vez por lavado o por calentamiento, ya que es soluble
en agua y es volatil. Un eventual procesado posterior por
fermentacion provoca la disminucion del pH, favoreciendo
también la eliminacion del CNH.

Los Garifunas de Honduras elaboran el ereba a partir
de una tecnologia ancestral y en la actualidad buscan la
incorporacion de la instrumentacién de tecnologia de van-
guardia, sin dejar de lado la ciencia primigenia de sus an-
cestros; esto es, debido al afan de incursionar en nuevos
mercados que le permitan un desarrollo socio-econémico

para mejorar su calidad de vida, mientras preservan y per-
feccionan la tecnologia ancestral.

Tanto la tecnologia ancestral como la moderna em-
pleada por esta poblacion, permiten la detoxificacion de la
yuca. El acido cianhidrico es eliminado en el liquido extrai-
do por el prensado en el ruguma o culebra, aplicado en la
tecnologia ancestral o la prensa hidraulica en la tecnologia
de vanguardia (Figura 5). Algunos ciandgenos que quedan
atrapados, son eliminados por lavado, ya que son solubles
en agua, de igual manera, estos ciandgenos son elimina-
dos por la accién de calor, se volatilizan en el proceso de
horneado del ereba, donde la harina de yuca se expone a
temperaturas de 64.60C, durante un tiempo de 6 minutos
(Figura 6). De no realizarse un buen proceso de detoxifi-
cacion este pueblo presentara cuadros de intoxicacion que
pueden llegar a ser la génesis para provocar danos irrever-
sibles a la salud de los consumidores*.

Ademas de la obtenciéon de informacion sobre la to-
xicidad de la yuca, las enfermedades provocadas por la
posible intoxicacion respecto a su consumo y los métodos
de detoxificacion ancestral de la harina de yuca utilizada
para hacer ereba, con el fin de aportar nuevos elementos
a la gastronomia del pueblo Garifuna en la Universidad
Nacional de Agricultura de Honduras (UNAG), realizaron
investigaciones que tuvieron por objetivos desarrollar una
formulacion satisfactoria para elaborar ereba siguiendo los
procedimientos culturales de preparacion; asi como, la de-
terminacion del impacto de la cinética de secado sobre las
propiedades sensoriales del producto. Los resultados su-
girieron que, para obtener un ereba con buena aceptacion
sensorial, se debe usar la mezcla de: yuca amarga (85%),
agua de mar (10%) y sal de ajo (5%)*. Los investigadores
ademas plantearon que se debe evaluar la posibilidad de
fortificar este alimento con la finalidad de mejorar su calidad
nutricional, ya que no presenta en su composicion cantida-
des importantes de proteinas, lipidos y minerales. Esto es
importante, tomando cuenta que la yuca amarga, es uno
de los alimentos mas representativos de la cultura gastro-
némica de las comunidades Garifunas de Honduras. Ade-
mas, la fortificacion de los alimentos es un método barato
y de facil aplicacién, que garantiza la seguridad alimentaria
y nutricional de la poblacién®. Por lo que es indispensable
considerar el uso de biomoléculas provenientes de plantas
con potencial funcional para aumentar el contenido nutri-
cional del ereba mediante su fortificacion?*-?>. Asimismo, se
aprovecharia el potencial medicinal y farmacoldgico de las
plantas que se ubican en las zonas Garifunas de Honduras,
por su contenido de aceites esenciales y polifenoles como
antioxidantes, carotenoides, minerales y otras moléculas
bioactivas que promuevan la soberania alimentaria y la sa-
lud del pueblo Garifuna de Honduras?6-%°,

|
Conclusiones

La harina de yuca de la variedad Ceiba, toxica por su
contenido de cianégenos, es el alimento vital para la comu-
nidad Garifuna de Honduras, por cuanto que es la materia
prima bésica para la elaboracion del ereba como sustento
diario y fuente principal de nutrientes de dicha poblacion. El
conocimiento ancestral obtenido de manera vivencial por el
pueblo Garifuna, conllevé a desarrollar métodos de detoxi-
ficacién de la harina de yuca, para obtener un alimento mas
saludable y apto para su consumo. El proceso de elabora-
cion del ereba, presenta una serie de operaciones como
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Figura 3. Nifio afrodescendiente
enfermo de Konzo?.

Figura 4. Ejemplo de proceso aplicado para la elaboracion de ereba (casabe)*.
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Figura 5. Tecnologia empleada por el pueblo Garifuna de
Honduras, para la extraccion del cianuro utilizando el rugu-
ma (culebra) o prensa hidraulica?.

lavado con agua salada, rayado, prensado, fermentacion y
coccion, las que garantizan la inocuidad del producto, debi-
do a que el cianuro es una sustancia termolabil, soluble en
agua y se degrada en presencia de acido lactico. El omitir
el uso de estas operaciones eleva la posibilidad que la yuca
amarga contenga contenidos de cianuros considerables
gue pudiesen afectar la salud de la poblacion Garifuna de
Honduras al momento de consumir el ereba.

Recomendaciones

Es imprescindible elaborar programas y planes de difu-
sion dirigidos a la comunidad Garifuna de Honduras, para
fortalecer y promover, desde la academia, la educacion de
la ciudadania, en general, y en el pueblo Garifuna, en par-
ticular, sobre temas de seguridad y soberania alimentaria.
Ademas, los resultados de este estudio deben ser conside-
rados en el curriculo de las carreras afines a este campo
de investigacion, lo que permitird un mayor conocimiento y
conciencia en cuanto al tema.

Las universidades tienen como misién, la formacion in-
tegral de profesionales altamente calificados al servicio de
la sociedad y el desarrollo sostenible nacional y mundial, y
por su acervo cultural, cientifico y tecnoldgico estan desti-
nadas a ser actores determinantes para contribuir significa-
tivamente al cumplimento de los ODS de la Agenda 2030.
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Figura 6. Métodos ancestrales de detoxificacion de la
yuc