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A   nivel global, hemos pasado -sin advertirlo- del 
homo economicus al Antropoceno. El homo eco-
nomicus está orientado a la obtención de la máxi-
ma ganancia a toda costa (ello, en general, lleva 

acompañados los procesos de enriquecimiento y empo-
brecimiento); desconoce la condición humana y condición 
natural hacia la compasión que todos y cada uno de los 
seres humanos llevamos dentro. En palabras de Naomi 
Klein1 es “el capitalismo contra el clima”. La teoría y prácti-
ca económica-humana dominante es la imposición de esta 
figura productivista, consumista, individualista y excluyen-
te. Incluso, se llega a tal punto de estigmatizar otros com-
portamientos económicos, políticos, sociales y culturales 
distintos, al estilo de Toffler2, con la radical denominación 
de “pusilánimes”: descartables o excluidos. Detrás de ello, 
la vieja la noción de la naturaleza como materia prima y 
también la nueva noción extractivista, han dado lugar a la 
era del Antropoceno, digamos, manifiesta en una especie 
humana destructora (auto – destructora) y sin límites. Este 
no es un juego de los dueños de los bienes de producción, 
de los dueños de las máquinas; es un juego perverso de 
los dueños de la naturaleza, de los dueños del mundo. Y 
cada país genera -a su vez- sus propios dueños y como es-
pejo sus propias crisis. Al Antropoceno institucionalizado le 
podemos llamar “destrucción creadora”: Schumpeterismo3. 

La destrucción es global, de mundo, y global de dimen-
siones. La destrucción es estructural y acumulativa. Hon-
duras no es la excepción. Honduras ha reproducido a su 
propio Antropoceno y es un Antropoceno desenfrenado. El 
Plan General hacia una Universidad como Voz Intelectual 
y Científica de la Nación 2020-20254, documento referente 
de la reorganización, operacionalización y reorientación de 
la UNAH como universidad investigadora, enuncia y descri-
be la gran deriva institucional y democrática de Honduras: 
a) Ley para la Modernización y Desarrollo del Sector Agrí-
cola (1994); b) Huracán 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, 
Huracán 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 - fáctico, capaz de provocar desastres 
naturales y humanos, cuya noción de ser es el “propietaris-
mo”, y cuya noción de cambio -con ciertos matices- tam-
bién es el “propietarismo”5. Más allá, a nivel de gobierno y 
Estado, sus débiles cimientos son: a) política económica 
de austeridad y corporativa; y, b) política social de compen-

sación y control social.
Las opiniones retóricas desde un centro político des-

encajado, desde la extrema izquierda o desde la ultra – 
derecha, soportan un “cerro de justificaciones”. Aseguran 
que están abordando las necesidades sociales auténticas. 
Y queda el reto de encontrar ideas más conceptuales, ra-
zonadas, compasivas, con nuevos paradigmas (más hu-
manos), apegados a las ciencias del desarrollo humano; 
decididos a la construcción 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”6. Digamos que hay mucha urgencia por una investi-
gación humanística (que asombrosamente es reniego de 
algunos). La pregunta es ¿cómo poner freno…? R. Se ne-
cesita una escala de espacios: nacional, regional y local; 
donde se puedan escalonar temas: partiendo de la econo-
mía 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 desarrollo7,8. (Figura 1.) 

La exclusión, ciertamente, es el principal factor de 
impedimento del desarrollo económico, social, político y 
cultural. El Antropoceno es excluyente y extractivista. Se 
recurre al auxilio de voces hondureñas; alzadas ante este 
fenómeno que provoca hundimiento de país, manifiesto en: 
autoritarismo, exclusión, inseguridad y corrupción. Son vo-
ces calificadas: 

1) Desde la economía solidaria.
En el año 2018, Hugo Noé Pino, actual I Vicepresidente 

del Congreso Nacional de Honduras, recibió el Premio José 
Cecilio del Valle (por el Colegio de Economistas de Hondu-
ras), y dijo: “Cualquiera que sea nuestra postura política, 
estamos obligados, ética y científicamente 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 país, inclusivo y 
democrático”9.

2) Desde un nuevo pacto social
Edmundo Orellana, actual Ministro de Transparencia y 

Lucha contra la Corrupción (de Honduras) ha dicho: “En 
Honduras hay dos sistemas operando al mismo tiempo, 
pero en dimensiones diferentes. El que reconoce nuestra 
Constitución y el resto del ordenamiento jurídico, y aquel en 
que vive la población. 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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asegurar a sus habitantes el goce de la justicia, la libertad, 
la cultura y el bienestar económico y social’. El segundo, 
conspira contra estos postulados constitucionales, revelan-
do indicadores de privación y marginación, que nos colocan 
entre los países más inequitativos del mundo”10.

3) Desde el derecho a la salud / a la vida
Sir. Salvador Moncada, hondureño, 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 económica dure mucho tiempo, misma que se agu-
diza al ser Honduras uno de los países más desiguales”. 
“…hacemos al país más dependiente, más pobre, donde 
buscamos vender a transnacionales a pedazos de nuestro 
territorio para desarrollarlo, este modelo económico social 
que tenemos es malo y estratégicamente dañino”. “…se 
inventaron dos mezclas que les están dando a los pacien-
tes, las cuales no tienen ningún efecto clínico, sin ningún 
estudio científico, sin pensamiento crítico, que fueron sim-
plemente un negocio para algunos y que muchos se enri-
quecieron con ese tipo de estafa”11.

Con lo anterior en mente; -buscando cómo llenar el 
vacío de la gestión curricular de la investigación (la trans-
versalidad de la investigación: el manejo de la política de 
investigación, el método científico y la gestión del conoci-
miento); cómo mantener a la UNAH en su posicionamiento 
en el Ranking Mundial Scimago 2022 y QS 2023 (gestión 
de la investigación e innovación científica); y cómo cumplir 
con el mandato constitucional, artículo 160, de participar 
en la solución de los problemas nacionales (gestión de la 
investigación para el DHS); la UNAH, en alianza estratégica 
con la Revista Bionatura,, lanzó la convocatoria del “XIV 
Congreso de Investigación Científica, UNAH 2022: a la luz 
de la agenda 2030 para el desarrollo humano sostenible 
DHS)”, en especial el Fórum 1 “Ciencia, salud y vida”, que 
se propone: “Abrir un espacio de encuentro entre la investi-
gación universitaria nacional e internacional y la comunidad 
en general para dar a conocer los mejores resultados de 
investigación en un número especial de la revista  Bionatu-
ra (SCOPUS, Q4) a fin de que estos nuevos conocimientos 

contribuyan a solucionar problemáticas del área de salud y 
ciencias afines”12. Así, en esta Revista, se presentan 26 ar-
tículos en los ejes temáticos abajo indicados, cuya gestión 
del conocimiento de los mismos, no hay dudas, ayudará 
a combatir al Antropoceno individual de cada uno y al An-
tropoceno que silenciosa, pero imperiosamente, se elevó 
hasta el dictado de políticas públicas inapropiadas. Los 
ejes del Fórum1 propuestos fueron: a) Ciencias biológicas, 
naturales y ambientales (respuesta al cambio climático); 
b) Ciencias médicas y de la salud (derecho a la salud); c) 
Ciencias químicas, farmacéuticas e industria farmacéutica 
(producción farmacéutica local); d) Ciencias microbiológi-
cas y biotecnología (innovación, desarrollo agroindustrial); 
e) Ciencias agronómicas (desarrollo rural). La conjunción 
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 
Fórum 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 ecológico con el fin 
de satisfacer los deseos humanos que a menudo expulsa-
mos literalmente al resto de la vida fuera de la escena”13. 2.- 
Prevalece el dominio humano frente a la vida: “…una era en 
que la Tierra está 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”14. El Informe sobre el desarrollo 
humano 2020 del PNUD se denomina “La próxima frontera: 
el desarrollo humano y el Antropoceno”. Los días de pan-
demia COVID-19 nos han develado un panorama mundial 
multi-crisis; o ponemos límites o pasamos las fronteras del 
sin retorno. Dice el PNUD que: “La exploración de esa fron-
tera es el propósito 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”15. Esta Revista Bionatura Edición Especial Honduras, 
quiere también explorar esas fronteras en el terreno hondu-
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Figura 1. Escala de espacio, escalonar temas y escalonamiento disciplinar.
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reño. Los “ámbitos de los sistemas naturales” [suelo, dióxi-
do de carbono, agua, nitrógeno, plantas, aves, pesquerías16 
no son exactos a los 5 ejes del fórum 1, pero caminan por 
las mismas fronteras: la elección es la vida.  
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La pandemia COVID-19 ha obligado a generar cam-
bios en los modelos pedagógicos empleados en la ense-
ñanza de la Radiología Oral. Esto ha ocasionado nuevas 
y mayores exigencias a los docentes, principalmente en 
las universidades públicas de Honduras que desarrollan 
su práctica formativa mediante una educación tradicional1. 
El modelo híbrido fue implementado como una alternativa 
para continuar avanzando en los procesos de enseñan-
za-aprendizaje2. Dicho modelo combina los componentes 
virtual y presencial3, lo que hace posible el desarrollo de la 
enseñanza de la Radiología Oral.

En las universidades de Honduras, el modelo híbrido 
ha permitido desarrollar los contenidos a través de distintas 
plataformas institucionales y aplicaciones digitales disponi-
bles, lo que conlleva a evitar la aglomeración de los estu-
diantes en las aulas de clase, disminuyendo así el riesgo de 
contagio4. Asimismo, ha facilitado efectuar el componente 
práctico presencial lo que contribuye a la generación de 
competencias en la toma radiográfica, la protección radio-
lógica, el proceso de revelado manual y la identificación de 
errores en estos aspectos.

Sin embargo, existen una serie de limitaciones en la 
implementación del modelo híbrido relacionadas con los 
componentes virtual y presencial. En el primero, la falta 
de conectividad a internet, el acceso a dispositivos tecno-
lógicos, los problemas de energía eléctrica condicionan la 
participación del estudiantado1 y profesorado en el cumpli-
miento de la asignatura. También, un obstáculo que con-
tinúa vigente es la escasa preparación en el uso de apli-
caciones virtuales, por ejemplo: plataformas institucionales, 
Zoom, Microsoft Teams, Cisco Webex, Google Meet. Con 
relación al segundo componente, el temor a los contagios, 
la insatisfacción por el desarrollo de los contenidos de ma-
nera asincrónica, el poco compromiso mostrado por parte 
de algunos estudiantes y docentes para seguir avanzan-
do en el proceso de enseñanza-aprendizaje y el aumento 
de carga académica en el profesorado se consideran las 
principales dificultades en la ejecución de este modelo de 
enseñanza.

Los desafíos giran en torno a una mayor preparación 
en la implementación de nuevos modelos de enseñanza. 
También, las brechas en la conexión a internet y el uso de 
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equipo electrónico como ser: teléfonos inteligentes, compu-
tadoras, tablets, entre otros, se deben considerar en la apli-
cación de estos modelos5. Por tanto, resulta indispensable 
el apoyo institucional para disminuir estas desigualdades 
y llevar a cabo innovaciones educativas. Los docentes y 
estudiantes requieren de formación continua en el mode-
lo híbrido, 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 prácticas presenciales de manera 
confiable y segura6.

En conclusión, la enseñanza de la Radiología Oral de-
berá adaptarse a nuevos modelos pedagógicos que permi-
tan desarrollar competencias en los docentes y estudiantes 
para afrontar los retos del contexto actual. Para esto, será 
necesario efectuar procesos de capacitación que generen 
mayor compresión sobre la utilización del modelo híbrido. 
Dicho modelo seguirá siendo una alternativa de formación 
en las universidades de Honduras, dado que facilita conti-
nuar con el proceso de enseñanza-aprendizaje a pesar de 
las limitaciones a las que se debe enfrentar en su imple-
mentación.

Hazaria Flores-Girón, Claudinne Paz and Eddy Paz-Maldonado
Volume 7 / Issue 3 / 2     •     http://www.revistabionatura.com
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Introducción
Un problema de gran magnitud es la contaminación 

ambiental, que es originada por fuentes naturales, así 
como por las actividades humanas. Los diversos procesos 
industriales de naturaleza química y el aumento día tras día 
de la población contribuyen al incremento de contamina-
ción de las fuentes de agua, produciendo un déficit de este 
preciado recurso1,2. La presencia de contaminantes en el 
agua hace necesario un estricto control y eliminación de los 
mismos, sobre todo cuando estas van destinadas al consu-

mo humano. Para resolver esta problemática, dado el gran 
numero y variedad de sustancias, medios y condiciones de 
aplicación, es necesario la utilización de una variedad de 
técnicas de remediación. Entre algunas de estas técnicas 
se pueden mencionar: El intercambio iónico, adsorción, 
coagulación, extracción con disolvente, filtración, electroli-
sis y biodegradación1.

La adsorción es una de las técnicas de remediación 
ambiental en aguas contaminadas más prometedora debido 
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Resumen: La contaminación de fuentes de agua por la industria química 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 nanopartículas conocidas comúnmente como hidróxidos dobles laminares (HDL) o 
compuesto de tipo hidrotalcita (HT). Se realizó la síntesis de los mismos y la posterior caracterización por espectroscopía 
infrarroja con el fin de analizar su capacidad como material adsorbente en tratamiento de aguas contaminadas por 
ácido pícrico en la Facultad de Química y Farmacia de la Universidad Nacional Autónoma de Honduras (UNAH) en los 
meses comprendidos de marzo a julio del 2018. Para el estudio se utilizó la técnica de análisis de colorimetría para la 
determinación de las cantidades adsorbidas por los HDL y el descenso de concentraciones iniciales de las soluciones. 
La información obtenida se procesó y los resultados fueron expresados en términos numéricos y porcentuales, así como 
en gráficos. Los resultados mostraron que el mayor descenso de la concentración de la solución de ácido pícrico y, por 
consiguiente, la mayor cantidad del mismo retenido en la superficie del material adsorbente sintetizado, se alcanzó a las 
2 horas de contacto con agitación constante, demostrando su capacidad descontaminante como un material adsorbente 
de fácil y económica preparación.
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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.
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a su efectividad, fácil operación y diseño sencillo y econó-
mico, es capaz de eliminar contaminantes tanto orgánicos 
como inorgánicos en bajas concentración sin la introduc-
ción de especies nocivas al medio. Este proceso consiste 
en la eliminación de una especie contaminante contenida 
en una disolución al ser retenida en la superficie de un ma-
terial o sustancia. La adsorción es un proceso físico-quími-
co dinámico mediante el cual un contaminante se enlaza en 
la superficie de un material en particular.  Después de rea-
lizar el proceso de adsorción se mide la concentración de 
contaminante que queda en el sobrenadante (disolución) 
lo que se conoce como concentración de equilibrio (Ce), y 
mediante la ecuación Cs=   (Ecuación 1) 

por cationes trivalentes, generando un exceso de cargas 
positivas que son contrarrestadas por la presencia de anio-
nes en la región interlaminar. La fórmula general de estos 
tipos de compuestos es la siguiente:
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Figura 1. Estructura de la brucita9.  

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

Cs= Concentración adsorbida
Ci= Concentración inicial de la disolución que se desea 

descontaminar
Ce= Concentración de equilibrio
V= Volumen de disolución utilizado en la experiencia 

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

riencia de adsorción
El carbón activo es uno de los adsorbentes más utiliza-

dos para la eliminación de diversos contaminantes, debido 
a que presenta una elevada área superficial, alto grado de 
reactividad superficial, así como un volumen, tamaño de 
poro adecuados que permiten la accesibilidad de la superfi-
cie interna, permitiendo absorber una gran cantidad de ga-
ses, vapores y solutos en disolución, aunque presenta el in-
conveniente de un elevado costo. La búsquedas de nuevos 
materiales que presenten propiedades adsorbentes se in-
crementa año con año por lo que se podido destacar el uso 
alúmina activada3,4, las zeolitas5, las arcillas y los hidróxidos 
dobles laminares (HDLs) como sus productos calcinados6,7.

Los Hidróxidos Dobles Laminares (HDLs) son tam-
bién conocidos comúnmente como Hidrotalcitas (HT) son 
Hidroxicarbonatos de Magnesio y Aluminio que fueron sin-
tetizados por primera vez en el año 1935 por Feitknechet 
mediante la reacción que resulto por la combinación de di-
luciones diluidas de sales metálica de cationes divalentes 
y trivalentes en medio básico, dando lugar a una estructura 
de doble lamina8. Las Hidrotalcitas se encuentran consti-
tuidas por capas de hidróxidos metálicos en las cuales han 
ocurrido sustituciones isomórficas de cationes divalentes 

En donde:
MII (Catión divalente): Mg2+, Zn2+, Ni2+…
MIII (Catión Trivalente): Al3+, Fe3+…
Xq-

x/q.nH2O (anión interlaminar acompañado con molé-
culas de agua): CO3

2-, Cl-
La estructura de los HDLs está íntimamente relaciona-

da con la estructura de la brucita, en la cual el magnesio 
está coordinado octaédricamente con seis grupos hidróxi-
dos (OH), estos octaedros están dispuestos de tal manera 
que comparten sus caras formando laminas bidimensiona-
les que están unidas por fuerzas de Van der Walls, cuando 
se sustituye el Mg2+ por metales por cationes trivalentes 
como Al3+ se obtienen estructuras tipos Hidrotalcita (HDLs), 
tal como se muestra en la Fig. 1.

Como resultado de sus particulares propiedades físi-
cas y químicas además de su fácil síntesis, estos compues-
tos día con día son objeto de estudio para la aplicación de 
diversos campos como ser la catálisis, tecnología de me-
dicamentos y últimamente como adsorbente de diferentes 
contaminantes6,10-13.

El ácido pícrico es considerado un contaminante priori-
tario ya que causa la contaminación de los sistemas acuá-
ticos y los suelos cuando es liberado al medio ambiente15. 
Tiene diversas aplicaciones como colorante, utilizado en 
minas terrestres y explosivos, fungicidas y pesticidas, así 
como sus aplicaciones en la industria de tintes, farmacéu-
tica y de cuero16-18.

El ácido pícrico puede causar daños masivos a los se-
res humanos afectando el sistema respiratorio, la piel, los 
ojos19, puede producir anemia, náuseas, vómitos y daño he-
pático16, además, el ácido pícrico al ser metabolizado en el 
organismo se convierte en el subproducto 2-amino-4,6-dini-
trofenol que tiene 10 veces más actividad mutagénica que 
el ácido pícrico15.

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

El siguiente trabajo tiene como objetivo la obtención de 
HDLs y evaluar su utilización como un material adsorbente 



3de ácido pícrico (2,4,6-Trinitrofenol) para el tratamiento de 
aguas residuales en la Facultad de Química y Farmacia de 
la Universidad Nacional Autónoma de Honduras.

Materiales y métodos 
El estudio presenta un enfoque de tipo cuantitativo, 

ya que éste usa la recolección de datos para comprobar 
hipótesis con base en la medición numérica y el análisis 
estadístico para establecer patrones de comportamiento y 
probar teorías20. El diseño del estudio es experimental de 
tipo transversal con alcance descriptivo, ya que estudiará 
la capacidad adsorbente de un Hidróxido doble laminar 
sintetizado haciendo uso de la observación y recolección 
de datos por medio de la medición del descenso de las 
concentraciones de ácido pícrico de una solución acuosa 
de concentración conocida cuando está en contacto con el 
sólido sintetizado en periodos de tiempo de 1, 2, 5, 12 y 24 
horas, con alcance descriptivo por la descripción de com-
portamiento de las variables.

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

La síntesis de los HDLs se llevó a cabo mediante el 
método de Coprecipitacion, que consiste en la reacción si-
multanea de sales de Mg2+ y Al3+ con una sal de CO3

2- en 
medio básico el cual es necesario para que se produzca la 
precipitación de los cationes. Las soluciones que se prepa-
raron para realizar el procedimiento fueron:

Solución A: 0.72g deMgSO4 + 1.03 g de AlSO4 en 100 
ml de agua destilada

Solución B: 0.26 g de Na2CO3 + 0.72g de NaOH en 100 
ml de agua destilada

Ya preparadas las soluciones se procedió a realizar la 
precipitación añadiendo gota a gota la solución A sobre la 
solución B que se encontraba en agitación constante con 
ayuda de un embudo de separación, finalizando el proceso, 
la suspensión obtenida se dejó reposar 48 horas. A con-
tinuación, se centrifugó en una centrifuga de tamaño pe-
queño de la marca LW-Scientific modelo C-3 select durante 
5 minutos a 2000 rpm, se decantó el sobrenadante y se 

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

Mediante la técnica de espectroscopía infrarroja se 
caracterizó el material adsorbente sintetizado, así como el 
contaminante utilizado (ácido pícrico) y el complejo obteni-
do en las experiencias de adsorción. Esta técnica implica 
la utilización de energía infrarroja, la cual puede provocar 
excitación 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 vibración en las muestras analizadas. De esta manera 
se tiene información sobre la estructura de la molécula. Los 
espectros infrarrojos de las distintas muestras fueron regis-
trados en un espectrofotómetro de infrarrojo Agilent Tecno-
logies Cary 630 FTIR y dada la configuración de este no 
presentaba los espectros resultantes en valores de trans-
mitancia, sino que, en absorbancia, por tanto, se procedió 
describir picos de absorbancia característicos y no bandas 
de transmitancia características en este análisis de los mo-
dos de vibración de la muestra analizada.

Para realizar el estudio de adsorción se preparó una 
solución estándar acuosa de ácido pícrico, para ello se 
pesó 1.145 g de ácido pícrico que se disolvieron en 1 litro 
de agua destilada, posteriormente se procedió a realizar 
una curva de calibrado con la que partiendo del valor medi-
do de las absorbancias en el colorímetro se calculó el valor 
de la concentración de equilibrio (Ce) de cada una de las 
muestras en las diferentes experiencias. Para la realización 
de dicha recta se prepararon diferentes diluciones a par-
tir de la solución de ácido pícrico 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 evaluación del proceso de adsorción en todos 
los experimentos se realizó mediante el siguiente esquema 
de trabajo:

a)       Se colocaron 0.025g de sólido adsorbente (HDLs 
sintetizados) en un tubo de centrifuga y a continuación se 
añadió 20 mL de una disolución acuosa de ácido pícrico a 
una concentración de 1.145 mg/L.

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

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

d)       Al finalizar el centrifugado, se filtró el sobrena-
dante de cada tubo con una jeringa y un filtro de poro de 
0.2 μm, de manera que el sólido en suspensión no se haya 
mezcldo con el sobrenadante.

e)       Por último, se determinó la absorbancia en el co-
lorímetro a una longitud de onda de 368 nm, para luego cal-
cular la concentración de equilibrio (Ce) de cada muestra.

f)        Se procedió a determinar la cantidad de ácido pí-
crico adsorbida por gramo de adsorbente (Cs), mediante la 
diferencia entre su concentración inicial y la que queda en 
la disolución de equilibrio, mediante la siguiente ecuación: 

Empleo de Hidróxidos Dobles Laminares como material adsorbente en el tratamiento de aguas contaminadas por ácido pícrico, experiencia realizada en la 
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Figura 2. Estructura química del Ácido pícrico (2,4,6-Trini-
trofenol)14.  
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En donde:
o    Ci= Concentración inicial de la disolución que se 

desea descontaminar
o    Ce= Concentración de equilibrio 
o    V= Volumen de disolución utilizado en la experien-

cia de adsorción 
o    m= masa de adsorbente utilizada en la experiencia 

de adsorción. 
Por último, se realizó un análisis de espectroscopia IR 

del complejo formado entre la Hidrotalcita y el ácido pícrico 
después de la adsorción.

Resultados

Caracterización del material adsorbente (HDL’s) por 
Espectroscopía 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-1 en donde ocurren los modos de vibración 
de los grupos funcionales; en el eje y corresponde a las ab-
sorbancias en unidades de absorbancia (AU) de los modos 
de vibración antes mencionados, dada la configuración del 
espectrofotómetro IR por absorbancia se observa picos de 

absorción característicos alrededor de 3500 cm-1 que indica 
la presencia de grupos OH- de las láminas y que es provo-
cada por la vibración de tensión de los mismos. Aproxima-
damente a 3020 cm-1 se observa una pequeña cresta de un 
pequeño pico que indican la interacción mediante puente 
de hidrógeno, entre el anión carbonato (CO3

2-) y el agua 
entre las interláminas. En 1650 cm- se observa un pequeño 
pico correspondiente a la vibración de tención de las mo-
léculas de agua y el pico a 1380 cm- correspondiente a la 
vibración del anión carbonato (CO3

2-). En torno a los 1200 a 
1140 cm-1 se registra un pequeño pico de absorción corres-
pondiente al modo de vibración del anión sulfato (SO4

2-). 
Por último, los picos registrados a valores por debajo de 
800 cm-1 se deben a las vibraciones de tensión de los enla-
ces metal-oxigeno de Magnesio y Aluminio.

Caracterización del contaminante (Ácido pícrico) por 
Espectroscopía IR

En la Figura 5 se observa el espectro IR del ácido pícri-
co, al igual que en el espectro anterior el eje x correspon-
den la las longitudes de onda (Wave number) en unidades 
de cm-1 en donde ocurren los modos de vibración de los 
grupos funcionales; en el eje y corresponde a las absor-
bancias en unidades de absorbancia (AU) de los modos de 
vibración antes mencionados, en esta ocasión  se observan 
las siguientes vibraciones fundamentales: picos caracterís-

Figura 3. Recta de Calibrado para el análisis de adsorción del Acido Pícrico. 

Figura 4. Espectro Infrarrojo del HDL (HT) Magnesio-Aluminio. En el eje de las X tenemos representad la longitud de 
onda (cm-1) y en el eje de las Y temenos representado a las absorbancias (AU).
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ticos de la tensión de vibración de los enlaces C-H del anillo 
aromático alrededor de 3105 cm-1, vibraciones de los do-
bles enlaces C=C aromáticos a 1640 y 1430 cm-1, vibración 
de tensión simétrica y antisimétrica de los grupos nitros a 
1521 y 1345 cm-1 respectivamente la tensión del enlace 
C-O a 1259 cm- y por último, la vibración de deformación 
del enlace O-H del grupo fenol a 1149 cm-1.

Estudio de adsorción (Influencia del tiempo de 
contacto)

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

Caracterización del complejo obtenido después de la 
adsorción (HDL + acido pícrico)

En la Figura 7 se observa el espectro IR del comple-
jo formado por el HDL MgAl-SO4/CO3 con el ácido pícrico, 
en el cual el eje x corresponden la las longitudes de onda 

(Wave number) en unidades de cm-1 en donde ocurren los 
modos de vibración de los grupos funcionales; en el eje 
y corresponde a las absorbancias en unidades de absor-
bancia (AU) de los modos de vibración antes menciona-
dos, tras el proceso de adsorción se mantienen los picos 
característicos tanto de los HDL como del ácido pícrico. 
Se observan un pico alrededor de 3450- 3500 cm-1 corres-
pondiente al modo de vibración de tensión de los grupos 
hidroxilos, picos en torno a los 3000 a los 3100 cm-1 corres-
pondiente a la tensión de vibración de los enlaces C-H del 
anillo aromático, así mismo, picos alrededor de los 1640 a 
a1430 cm-1 correspondiente a las vibraciones de los dobles 
enlaces C=C del anillo aromático de las moléculas de ácido 
pícrico. Así mismo, se observan picos aproximadamente a 
1650 cm-1 correspondiente a la vibración de tensión de las 
moléculas de agua, se mantiene, aunque en menor inten-
sidad la banda entorno a los 1380 cm-1 a la vibración del 
anión carbonato y por último, se observa la aparición de 
un pico aproximadamente a 1259 cm-1 correspondiente a la 
vibración de deformación de los grupos OH del fenol de la 
estructura del ácido pícrico.

Figura 5. Espectro Infrarrojo del ácido pícrico. En el eje de las X tenemos representad la longitud de onda (cm-1) y en el 
eje de las Y temenos representado a las absorbancias (AU).

Figura 7. Espectro Infrarrojo del complejo HDL MgAl-SO4/CO3 con el ácido pícrico. En el eje de las X tenemos represen-
tad la longitud de onda (cm-1) y en el eje de las Y temenos representado a las absorbancias (AU).

Figura 6. Influencia del tiempo de contacto en la 
adsorción del ácido pícrico.
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Discusión
Con los datos obtenidos en el estudio queda eviden-

ciada la obtención de los HDL reflejadas en la aparición de 
picos de absorción característicos de estos compuestos in-
tercaladas con aniones carbonatos y sulfatos en los espec-
tros infrarrojos, tal como lo demuestran otros estudios2, 21,22, 
siendo ésta la única técnica de caracterización con la que 
se pudo contar, limitando un poco la investigación, ya que 
para una confirmación más exacta se hubiera deseado rea-
lizar un análisis de difracción de rayos X, tantos de los ma-
teriales sintetizados como de los complejos resultantes con 
el contaminante23,24. Con respecto a los resultados de los 
experimentos de influencia del tiempo de contacto queda 
demostrado que este tipo de nanopartícula puede utilizarse 
como un material adsorbente que favorece la descontami-
nación de aguas residuales que contengan acido pícrico de 
diferentes lugares o industrias que trabajen con este tipo 
de compuestos tal es el caso de la Facultad de Química y 
Farmacia de la Universidad Nacional Autónoma de Hondu-
ras o diferentes industrias químicas que utilicen estos com-
puestos, siendo similares a otros estudios donde demues-
tran que los HDL favorece la descontaminación de aguas 
con otro tipo de contaminantes con estructura muy similar 
al contaminante estudiado25, así como el acercamiento de 
los porcentajes de adsorción de este contaminante en otros 
tipo de materiales26.

Conclusiones
Se logró sintetizar hidróxidos Dobles Laminares cons-

tituidos por Magnesio y Aluminio en proporción 2:1 interca-
lados con aniones carbonato y sulfatos por el método de 
coprecipitación, materiales económicos y de fácil de obten-
ción, los cuales en esta experiencia se demostró que el ma-
yor valor de adsorción en la superficie de ellos se alcanzó 
de manera rápida a las 2 horas de iniciadas las experien-
cias con la agitación constante, por lo que estos materiales 
pueden ser utilizados para la eliminación de ácido pícrico, 
siendo un método nada perjudicial para el medio ambiente.
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Coffee’s Melanoidins. A critical review of contemporary scientific literature
Ostilio R. Portillo* and Ana C. Arévalo

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.

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

Introduction
Melanoidins are a complex mixture of different poly-

mers (e.g., carbohydrates [polysaccharides], proteins, ami-
no acids and chlorogenic acids)1,2, which not only make up 
the majority of the high molecular weight molecules present 
in roasted coffee but also contribute to the aroma3,4 and 
typical coffee coloring thanks to its ability to absorb solar 
radiation in oscillating quantities between 405 to 420 nm2-11; 
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-
tion2,7,8,10,12-16. 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 others1,4,8,13.

Their molecular structure is complex and unpredictable 
(Figure 1)5,16,17 to the point that in some cases most of their 
molecular weight (≤ 90%) is constituted by unknown mate-
rial18; However, structurally speaking, they bear a resem-
blance to the cereals’ arabinoxylans7, 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 compounds1,2. Using this 
technique, it has been calculated that they constitute be-
tween 23 to 25% of the dry weight of roasted coffee1,2,4,16,20-24 

and 29 to 30% of the dry weight extracted from the coffee 
drink1,7,20,21. 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)25. 

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 roasted27.

In addition, melanoidins concentration can also be 
calculated thanks to their ability to absorb ultraviolet light 
at 405 to 420 nm2,3,10,28 and with the help of the extinction 
coefficient (ε) the concentration (c) of melanoidins present 
in a roasted coffee sample3,9 can be calculated using the 
Beer-Lambert equation (A = εcl)9.

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+2, 
&, Cu+2), the latter being attributed to their anionic nature, 
which manifests more strongly in the high molecular weight 
molecules1,2,9,13,23,29 and which seems to have its origin in 
the presence of chlorogenic acids coupled to its structure9.
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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 charge9. In addition, 
they also can reduce hydroperoxides in non-radical com-
pounds through the donation of a hydrogen atom15,30.

Synthesis
Although the mechanisms responsible for the formation 

of melanoidins in foods are not yet clearly elucidated1,2,13. 
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 be1,2,10,31.

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 compounds5 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 reaction13 (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-
densations1,7,17. 

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

a)            Melanoproteins are partially brown color 
water-soluble polymers3 formed from the reaction between 
deoxy-sones (sugar degradation products) and prote-
ins3,8,12,13,32. Deoxisones are α-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 kDa2,7,14.

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 reaction32.

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 proline2,13; In 
contrast, the least abundant are: methionine, lysine, tyro-
sine, histidine, and arginine2,13. 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.1, 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 arabinogalactans14,32 both 
constituents of the cell wall.

During grain roasting, the galactomannans and arabi-
nogalactans are degraded (depolymerized) in addition to 
losing their lateral branches1,11, and at the end of the pro-
cess, these polysaccharides are responsible for 47% of the 
produced melanoidins2.

c)            However, there is also evidence of melanoidins 
interaction with phenolic compounds such as chlorogenic 
acids or their derivatives (e.g., caffeic, ferulic, coumaric, 

Ostilio R. Portillo and Ana C. Arévalo 
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Figure 1. Melanoidins’ molecular structures. Adapted from Kucera et al.19.

Figure 2. Melanoidin content in coffee drinks influenced by the species and the infusion preparation method. Adapted 
from Bravo et al.26.
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and quinic acids) through covalent and non-covalent bonds 
(e.g., hydrogen, hydrophobic, and ionic bonds) resulting in 
melano-chlorogenic complexes1,4,13,15-17,21,33 which also have 
antioxidant properties6,29,34.

However, although the raw grain has up to 10% of 
chlorogenic acids, less than 1% of them are incorporated 
into the molecular structure of melanoidins2. 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)2,9.

Finally, there is evidence of coffee melanoidins’ in-
teraction with a variety of low molecular weight volatile 
compounds suppressing or reducing their organoleptic at-
tributes12,23. 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),2,12,23,34 the 3-mercapto 3-methyl butyl for-
mat,2,12,23,34 the sulfides, pyrroles, pyrazines, pyridines, and 
the diketones2,12 which causes the suppression of the typi-
cal sulfured and roasted odors of coffee14.

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 prevail35.

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 polymers13.

Another limitation is that there are no quantitative me-
thods for specific isolation, so their food content is only an 
estimate13,16. However, several melanoidin fractions have 
been obtained by chromatographic separation or using se-
paration protocols that allow a partial view of their structure 
and diversity13. The chemical analysis of these compounds 
can be divided into the steps described below:

The isolation (fractionation)
It is based on the estimation of molecular weights using 

different fractionation techniques that separate mela-noi-
dins based on their molecular weight22. 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 kDa22.

Such techniques can remove low molecular weight mo-
lecules; However, modified polysaccharides and proteins 
with high molecular weight are retained together with mela-
noidins13,14,16. 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:

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

Figure 3. Synthesis of a melanoidin. R: H+, glucose or amino acid.
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Solubility
The solubility of coffee melanoidins depends on the 

polymer size and its chemical nature22. Once HMWM is ob-
tained, polysaccharides-derived melanoidins can be sepa-
rated based on their solubility9.

The fractionation is performed using EtOH: H2O 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% 
EtOH36,37.

The Yariv phenyl glycoside reagent is used to induce 
the precipitation of melanoidins containing water-soluble 
arabinogalactan-protein (AGP) complexes13.

Electrical charge
The type of amino acid present during their synthesis 

determines the anionic property of melanoidins9. 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+2) 
can be used in the first stage13.

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 
ligands16.

The coffee melanoidins have a hydrophobic behavior 
due to their average molecular weight22. 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 hydrophobicity13. 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 3,14,38 to spectrophoto-
metrically estimate the level of browning (absorbance va-
lues) about the concentration of melanoidins as a means to 
characterize them in coffee9.

According to the Beer-Lambert equation A = εcl, the-
re is a direct linear relationship between absorbance (A), 
and concentration (c). To quantify the melanoidins using 
this equation, the specific extinction coefficient (ε) 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 
reported9.

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-
tes13,16. This allows inferring the presence of chromophores 
substances in the complex structure of mela-noidins13,16.

The above-described stages were applied in a study 
developed by Gniechwitz et al.16, 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.13.
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about 37 & 38% of the high molecular weight material, res-
pectively16.

The predominant fractions were subsequently isolated 
with Sephadex LH-20 using aqueous NaCl (0.5 mol l-1) 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 respectively16.

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)16. The detec-
tion was performed at 405 nm, and the fractions were co-
llected at 20 min intervals16; However, the results indicated 
that a significant additional fractionation was not possible 
when applying this procedure (Figure 6). 

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.

Coffee’s Melanoidins. A critical review of contemporary scientific literature
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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 g4,39 (others have reported 0.2-2.6 g per day18), 
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)31,39; However, only the 
soluble fraction should be taken into account as insoluble 
melanoidins are retained in the paper filters used in many 
coffee makers31.

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 se7,31. 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 enzymes40.

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 
multiplication41. In contrast, the insoluble fraction has limited 
water retention capacity but promotes fecal motility through 
the digestive tract41 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-
racteristics31.

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 respectively7,14,31 to then be excreted 
through feces.

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

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.16.

Figure 7. SQHC NMR Spectrum of fraction B isolated via ultrafiltration with a 3-10 kDa cut-off membrane. Adapted from 
Gniechwitz et al.16.
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30%)9 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 feces4.

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)1,4,7,15,18,21.

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 formation4,7,9; In 
contrast, some authors argue that this effect is due to the 
presence of chlorogenic acids or trigonelline in the coffee 
drink9.

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 capacity8,10,14,15,18,29, its an-
ti-inflammatory action, antihypertensive action29,42, chela-
ting capacity, and ability to regulate the activity of certain 
enzymes10,14,18 and protection against the development of 
cancers29,39 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+2, Fe+3, Cu+2, Mg+2, Zn+2) forming chemically 
inactive complexes with varying degrees of digestibility4,8,9.

The ability of melanoidins to chelate Cu+2 is of particular 
importance since this transition metal can alter homeostasis 
and possibly indirectly induce intracellular oxidative stress 
thereby damaging proteins, lipids, and DNA35,43. Additiona-
lly, their ability to form complexes with cations such as Fe+3 

and Mg+2 gives melanoidins an antimicrobial effect27.
However, excessive coffee consumption should be 

taken with caution due to anti-nutritional effects such as 
Ca+2 and Fe+3 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 factor4,8. 
The ACE is a zinc (Zn+2) dependent dipeptidyl carboxypepti-
dase which once activated its function is to turn angiotensin 
I into angiotensin II, a potent vasoconstrictor8,44-46, 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+2 thus preventing its activation8.

Antibacterial activity
Coffee’s bioactive properties are many. For example, 

experiences reported by Nakayama et al.47 suggest that in 
rodents it’s habitual consumption helps to regulate the intes-

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 spp40,47.

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-
tics18.

This result could be attributed to coffee melanoidins 
ability to regulate the colon’s microflora4,7,13,42 presumably 
because of its high molecular weight polysaccharide frac-
tion which is similar to that observed in cereals4.This effect 
has been corroborated in human trials which demonstrate 
that a melanoidins-rich diet increases the concentration of 
bifidobacteria in the participants’ feces4.

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-1 and 2 to 3 mg 
ml-1 respectively, probably due to its chelating capacity1,4. 
However, Gram-positive bacteria are more susceptible to 
melanoidins’ antimicrobial activity presumably as a result of 
the absence of an external cell membrane9. 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 capacity4,9. Also, the bacteriostatic 
effect is greater with high molecular weight molecules and 
decreases as their size are reduced1,4,48.

In contrast, at high concentrations, melanoidins exert a 
bactericidal effect9 attributed to their chelating capacity and 
to elucidate this phenomenon, three possible mechanisms 
have been proposed: (a) the bacteriostatic activity is due 
to Fe+3 ions chelation when, in solution, melanoidins are 
present in low concentration4,7,9, (b) in the presence of si-
derophores producing bacteria (i.e., molecules specialized 
in Fe+3 ions sequestration) then melanoidins chelate the 
siderophore-Fe+3 complex thus limiting the microorganism 
multiplication and (c) in high concentration, melanoidins can 
subtract Mg+2 ions from the bacterial cell membrane causing 
it to rupture4,7,9,25.

Antioxidant activity
The ability to transfer H+ ions thus turning free radicals 

(eg, NO+, NO-, ONOO-, H2O2, O2
-, & 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 humans24,25,35 
and in the case of processed foods they contribute by ex-
tending their shelf life by preventing oxidative rancidity of 
mono and polyunsaturated lipids4,8,9 and by preventing the 
proliferation of microorganisms due to their bacteriostatic 
and bactericidal effect8,9. 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-
ties1,4,7,9,24,25,49.

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 cereals4. 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-1. Still, its suppressive effect was 
even more significant when reaching 3 mg ml-1 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 melanoidins4,9.

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 compounds26,35,36,50 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 coffees27.

In summary, melanoidins are responsible for approxi-
mately 26 to 38% of the antioxidant capacity of coffee 
drinks4,14,18 through different mechanisms such as electron 
transfer and scanning of oxygen (O2) molecules or hydroxyl 
radicals (HO-)8,9,22.

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 metastasis1,4,18,25,42 which results in possible 
protection against colon cancer in humans, especially when 
their concentrations range between 0.25 to 1.0 mg ml-1 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 radicals4.

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 radicals39.

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.g., diabetes mellitus type II, 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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Introducción
El Instituto de Nutrición para Centroamérica y Panamá 

(INCAP) define la seguridad alimentaria y nutricional, como 
un estado en el cual todas las personas gozan, en forma 
oportuna y permanente, de acceso físico, económico y so-
cial a los alimentos que necesitan, en cantidad y calidad, 
para su adecuado consumo y utilización biológica, garan-
tizándoles un estado de bienestar general que coadyuve 
al logro de su desarrollo1. Otro punto de vital importancia 
a tomar en cuenta es la soberanía alimentaria la cual es el 
derecho de los pueblos, las naciones o las uniones de paí-
ses en definir políticas agrícolas y alimentarias. Es por esto 
que ante el aumento de la hambruna y pobreza que existe a 
nivel mundial y con el propósito de garantizar el derecho ali-

mentario de los pueblos, primordialmente de aquellos que 
se encuentran en situación de vulnerabilidad, es urgente 
el reconocimiento gubernamental y social del control au-
tónomo de sus territorios, recursos naturales, sistemas de 
gestión, producción, distribución y consumo de alimentos, 
al igual que el respeto de su cultura y la valoración de su 
identidad2.

Por otro lado, es importante destacar que el hambre y 
la malnutrición hacen que las personas sean menos pro-
ductivas y más 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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Toxicidad aguda oral y actividad antioxidante de la harina de las semillas 
de teosinte (Diion mejiae)
Acute oral toxicity and antioxidant activity of teosinte seed flour (Diion mejiae)

Jhunior Marcia1*, Lilian Sosa2, Ramón Herrera1

Resumen: Antecedentes. En Honduras, el teosinte (Dioon mejiae) se cultiva desde épocas prehistóricas y su uso 
como alimento de consumo humano ha sido aislado y reducido. Sin embargo, sus semillas son prometedoras por altos 
contenidos en carbohidratos, proteínas y minerales en el afrontamiento de la inseguridad alimentaria. Objetivos. Se 
propuso elaborar una harina de teosinte para almacenarla a dos temperaturas en los días 0, 30, 60 y 90 después de su 
preparación para determinar estabilidad. Asimismo, se preparó un extracto hidroalcohólico 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 utilizó la técnica de DPPH para la determinación de la capacidad antioxidante del extracto y 
ratas wistar para evaluar la toxicidad aguda oral. Resultados. La harina de teosinte no sufrió cambios físicos después de 
tres meses de almacenamiento y el valor promedio de pH obtenido fue de 6.80. El mayor porcentaje de inhibición fue del 
94% para una concentración de 25.00 mg/mL del extracto y no se observaron efectos tóxicos agudos en los animales de 
experimentación. Conclusión. 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.
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mayoría en los países en desarrollo. Es por esto que se 
trabaja en el cumplimiento de los objetivos de desarrollo 
sostenible, específicamente el número dos: hambre cero3.

Honduras está ubicado en el área núcleo de Centroa-
mérica formando parte de Mesoamérica, considerada como 
unos de los centros de mayor diversidad biológica 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 maíz 
y frijol. Asimismo, existe para los pobladores de este país, 
específicamente en el Departamento de Olancho, una re-
serva para tiempos de escasez alimentaria y sequia como 
una fuente de alimento llamado teosinte, un fósil viviente4,5.

El teosinte (Dioon mejiae) es una planta nativa de Hon-
duras utilizada desde épocas milenarias con una distribu-
ción nororiental. Tiene tallos arborescentes que pueden 
llegar a medir hasta 2 m de altura, las hojas son muy largas 
de hasta de 2 m y la semilla es de color blanca con un apén-
dice en la parte externa de la calaza y una capa interna muy 
aspera llamada esclerotesta4.

mg/100 de harina), Ca (14.86 ± 1.86 mg/ 100g de harina) y 
P (241 ± 0.01 mg/ 100 g de harina)7. Por lo tanto, la harina 
de teosinte posee nutrientes y cualidades que le confieren 
excelentes capacidades nutricionales y beneficiosas para 
la salud, así como una muy buena alternativa industrial y 
tecnológica para ser utilizada principalmente en mezclas 
con otros tipos de harina o como alimento complementario 
en la dieta de maíz y frijoles6,8.

El teosinte tiene una gran importancia ornamental y 
sobre todo alimenticia8. El presente trabajo, tuvo como ob-
jetivo la determinación de la actividad antioxidante de un 
extracto hidroalcohólico 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 utilizó etanol al 97% y metanol grado reactivo ob-

tenido de Acofarma (Barcelona, España), reactivo DPPH y 
Trolox de Sigma-Aldrich Co. (Darmstadt, Alemania), y agua 
Milli-Q® Plus System.

Obtención de la harina de teosinte
Las semillas de teosinte (D. mejiae) se obtuvieron en 

la comunidad de Río Grande, municipio de Gualaco, (Hon-
duras). Para la elaboración de la harina, se recolectaron 
100 unidades de teosinte para un total de 2,500 semillas. 
El material recolectado se secó a temperatura ambiente 
(20 ± 2 °C) durante tres días consecutivos. Posteriormente 
las semillas fueron molidas empleando un molino de mano 
(Corona®, México) y tamizadas en una malla equivalen-
te a 500 µm. La harina se almacenó en frascos de vidrio 
herméticamente cerrados en oscuridad  hasta su posterior 
análisis (figura 2)6.   

La harina se almacenó a dos temperaturas: a 4 y 20°C 
(temperatura de refrigeración y temperatura ambiente con 
un 70% de humedad relativa), para evitar el deterioro de la 
misma y asegurar la mejor temperatura de almacenamien-
to9. 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 agitó 
vigorosamente. Todo esto se realizó a los días 0, 30, 60 y 
90 después de su preparación10.

Preparación del extracto de teosinte (D.mejiae)
Se preparó un extracto hidroalcohólico empleando la 

harina del teosinte (D. mejiae) utilizando: 5 g de harina por 
cada 20 mL de solución (ver figura 3). Primero se preparó 
una mezcla hidroalcohólica 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 agitación constante y sin calor durante 
24 horas y protegido de la luz (mezcla 2). La mezcla 2 se 
filtró al vacio y el filtrado fue almacenado en una nevera a 
4°C hasta su posterior uso. (ver figura 3).

Evaluación de la toxicidad aguda
En esta prueba se emplearon ratas albinas Wistar (n= 

6) procedentes del Centro para la Producción 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 aclimatación fueron los siguientes: temperatu-
ra: 20 ± 3 °C, humedad Relativa: 30-70%, ciclo de luz/oscu-
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Figura 1. Teosinte (Dioon mejiae) (fuente: elaboración propia).

A partir del teosinte se pueden elaborar productos 
como son las harinas, que, a su vez, pueden ser utiliza-
das para la elaboración de alimentos y pastelería, tal es el 
caso del estudio realizado por Marcia y col. (2021), donde 
se formuló una galleta de teosinte que contenía un buen 
porcentaje de carbohidratos, grasas, y proteínas, con lo 
cual se demuestra que esta harina tiene un valor nutricional 
importante6. Asimismo, en el estudio publicado por Bastias 
y col. (2020), encontraron que la harina del teosinte es un 
alimento calórico conteniendo principalmente almidón7. El 
contenido de proteína fue similar a la de otros cereales 
(9.67 ± 0.08 g/100 g de harina) que incluían ácido glutá-
mico, leucina y especialmente lisina, proporcionando más 
del 25% de estos aminoácidos esenciales para un adulto 
de 70 kg, además de el alto contenido de ácidos grasos 
insaturados, predominando: el ácido oleico (C18:1) y ácido 
linoleico (C18:2)7.

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 
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Figura 2. Proceso de elaboración de la harina del teosinte (fuente: elaboración propia).

Figura 3. Proceso de elaboración del extracto hidroalcohólico de la harina de teosinte (fuente: elaboración propia).
ridad: 12/12 h. El agua y la comida fueron suministradas “ad 
libitum”. Se procedió a pesar e identificar cada animal para 
llevar el control individual de los mismos. Posteriormente, 
se suministró mediante vía oral gástrica, el extracto hidro-
alcohólico de D. mejiaea a una dosis límite de 2.000 mg/
kg, de acuerdo al peso de cada animal y después de dos 
horas, se les suministró agua y alimento. Al cabo de siete 
y catorce días, se les peso nuevamente y se observó si 
había mortalidad de los animales. Finalmente, se procedió 
a anestesiarlos y sacrificarlos empleando una sobredosis 
de pentobarbital sódico, cumpliendo con el principio de las 
3R`s (Reducción, Refinamiento y Reemplazo de animales 
de experimentación) establecido por la toxicología alter-

nativa y finalmente se observaron macroscópicamente los 
signos clínicos en pulmones, riñón, hígado, corazón, bazo 
y estómago11 (figura 4).

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

Se preparó en un matraz completamente cubierto 
con papel aluminio, una solución del radical libre 1,1-dife-
nil-2-picril-hidrazilo (DPPH) a una concentración final de 
60 mM en metanol grado analítico y subsiguientemente se 
transfirió a un frasco cubierto con papel aluminio para evi-
tar su rápida degradación12. Posteriormente, se preparó la 
solución control Trolox como control positivo previamente 
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disuelta en metanol al 80% a una concentración de 20 µM. 
Se utilizó como control negativo una solución de glucosa al 
5% (suero glucosado comercial).

Para la preparación de las muestras, se tomaron alí-
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 agregó 1 mL de la 
solución de DPPH previamente preparada, se homogenizó 
y se incubó en la oscuridad durante 30 minutos. Pasado 
este tiempo se midió la absorbancia de la solución en el es-
pectrofotómetro (SUMA, Centro de Inmunoensayo, Cuba) 
a 517 nm. El mismo tratamiento recibió la solución control 
(ver figura 5). Se observó un resultado positivo mediante 
un cambio de coloración de azul a amarillo. Estos ensayos 
se realizaron por triplicado (n=3). Para medir el % de inhibi-
ción, se utilizó la ecuación 1.

Análisis estadísticos
Los datos se procesaron haciendo uso del programa 

estadístico GraphPad Prism versión 5. Asimismo, se utilizó 
SPSS versión 22.0 para estadísticas descriptivas y compa-
ración de medias con T-Student (p ≤ 0.05).

Resultados y discusión

Obtención de la harina de Teosinte
Después de que esta harina se almacenó a dos tem-

peraturas (4 y 20°C) y a diferentes días, no se observó un 

cambio de coloración o de olor; es decir, tuvo un color blan-
quecino y un olor muy similar a la harina del maíz. No se 
observaron cambios desde el punto de vista físico. No se 
observaron cambios desde el punto de vista físico. El olor y 
color de la harina almacenada a ambas temperaturas a los 
días 30, 60 y 90 fue exactamente el mismo que se obtuvo el 
día de la preparación. 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 así evitar el cre-
cimiento de microorganismos que pueden provocar daños 
a la salud del consumidor, en especial cuando se trata del 
crecimiento de hongos donde no se eliminan tan fácilmente 
aun con la aplicación de temperatura8.  

En cuanto al rendimiento de extracción de la harina de 
teosinte fue del 51.39%, generándose mermas en el seca-
do, tamizado y sellado, empleándose la ecuación 2 para su 
obtención. 

Rendimiento de extracción= (35.0000 lbs-17.0145 
lbs)/35.0000lbs) 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 
a través del tiempo. Esto indicó un correcto almacenamiento. 
Los valores obtenidos son fueron los adecuados para las ha-
rinas los cuales deben oscilar entre 6.00 a 6.909. Referente al 
extracto de la harina de teosinte, esta fue almacenada bajo 
refrigeración 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 almacenó bajo obscuridad y en refrigeración.

Figura 4. Evaluación de la toxicidad aguda del extracto hidroalcohólico de la harina de teosinte en ratas Wistar (fuente: 
elaboración propia).

Jhunior Marcia, Lilian Sosa, Ramón Herrera
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Evaluación de la toxicidad aguda
La tabla 2, adicionalmente a la prueba de toxicidad 

aguda, muestra que los animales ganaron peso durante los 
14 días de ensayo; el grupo I presentó 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 II 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 bromatológico 
del teosinte, donde se destaca su aporte de proteínas (9.67 
g 100 g-1), carbohidratos (68.26 g 100 g-1) y alto conteni-
do calórico (343.68 kcal 100 g-1)6. Asimismo, en la tabla 2 
podemos ver que la harina de teosinte no provocó algún 
efecto adverso en los animales ensayados. En la tabla 3 se 
puede observar que no se observaron daños en los órga-
nos de las ratas durante se realizó el estudio (ver tabla 3). 

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

experimentación. De acuerdo a la literatura, la harina de 
teosinte debería consumirse previo a hidrolisis alcalina, lo 
que se sugiere para evitar posibles efectos neurotóxicos 
provocados por la cicasina y neocicasina presentes en esta 
planta10. Ningún animal murió durante el ensayo y no se 
observaron daños macroscópicos en los órganos. 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 
experimentación. Otros ensayos más a largo plazo serían 
de mucha utilidad.

Evaluación 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 daños que proporcio-
nan los radicales libres en nuestras células11. 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 vida12. Actualmente, se disponen 
de varios métodos para la determinación de la actividad an-

Figura 5. Evaluación de la toxicidad aguda del extracto hidroalcohólico de la harina de teosinte en ratas Wistar (fuente: 
elaboración propia).
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Figura 6. Aspecto de la harina de teosinte almacenada a diferentes temperaturas y endiferentes días.

Tabla 1. Valores de pH obtenidos de la harina de teosinte almacenada a dos temperaturas. *Día 0 es el día de la prepa-
ración de la harina. Letras iguales en la misma columna indican que no hubo una diferencia significativamente estdística 
(p≤ 0.05), a partir de T-Student .

Tabla 2. Variación 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 ± Desviación estándar.

Tabla 3. Signos clínicos del ensayo de Toxicidad Aguda Oral de la harina de D. mejiae.

Jhunior Marcia, Lilian Sosa, Ramón Herrera
Volume 7 / Issue 3 / 5     •     http://www.revistabionatura.com
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tioxidante, en este estudio en particular, se utilizó el método 
DPPH. Se eligió la técinca del DPPH por ser uno de los más 
apropiados y reportados en la literatura13-15.

En la tabla 4 y en la figura 7, se pueden observar los 
valores de la menor y mayor concentración empleada de 
la harina de teosinte (1.56 y 25.00 mg/mL), donde él % de 
inhibición fue del 60 y 94.3%, respectivamente. Esta activi-
dad biológica del teosinte encontrada, visualiza el potencial 
funcional de esta planta alimenticia. Por lo anterior será ne-
cesario realizar estudios de identificación y cuantificación 
de las moléculas bioactivas presentes que confieren esta 
actividad antioxidante para su aprovechamiento como in-
grediente funcional o nutracéutico16.

Conclusiones
Un buen almacenamiento de las harinas es importante 

para mantener las condiciones ideales y evitar contamina-
ción 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 físicos 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 límite, tomando en cuenta de que se deben realizar 
otros ensayos toxicológicos no agudos (carcinogénesis, 
teratogénesis, toxicidad crónica). Los resultados sugieren 

una actividad secuestradora de radicales libres compa-
rables al patrón utilizado (Trolox) a una concentración 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 realización de pruebas de identificación 
y cuantificación de moléculas bioactivas del teosinte como 
son los compuestos fenólicos y carotenoides. Es importan-
te destacar que al ser el teosinte una planta en peligro de 
extinción es necesario su protección y propagación a partir 
de bancos de germoplasma y cultivos in vitro.
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dad Aguda Oral en animales de experimentación con el Ins-
tituto de Farmacia y Alimentos (IFAL) de la Universidad de 
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Introducción
Las infecciones causadas por Helicobacter pylori (H. 

pylori) tienen repercusiones importantes para la salud pú-
blica global. Mas de la mitad de la población mundial está 
infectada por H. pylori1, y en niños menores de 18 años se 
reporta una prevalencia global de 32.3%2. La relevancia clí-
nica de este patógeno bacteriano, Gram negativo, microae-
rofílico y flagelar reside en su asociación con desórdenes 
gastrointestinales como el adenocarcinoma gástrico, úlcera 
péptica, gastritis y Linfoma Asociado a Mucosa Gástrica 
(MALT)3,4.  

Los factores epidemiológicos que favorecen la inciden-
cia de casos han sido ampliamente documentados5,6. Entre 
ellos se encuentran un bajo nivel socio-económico, hacina-
miento intradomiciliar, condiciones higiénicas y ambientales 
deficientes, aunado a la susceptibilidad del hospedero y la 
virulencia del microorganismo7,8.

Se han sugerido diversas rutas de transmisión de la 
bacteria9, sin embargo no existe una forma única que ex-
plique la alta incidencia de la infección. Las rutas de trans-
misión principales son el contacto directo entre personas, 
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Resumen: Helicobacter pylori es un colonizador ávido de la mucosa gástrica del ser humano. Las infecciones por H. 
pylori son usualmente asintomáticas y adquiridas en la niñez por lo cual tienden a progresar hacia cronicidad generando 
un daño tisular severo; por ello es relevante caracterizar diversos grupos poblacionales y vigilar epidemiológicamente la 
distribución de casos. Se realizó un proceso educativo de prevención de enfermedades gastrointestinales enlistando 60 
niños entre 8 y 12 años en una escuela de la ciudad de Tegucigalpa, Honduras. Previo asentimiento informado, 45 escolares 
respondieron una encuesta para obtener datos demográficos, clínicos, ambientales y sociales. Asimismo, accedieron a 
colectar y entregar una muestra fecal. Se realizó un método inmunocromatográfico para determinar coproantígenos de H. 
pylori y se analizó estadísticamente la asociación entre infección por H. pylori, variables socioeconómicas y clínicas. Se 
detectaron coproantígenos de H. pylori en 29% de la población escolar estudiada, los cuales no mostraron sintomatología 
gastrointestinal severa o complicaciones. La prevalencia de infección aumenta con la edad de los escolares. No se encontró 
ninguna asociación estadística significativa entre la infección y las variables analizadas; no obstante, la prevalencia de 
portadores asintomáticos entre escolares pone en perspectiva el desarrollo de programas de vigilancia, así como estudios 
prospectivos con intervalos de seguimiento diagnóstico y clínico para prevenir oportunamente complicaciones tempranas 
y tardías.

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

Abstract: Helicobacter pylori is 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.
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formas ambientales tales como aguas o alimentos conta-
minados5, ruta oral-oral10,11, oral-fecal12, gastro-oral13,14, y 
zoonótica15.

La búsqueda de H. pylori debe ser realizada en niños 
con úlcera gástrica o duodenal; si H. pylori es identificada 
entonces se debe tratar y confirmar su erradicación16.

Ante una amplia gama de métodos, la selección más 
adecuada depende de diversos factores como edad del pa-
ciente, la sospecha de cáncer gástrico, disponibilidad de 
la prueba, costo, así como su finalidad (diagnóstica, epi-
demiológica o de seguimiento terapéutico)17. Los métodos 
invasivos de diagnóstico están basados en biopsias de mu-
cosa gástrica para realizar estudios histopatológicos o cul-
tivo bacteriano, mientras que los métodos no invasivos se 
basan en la detección de antígenos bacterianos en mues-
tras fecales o saliva, respuesta inmune humoral en suero, 
o en la evidencia indirecta como la hidrólisis de la urea a 
partir del aliento18.

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

Estudios epidemiológicos han establecido una preva-
lencia de infección por H. pylori entre 50% y 70% entre los 
niños menores de 5 años residentes en países de bajo y 
mediano ingreso, mientras que en los países de alto in-
greso es menor de 20%19,20. La mayoría de los niños son 
asintomáticos y la lesión más común en ellos es la gastritis 
crónica siendo infrecuente que desarrollen complicaciones 
en la infancia. La indicación principal de búsqueda de in-
fección por H. pylori en niños con manifestaciones diges-
tivas es el hallazgo endoscópico de úlceras o erosiones 
gástricas o duodenales, aunque estas solo representan 
el 5% de los casos21 por ende requieren un manejo clíni-
co y terapéutico diferencial entre niños y adultos. La en-
doscopía se recomienda solamente en niños sintomáticos 
que tengan antecedente de familiar de primer y segundo 
grado con cáncer gástrico, de acuerdo con los protocolos 
establecidos por consensos de Sociedades de Gastroen-
terología Pediátrica Europea (ESPGHAN), estadounidense 
(NASPGHAN) y guías regionales como las brindadas por la 
Sociedad Latinoamericana de Gastroenterología pediátrica 
(LASPGHAN) para el diagnóstico y seguimiento de H. pylori 
en niños8,21–23.

Según las directrices mundiales de la Organización 
Mundial de Gastroenterología, la decisión de tratar o no el 
H. pylori debe ser una decisión activa que tenga en cuenta 
las circunstancias y los riesgos de cada paciente. Por lo 
tanto, la decisión de realizar una prueba de detección de H. 
pylori sólo se justifica si hay intención de tratar en caso de 
hallarlo, sin embargo, esta estrategia en pacientes menores 
con dispepsia está declinando en países desarrollados.

La terapia de primera línea más 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 cuádruple basada en Bismuto que incluye IBP, bis-
muto, tetraciclina y metronidazol (IBP-BTM)24.

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

sición temprana de infecciones por H. pylori en población 
pediátrica analizando la presencia de coproantígenos de H. 
pylori junto a las condiciones clínicas y socioeconómicas 
asociados con colonización e infección.

Materiales y métodos 
El estudio se realizó en el Centro Educativo Experi-

mental de la Universidad Nacional Autónoma de Honduras 
(UNAH) durante el mes de agosto del 2018. La población 
de estudio fueron niños en edades de 8 a 12 años cursando 
cuarto, quinto y sexto grado de educación 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 niños y sus responsables legales firmaron un asenti-
miento informado antes de ser enrolados, y posteriormente 
se llenó una ficha epidemiológica. Los niños brindaron una 
muestra de heces que fue transportada al laboratorio de mi-
crobiología clínica de la Escuela de Microbiología de la Uni-
versidad Nacional Autónoma de Honduras (UNAH) para su 
inmediato procesamiento.  A las muestras de heces se les 
realizó un análisis inmunocromatográfico comercial (AriaTM, 
CTK Biotech Inc), para la detección de coproantígenos de 
H. pylori conforme a las instrucciones del fabricante. Bre-
vemente, se diluyó la muestra fecal tomando la cantidad 
señalada en la palilla colectora, sumergiendo y homogeni-
zando vigorosamente en una solución tampón; se deposi-
taron 70-85 µL en la zona de muestreo del dispositivo. Los 
resultados se interpretaron después de 10 minutos de co-
menzar la reacción. El informe de resultados se entregó a 
los padres de familia y los casos positivos fueron remitidos 
a un médico para ser evaluados clínicamente.

Simultáneamente, se aplicó una encuesta en la que se 
documentaron condiciones sociodemográficas de la pobla-
ción, así como la presencia de signos y síntomas clínicos 
usualmente asociados a la infección de H. pylori.

Se utilizó estadística descriptiva para la tabulación de 
los datos. Además, se aplicaron pruebas estadísticas (Prue-
ba Exacta de Fisher con un 95% de intervalos de confianza 
utilizando el programa SPSS Statistics IBM) para analizar si 
existían características en esta población que aumentaran 
el riesgo de infección.

El estudio fue aprobado por el Comité de Ética de In-
vestigación de la Maestría en Enfermedades Infecciosas y 
Zoonóticas (CEI-MEIZ/06-2018), UNAH.

Resultados
Un total de 60 niños participaron en el proceso forma-

tivo de educación y prevención de enfermedades gastroin-
testinales con la promoción de higiene en agua y alimentos; 
continuaron en el estudio conforme al diseño metodológico 
45 niños cursando el cuarto (n=15), quinto (n=13), y sexto 
grado (n=17) de educación básica, con edades compren-
didas entre 8 y 12 años, de los cuales 56% fueron niñas y 
44% niños.

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

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

Como muestra la Figura 1, también se analizaron de 
manera bivariada si existían condiciones de vida predispo-
nentes a la infección. La totalidad de los niños dijo contar 
con una adecuada disposición 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%), filtración 
(16%), cloración (2%) o provista de forma privada (13%) 
(figura 1.B). En cuanto a hábitos higiénicos, 59% de los ni-
ños manifestó que se lavaban las manos antes de consumir 

alimentos (Figura 1.C); y 85% reportó 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 niños que siempre realizan 
esta práctica resultaron negativos para coproantígeno de 
H. pylori, en contraste dentro del grupo de niños H. pylori 
positivo un 18% (2/11) refiere no lavar de forma rutinaria 
sus alimentos (Figura 1.E). La convivencia y hábitat 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 observándose específicamen-
te que dentro del subgrupo H. pylori positivo 71% (5/7) de 
ellos conviven dentro del hogar (Figura 1.F) 

La figura muestra la distribución de escolares conforme 
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Figura 1. Condicionantes ambientales y conductuales observadas en la población infantil importantes en la transmisión de 
patógenos entéricos.
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a la detección del coproantígeno de H. pylori, acceso hidro-
sanitario y hábitos conductuales que podrían favorecer la 
adquisición de infecciones entéricas: (1.A) disposición de 
excretas (1.B) tratamiento de agua (1.C) lavado de manos 
antes de comer (1.D) lavado de manos después de ir al 
baño (1.E) lava frutas y verduras que consume (1.F) convi-
vencia y hábitat de animales domésticos.

Basados en el tamaño de la muestra se analizó la inde-
pendencia estadística entre variables, generando tablas de 
contingencia, calculando la distribución en base al conteo y 
analizando el valor-p mediante el Test Exacto de Fisher; se 
identificó si la distribución de datos en cuanto a positividad 
coproantigénica de H. pylori no se veía afectada por algu-
nas condicionantes o variables clínico-epidemiológicas. En 
la Tabla 1 se muestran tres de los factores epidemiológicos 
evaluados, la probabilidad y distribución calculada y rela-
ción entre infección de H. pylori ante los antecedentes fa-
miliares con diagnóstico previo de infección por H. pylori (p 
=1.000), convivencia con animales domésticos (p =0.725) y 
su hábitat intradomiciliar y peridomiciliar (p =0.381) conclu-
yendo la independencia o no asociación de la variable ob-
jeto del estudio ante factores condicionantes de una posible 
transmisión directa entre persona-persona o zoonótica. 

La tabla muestra que no existe asociación estadística 
entre los elementos epidemiológicos consultados y la trans-
misibilidad directa entre convivientes.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del análisis 
de asociación entre H. pylori y la sintomatología clínica 
que refieren los participantes. Se consideraron signos de 
afección gástrica tales como vómitos sin causa determi-
nada (p=0.484), náuseas (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); considerándose los va-
lores de p < 0.05 estadísticamente significativos. No hubo 

asociación entre las variables y la infección por H. pylori. 
La tabla muestra las manifestaciones clínicas referidos 

por los participantes sin encontrar significancia estadística 
en la asociación con infección por H. pylori. 

Discusión
H. pylori coloniza la mucosa gástrica de aproximada-

mente la mitad de la población mundial25. Las complicacio-
nes clínicas de la infección por H. pylori están mayormente 
documentadas en adultos, sin embargo, se ha demostra-
do que la colonización de la mucosa gástrica de los niños 
puede volverse crónica23,26. La cronicidad de las infecciones 
gástricas por H. pylori se atribuyen a factores bacterianos 
como la capacidad de hidrolizar la urea, la expresión de ad-
hesinas en la membrana externa, la movilidad a través de 
flagelos, la sobrevivencia al pH gástrico y la evasión de la 
respuesta inmunitaria del hospedero. Todos estos factores 
además son responsables de la inflamación característica 
de la mucosa gástrica25.

La incidencia de infecciones por H. pylori entre la po-
blación infantil sintomática y asintomática varía según la 
región geográfica y las variables estudiadas. La prevalen-
cia de la infección en los países con menores recursos es 
altamente relacionada con el estatus socioeconómico de la 
población los cuales limitan los estándares de salubridad, 
saneamiento del agua y condiciones sociales. El proceso 
formativo de buenas prácticas de higiene realizado en este 
estudio contribuye a interrumpir patrones de transmisibili-
dad de la infección.  

En nuestro análisis, la frecuencia de coproantígenos de 
H. pylori en la población escolar fue del 29% encontrándose 
en concordancia con otros estudios realizados entre esco-
lares de México, Ecuador, Camerún y Alemania utilizando 

Tabla 1. Asociación de transmisibilidad directa o zoonótica de Helicobacter pylori entre los grupos escolares.
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medios no invasivos en heces, que refieren una positividad 
entre 24-33%26–29.

Los estudios realizados por Lagunes YB y col en la 
ciudad de Puebla, México, así como R.N. Ndip y col en el 
distrito de Buea y Limbe, Camerún demuestran la ausencia 
de asociación estadística entre factores de riesgo clínico, 
ambiental e infección por H. pylori.  No obstante Castillo y 
col, Moncayo y col en el Estado de Sonora y en Provincia 
del Cañar en Ecuador respectivamente, condujeron estu-
dios bajo condiciones similares en los cuales se observó 
una asociación positiva entre la infección por H. pylori con 
signos y síntomas de gastropatía27, asimismo Rothenba-
cher y cols en Alemania evidencian que los familiares con 

enfermedades gastrointestinales fueron un factor de riesgo 
para contraer la infección por H. pylori. Estos autores sugie-
ren que podría incrementarse la susceptibilidad a la infec-
ción 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 infección por H. pylori y una pieza 
clave de la transmisibilidad, esto se demuestra en grupos 
de infantes árabes israelíes entre 2 y 18 meses determi-
nado por un inmunoensayo de anticuerpos monoclonales 
para la determinación de coproantígenos de H. pylori20, así 
como en niños de edad preescolar analizados por medio 

Tabla 2. Relación entre prevalencia de infección y sintomatología clínica asociadas a Helicobacter pylori dentro del grupo 
escolar.
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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, socioeconómicas, susceptibilidad 
del hospedero y factores de virulencia de la bacteria que 
convergen en el cuadro gástrico30.

En cuanto a la edad observamos que la prevalencia de 
la infección por H. pylori es mayor en los grados superiores 
donde los niños tenían en promedio 11 años, sin observar 
diferencias entre los dos sexos. Estudios serológicos re-
trospectivos han demostrado que la incidencia de H. pylori 
aumenta con la edad27 y en los países en vías de desarrollo 
la incidencia de la infección entre los niños de diez años 
puede llegar al 50%32.

El riesgo de infección se asocia con el escaso acceso 
a condiciones higiénico-sanitarias; sin embargo, aunque la 
transmisión de la infección no está completamente estable-
cida, ésta puede ser transmitida por la ingesta de alimentos 
o agua contaminados, ya que H. pylori posee la capacidad 
de crear biopelículas que le confiere protección frente a 
condiciones ambientales adversas y facilita la disemina-
ción del patógeno25, por lo cual las conductas y prácticas 
de higiene entre los participantes podrían ejercer un papel 
importante en la adquisición de la bacteria.

La prevalencia global de 32.3% documentada en re-
visiones sistemáticas y metaanálisis realizada en niños 
con infección de H. pylori varía de acuerdo con la prueba 
diagnóstica, 28.6% para serología vs 35.9% para la prueba 
de urea en aliento o test de coproantígeno. Independien-
temente de la prueba diagnóstica, la prevalencia de infec-
ción fue significativamente mayor en países de bajo ingreso 
(43.2%) vs países de mediano y alto ingreso (21.7%); en 
niños mayores de 13-18 años la prevalencia mostrada fue 
de 41.6% vs niños menores de 7-12 años de 33.9% vs 26% 
en niños de 0-6 años2.

En la región centroamericana podemos observar la 
prevalencia de la infección H. pylori en Guatemala de 51% 
en niños entre 5-10 años y en Mexico una prevalencia de 
43% en niños entre 5-9 años33.

En Honduras se ha descrito la infección por H. pylori 
en grupos menores de 14 años mediante estudios histo-
lógicos, reportando una incidencia de 34% y una eficacia 
del tratamiento de primera línea con mejoría clínica y ne-
gativización con pruebas antigénicas posterior a la tera-
pia34; sin embargo es necesario continuar investigando e 
implementando metodologías oportunas y eficientes para el 
diagnóstico de la infección y la determinación de resistencia 
antibiótica en el contexto de país.

Es necesario establecer ensayos de laboratorio robus-
tos, pertinentes y complementarios tales como endoscopía, 
histología o microbiología, aplicar algoritmos diagnósticos 
correctos, métodos de referencia, fuentes de antígeno sen-
sibles y ensayos reproducibles conforme a la población en 
estudio para diagnosticar y diferenciar con certeza entre 
infecciones activas y pasadas22,35.

Conclusiones
Las limitaciones del estudio fueron el número limitado 

de participantes y/o comparación con el patrón antigénico 
con sus convivientes.

El presente estudio determinó la prevalencia de porta-
dores asintomáticos de H. pylori en una población escolar; 
sin embargo, no se observó asociación estadística signi-
ficativa entre la adquisición de la infección y condiciones 

clínicas, ambientales o familiares. La combinación de me-
todologías diagnósticas y clínicas, así como la educación, 
prevención, desarrollo de estudios prospectivos con inter-
valos de seguimiento en la población nos permitirá caracte-
rizar el inicio, conversión y evolución de la infección en los 
niños y así evitar desde etapas tempranas la adquisición y 
posterior complicación de H. pylori.

Considerando H. pylori como un patógeno carcinógeno 
gástrico con alta incidencia en Latinoamérica y en la región 
centroamericana particularmente, es una prioridad global 
implementar estrategias de prevención de gastropatías 
mediante la erradicación de H. pylori impulsando progra-
mas preventivos para comprender las vías de transmisión, 
mecanismos de patogenicidad, reducción de la infección en 
la niñez y riesgo de desarrollar cáncer gástrico en adultos.
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Síndrome de Brooke-Spiegler: una infrecuente enfermedad a tener en 
cuenta en la práctica dermatológica
Brooke-Spiegler syndrome: a rare disease to be considered in dermatological practice

Nimzy J.Z. Letona-García1, Walter O. Vasquez-Bonilla2,4*, Pebbles Medina2, Héctor Salvador Porres-Paredes1, Fausto Muñoz-Lara4

Resumen: El síndrome de Brooke-Spiegler (SBS) es una enfermedad autosómica dominante infrecuente, los pacientes 
con el SBS presentan mutaciones en el gen supresor tumoral CYLD, más frecuente en mujeres que hombres, entre la 
segunda y tercera década de la vida con una relación hombre:mujer de 1:6-9.6 y su incidencia exacta se desconoce. 
Clínicamente se presentan de manera simultánea cilindroma, tricoepiteliomas y espiroadenomas. Se presenta el caso de 
una paciente femenina de 64 años, quien consultó por aparición de masas en cabeza, tronco y las cuatro extremidades de 
10 años de evolución, posteriormente aparecieron lesiones en cuero cabelludo, donde el crecimiento tuvo una evolución 
más lenta y que llegaron a ulcerarse; busca atención 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 dermatología, donde se le realizó 
hematología completa, química sanguínea, tomografía computarizada de cráneo y biopsia incisional en sacabocados de 
4 mm de piel de frente, mentón, región preauricular derecha y pierna derecha, el estudio histopatológico de las lesiones 
cutáneas en las regiones preauricular derecha y de frente reporto cilindroma, piel de mentón tricoepitelioma y piel de 
pierna derecha espiroadenoma. Con los hallazgos clínicos, estudios de imagen y hallazgos histopatológico se llega al 
diagnóstico de síndrome de Brooke-Spiegler. El tratamiento fue la prescripción cuidados de piel y derivación a cirugía 
plástica para tratamiento quirúrgico reconstructivo y seguimiento por la consulta externa de dermatología y cirugía plástica. 
La presencia de cilindromas, tricoepiteliomas y espiroadenomas hacen pensar en un síndrome de Brooke-Spiegler, que 
tienden a tener presentaciones muy sugestivas, como el tumor en turbante y desfiguración de la región 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, Histopatología.

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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Introducción
El síndrome de Brooke-Spiegler (SBS) es una en-

fermedad autosómica dominante, genodermatosis infre-
cuente, los pacientes con el síndrome 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 Spiegler1-3.

Las alteraciones del gen provocan defectos en la dife-
renciación de la unidad pilosebácea apocrina, originando 
diferentes tumores anexiales4. Es más frecuente en muje-
res, entre la segunda y tercera década de la vida con una 
relación hombre:mujer de 1:6-9.6 y su incidencia exacta se 
desconoce1,5. Este síndrome se caracteriza por presentar 
una predisposición a la formación de múltiples neoplasias 
benignas anexiales, clínicamente se presentan de manera 
simultánea y progresiva cilindroma, tricoepiteliomas y es-
piroadenomas2,5. Estas neoplasias se localizan en cara y 
cuero cabelludo más frecuentemente, la mayoría de las le-
siones presentes están en el rango de 0.5 a 3 cm, pero tam-
bién se pueden encontrar lesiones más grandes. El número 
de lesiones varía de 10 a 30, pero se pueden encontrar 
muchas más, estos tumores suelen tener un crecimiento 
lento a lo largo de la vida y su número va aumentado con la 
edad, así mismo se asociado malignidad si el crecimiento 
es rápido con ulceración y sangrado, que se observa en un 
5 al 10% de los casos2,5.

Debido a que el síndrome de Brooke-Spiegler se carac-
teriza por afectación difusa y numerosos tumores anexiales 
de la cabeza y el cuello, la extirpación quirúrgica suele ser 
difícil, por el tamaño de las lesiones. Las opciones de tra-
tamiento comunes incluyen electrocirugía, dermoabrasión 
y terapia con láser, esto depende mucho de la progresión 
de las lesiones que los pacientes presentan. El seguimiento 
estrecho es esencial para controlar la transformación malig-
na, así mismo el apoyo psicológico1.

Materiales y métodos 
Se presenta un caso clínico de importancia sobre sín-

drome de Brooke-Spiegler. Se realizo una búsqueda en 
bases de datos como Scielo, Google Académico, PubMed, 
para poder desarrollar el caso clínico. El reporte del caso 
clínico fue revisado por médicos patólogos, dermatólogos 
y médico internista. La paciente firmo su consentimiento 
informado.

Reporte de caso
Femenina de 64 años, procedente de la zona rural de 

Guatemala, sin antecedentes médicos y patológicos de 
importancia; consultó por aparición de masas en cabeza, 
tronco y las cuatro extremidades de 10 años de evolución 
, estas masas aumentaron progresivamente en tamaño y 
número, posteriormente aparecieron lesiones en cuero ca-
belludo, donde el crecimiento tuvo una evolución más lenta 
y llegaban a ulcerarse, refiere no haber buscado atención 
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 dermatología.

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

cabelludo, rostro, tórax anterior, tórax posterior, regiones 
lumbares, línea interglútea, fosas antecubitales, cara inter-
na de ambas piernas, caracterizadas por múltiples neofor-
maciones exofíticas de aspecto semiesféricas y otras re-
dondeadas, base sésil, sólidas, superficie brillante y lisa, 
consistencia firme de 1-5 cm de diámetro, bordes definidos, 
asintomáticas, de evolución crónica, en cuero cabelludo al-
gunas lesiones confluyen dando apariencia de “tumor en 
turbante” y otra con ulceración de fondo granulado, bordes 
elevados, con escasa fibrina, adherida, asociada a dolor al 
momento de la palpación (Fig. 1A-D). En el resto de la ex-
ploración física se observó una piel de aspecto sano.

Se solicitó pruebas laboratoriales de rutina como hema-
tología completa y química sanguínea los cuales se encon-
traban dentro de límites normales, además tomografía axial 
computarizada de cráneo la cual reporto calcificaciones fi-
siológicas para la edad, múltiples nódulos cutáneos/subcu-
táneos, superficiales, que protruyen al exterior, algunos de 
aspecto sésil, que van de 5-40 mm aproximadamente y que 
corresponde a proceso neoplásico múltiple a correlacionar 
con la biopsia y estudio histopatológico, además afectación 
ósea por una erosión en la región frontal izquierda de ca-
rácter crónico degenerativo por contigüidad.

Se realizó biopsia incisional en sacabocados de 4 mm 
de la piel de la región frontal, mentón, región  preauricular 
derecha y pierna derecha y se envió al servicio de anatomía 
patológica, el cual reporto al estudio histopatológico de la 
lesión preauricular derecha y frontal: neoplasia compues-
ta por nidos de células basaloides que se disponen en un 
patrón en rompecabezas, rodeados por una membrana ba-
sal gruesa, por lo cual se llega al diagnóstico de cilindroma 
(Fig. 2A-B). En la biopsia de mentón se observa una neo-
plasia formada por nidos epiteliales de células basaloides, 
que se disponen en grupos ramificados a partir de un centro 
quístico, separados por un estroma fibroso asociado con los 
componentes epiteliales, sin figuras de mitosis, por lo cual 
se llega a un diagnóstico 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 pequeñas a medianas, con modera-
da cantidad de citoplasma que se disponen en la periferia, 
sin atipia citológica significativa y células pálidas grandes 
ubicadas en el centro estas células hacen pequeñas for-
maciones tubulares, no se observan figuras mitóticas, por 
las características descriptas se llega al diagnóstico de un 
espiroadenoma (Fig.2E-F). Con los hallazgos clínicos, es-
tudios de imagen y la histopatología se llega al diagnóstico 
del síndrome de Brooke-Spiegler.

El tratamiento fue la prescripción cuidados de piel en 
los cuales se incluyó un jabón neutro y protector solar spf 
50 y derivación a cirugía plástica para tratamiento quirúrgi-
co reconstructivo; para la úlcera se indicó curaciones dia-
rias con ketanserina 2% al centro y áreas con fibrina se 
colocó clostridiopeptidasa A (colagenasa). La evolución del 
paciente fue como esperada, con disminución de sintoma-
tología de lesiones ulceradas, actualmente seguimiento por 
la consulta de dermatología y cirugía plástica

Discusión
El síndrome de Brooke-Spiegler representa una ge-

nodermatosis autosómica 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 16q12-q13, la ausencia de 
antecedentes familiares patológicos de tumores cutáneos 
puede ser el resultado de una mutación de Novo o una pe-
netrancia incompleta, así como la expresión variable del 
gen CYLD, importante mencionar que el caso descrito no 
habían antecedentes patológicos familiares de estas neo-
plasias6. Pese a que en el caso clínico presentado no se 

obtuvo el estudio genético, se conoce que las mutaciones 
implicadas se presentan en el cromosoma 16q12-q13, de 
las cuales la inactivación del gen CYLD se presenta en el 
80 a 85% de los pacientes6.

La presencia de cilindroma, tricoepitelioma y espiroade-
noma concomitantes debe hacer sospechar de inmediato 
un diagnóstico del síndrome de Brooke-Spiegler, benignos 

Síndrome de Brooke-Spiegler: una infrecuente enfermedad a tener en cuenta en la práctica dermatológica
Brooke-Spiegler syndrome: a rare disease to be considered in dermatological practice

Figura 1. Múltiples neoformaciones 
exofíticas solidas de aspecto se-
miesférico de bordes bien definidos 
superficie lisa y color eritemato-vio-
láceo de varios tamaños desde 0.5 
cm hasta 5 cm (A-D). En área cen-
trofacial se aprecian tricoepiteliomas 
(A-B [flecha verde]) cuero cabelludo 
se aprecian cilindromas que llegan 
a confluir simulando ¨tumor aspecto 
en turbante¨  (A y 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 patrón 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 quístico (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 pequeñas a media-
nas y células pálidas grandes ubicadas 
en el centro estas células hacen peque-
ñas formaciones tubulares (F).
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en la mayoría de los casos, los tumores son propensos a 
surgir en la región craneofacial, lo que causa al paciente 
una gran cantidad de molestias prácticas y estéticas con 
dolor local, hemorragia, infecciones locales y, en algunos 
casos, incluso anemia crónica7. En el caso presentado se 
evidencio clínica e histopatológicamente la presencia de 
cilindroma, tricoepitelioma y espiroadenoma, al realizar la 
correlación clínico-patológica en su conjunto conforman el 
diagnóstico clínico del síndrome de Brooke-Spiegler.

Los cilindromas son de diferente número y tamaño, 
desde pocos hasta multitud, cubriendo todo el cuero ca-
belludo, la afectación del cuero cabelludo con múltiples le-
siones confluentes llevó a la denominación de «tumor en 
turbante». Los tricoepiteliomas típicos en forma de pápulas 
amarillentas y pequeños nódulos tumorales suelen estar 
en la cara, y provocan problemas psicosociales en los pa-
cientes debido a su localización. El espiroadenoma, de for-
mación tumoral individual debido a la ubicación, se localiza 
con mayor frecuencia en la parte superior del tronco, las 
extremidades superiores y rara vez en el tórax5,8.

Histológicamente los cilindromas están 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 más 
diferenciadas de ubicación central y núcleos 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 basófilo uninodular o multi-
nodular bien circunscrito con dos tipos de células, unas ubi-
cadas en el centro, grandes y pálidas y células basaloides 
oscuras y pequeñas en la periferia9-11.

La transformación maligna tanto para los cilindromas 
como los espiroadenomas esta descrita, pero es poco co-
mún que esto suceda, también se ha asociado el síndrome 
de Brooke-Spiegler con carcinoma basocelular, adenoma 
y adenocarcinoma de glándulas salivares. El diagnóstico 
diferencial debe realizarse con procesos que cursan con la 
presencia de múltiples pápulas faciales firmes hereditarias 
como son: síndrome de Birt-Hogg-Dube (fibrofoliculomas), 
síndrome de Cowden (tricolemomas), esclerosis tuberosa 
(angiofibromas), Síndrome de rombo (tricoepiteliomas) y 
síndrome de Gardner (quistes epidérmicos), entre otros12.

Debido a la rareza de esta condición, las modalidades 
de tratamiento varían, no existen terapias curativas para las 
lesiones cutáneas, se han utilizado intervenciones quirúr-
gicas, como electrocirugía, criocirugía, cirugía con láser y 
radiocirugía. Idealmente, deben intentarse temprano para 
evitar cambios desfigurantes como el tumor del turban-
te8,13,14. Las terapias ablativas más comunes consisten en 
la escisión clásica, la dermoabrasión, los láseres de CO o 
de erbio-YAG y crioterapia entre otras. Además del enfoque 
quirúrgico del tratamiento, se han probado con éxito varia-
ble medicamentos que incluyen aspirina, adalimumab, imi-
quimod tópico y vismodegib8,13,14. En el caso de la paciente 
se trataron las lesiones más molestas como áreas periocu-
lares para mejorar el aspecto estético facial con cirugía y 
reconstrucciones quirúrgicas por parte de cirugía plástica.

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

Conclusiones
La presencia de cilindromas, tricoepiteliomas y espi-

roadenomas hacen pensar un síndrome de Brooke-Spie-
gler, que tienden a tener presentaciones muy sugestivas, 
como el tumor en turbante y desfiguración de la región 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 cutáneos, no 
está exenta que pueda progresar a malignidad, por lo que 
no solo es importante llegar a un diagnóstico, sino que el 
seguimiento oportuno.
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Sarcoidosis extrapulmonar en tatuaje como forma de presentación sistémica; 
reporte de un caso
Extrapulmonary sarcoidosis in the tattoo as a form of systemic presentation; case report

Nimzy J.Z. Letona-García1, Walter O. Vasquez-Bonilla2,5*, Alexis Monroy3, Rosario Velasquez2, Pe-bbles Medina2, Fausto Muñoz-Lara4

Resumen: La sarcoidosis es una enfermedad inflamatoria multisistémica granulomatosa, no necrotizante de etiología 
desconocida, su diagnóstico es clínico-patológico. Su incidencia se estima entre 2.3 y 11 por 100.000 habitantes/año 
y prevalencia varía de 2.17 a 160 por 100.000 personas, comienza en adultos menores de 50 años, pero se ha visto 
que alrededor del 70% de los casos ocurren entre los 25 y los 40 años en el momento de la presentación, con un 
segundo pico de incidencia en mujeres mayores de 50 años. Se presenta paciente masculino de 41 años, afroamericano, 
procedente de la región Nor-Oriental de Guatemala y residente en la ciudad de Guatemala, sin comorbilidades, con 
dermatosis caracterizada por: múltiples neoformaciones papuliformes, firmes de 3 a 4 mm de diámetro, de color negruzco, 
asociadas a prurito constante sin predominio de horario sobre tatuaje en miembro superior izquierdo, de dos años de 
evolución, sin fiebre, diaforesis nocturna, ni pérdida de peso, no recibió atención medica previamente. Exámenes de 
laboratorio sin alteraciones, to-mografía axial computarizada de pulmones sin afectación del parénquima pulmonar, 
análisis microbiológicos para tuberculosis fueron negativos, serología 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 área del tatuaje, la histopatología 
reporto piel con inflamación crónica granulomatosa con for-mación de granulomas pequeños uniformes, con presencia 
de células gigantes de tipo cuerpo ex-traño, dentro de las cuales se observan cuerpos asteroides pequeños, tinción 
de Ácido periódico de Schiff (PAS) y Kinyoun fueron negativas para microrganismos, se llegó al diagnóstico de sarcoi-
dosis extrapulmonar en piel. El diagnóstico de sarcoidosis se requiere un cuadro clínico sugestivo, la comprobación 
histopatológica de granulomas no caseificantes en los órganos afectos y la exclu-sión de otras enfermedades capaces de 
producir hallazgos histopatológicos, o clínicos similares.

Palabras clave: Granulomas, Manifestaciones cutáneas, 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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Introducción
La sarcoidosis es una enfermedad inflamatoria mul-

tisistémica granulomatosa, no necrotizante de etiología 
desconocida, los mecanismos subyacentes a la formación 
de granulomas se com-prenden cada vez mejor, incluida 
la susceptibilidad genética y los factores ambientales, ca-
racte-rizada por la infiltración de diversos órganos por gra-
nulomas no necrotizantes, su diagnóstico es clínico-patoló-
gico1-3. Su incidencia se estima entre 2.3 y 11 por 100.000 
habitantes/año. La prevalencia estimada varía de 2.17 a 
160 por 100.000 personas, la alta variabilidad podría ex-pli-
carse por las diversas herramientas de diagnóstico utiliza-
das en series más antiguas para defi-nir la sarcoidosis y por 
el origen étnico de cada cohorte3,4. La sarcoidosis general-
mente comienza en adultos menores de 50 años, pero se 
ha visto que alrededor del 70% de los casos ocurren entre 
los 25 y los 40 años de edad en el momento de la presen-
tación, con un segundo pico de inciden-cia en mujeres ma-
yores de 50 años, los afroamericanos y los escandinavos 
tienen una mayor in-cidencia de la enfermedad que el resto 
de la población caucásica3.

En un 90% son de origen pulmonar y afectación de 
órganos extrapulmonares ocurre hasta en el 50 % de los 
pacientes, pero solo del 5 al 9 % de los pacientes tienen 
enfermedad extrapulmonar sin afectación pulmonar: sarcoi-
dosis no pulmonar y varían según el sexo, el origen étnico 
y la edad de presentación5,6. Los sitios más comunes de 
afectación extrapulmonar son la piel, los ojos, el hígado y 
el sistema reticuloendotelial, con afectación renal, cardíaca 
y neurológica más rara, siendo la presentación más común 
en este grupo la sarcoidosis cutánea5-7.

Las lesiones dermatológicas de la sarcoidosis pueden 
permanecer aisladas hasta en un 30% de los casos, reco-
nocer las manifestaciones cutáneas es de suma importan-
cia ya que con frecuencia son el primer signo de la enfer-
medad, estas suelen ser múltiples máculas eritematosas, 
pápulas placas o nódulos subcutáneos, generalmente no 
causan síntomas pero pueden tener importancia estética 
cuando se localizan en la cara, la sarcoidosis cutánea tam-
bién puede ocurrir en el tejido cicatricial, el aspecto clíni-
co puede variar según el tipo morfológico de la lesión, su 
cronicidad y el color de la piel circundante3. Algunos casos 
surgen en cicatrices, piel traumatizada y alrededor de cuer-
po extraño (como tatuajes) hasta en un 5.4% a 13.8% de 
los casos, estas lesiones sobre tatuaje suelen presentarse 
se forma inespecífica, asintomáticas y dispersas, sin infil-
tración de todo el tatuaje, las tintas de color rojo y negro 
son las más frecuentemente asociadas a reacciones sar-
coideas. La aparición de granulomas en zonas del tatuaje 
con distintos colores es muy suges-tiva de sarcoidosis. Las 
lesiones pueden surgir de varios meses o incluso años des-
pués de realizar el tatuaje; esto podría deberse a la lenta 
degradación de los pigmentos secundaria a la exposi-ción 
crónica a luz ultravioleta y el papel adicional de algunos fac-
tores como la infección por el virus de hepatitis C VHC o el 
tratamiento con interferón. Se cree que el desencadenante 
podría ser un producto derivado de la tinta aparecido a lo 
largo del tiempo8.

Los principales hallazgos histopatológicos son reaccio-
nes inflamatorias por linfocitos, eosinófilos, células plasmá-
ticas y granulomas compuesto por histiocitos epitelioides 
con abundante cito-plasma eosinofílico y núcleos ovalados 
que contienen un pequeño nucléolo central, con una co-ro-

na externa de colágeno y fibroblastos en las formas cróni-
cas; cuerpos de inclusión de Schau-mann ( inclusiones de 
calcio y proteínas dentro de las células gigantes de Lan-
ghans como parte de un granuloma; estructuras concoideas 
redondeadas laminadas basófilas) y/o cuerpos aste-roides 
(pequeñas estructuras intracitoplasmáticas eosinofílicas en 
forma de estrella también pre-sentes en la lepra tubercu-
loide, la beriliosis y el xantogranuloma necrobiótico facial 
atípico) den-tro células multinucleadas y cuerpos de Hama-
zaki-Wesenberg (inclusiones PAS+ peculiares, pueden ser 
lisosomas grandes que contienen hemo lipofuscina)9.

Materiales y métodos 
Se presenta un caso clínico de importancia sobre Sar-

coidosis extrapulmonar en tatuaje como forma de presen-
tación sistémica. Se realizó una búsqueda en bases de da-
tos como Scielo, Google Académico, PubMed, para poder 
desarrollar el caso clínico. El reporte del caso clínico fue 
revisado por médicos patólogos, dermatólogos y médico 
internista. El paciente firmó su consentimiento informado.

Presentación del caso
Se presenta el caso de un paciente masculino de 41 

años, afroamericano, procedente de la región Nor-Oriental 
de Guatemala y residente en la ciudad de Guatemala, sin 
comorbilidades de impor-tancia, se presenta al servicio de 
dermatología del Hospital General San Juan de Dios, de 
la ciudad de Guatemala por presentar lesiones dermatoló-
gicas sobre tatuaje en miembro superior izquierdo, refirió 
una evolución de dos años, no había recibido atención mé-
dica previamente. Al examen físico dermatosis diseminada 
a miembro superior izquierdo que afecta hombro y brazo, 
caracte-rizada por múltiples neoformaciones papuliformes, 
firmes de 3 a 4 mm de diámetro, de color ne-gruzco, aso-
ciadas a prurito constante sin predominio de horario, se 
encuentran sobre tatuaje tinta negra (Figura 1A-B). A la 
Dermatoscopía se observan áreas blanquecinas sin estruc-
tura, líneas y escama blancas fina adherida en el centro 
(Figura 2A-B). Sin fiebre, diaforesis nocturna, ni pérdida de 
peso. Se le realizó hematología completa y química san-
guínea sin alteraciones, tomografía axial computarizada de 
pulmones sin afectación del parénquima pulmonar, análisis 
microbioló-gicos para tuberculosis fueron negativos, sero-
logía para VIH, virus de hepatitis A, B y C fueron negativas, 
VDRL no reactivo. Se le realizó biopsia incisional en saca-
bocados de 4 mm de piel del área del tatuaje y se envía al 
servicio de anatomía patológica, el cual reportó al estudio 
histopa-tológico de la piel inflamación crónica granulomato-
sa con formación de granulomas pequeños, uniformes, con 
presencia de células gigantes de tipo cuerpo extraño, den-
tro de las cuales se ob-servan cuerpos asteroides peque-
ños (Fig. 2A-B), tinción de Ácido periódico de Schiff (PAS) 
y Kinyoun fueron negativas para microrganismos, además 
se descartaron otros procesos inflama-torios de reacciones 
granulomatosas y procesos linfoproliferativos con estudios 
de inmunohisto-química CD68 positivo y CD1a negativo. 
Con los hallazgos clínicos, estudios laboratoriales, es-tu-
dios de imagen e histopatológico se llegó al diagnóstico de 
sarcoidosis extrapulmonar en piel, se le brindó tratamien-
to farmacológico con glucocorticoides orales en este caso 
prednisona 40 mg/día por 8 semanas y cuidados de piel 
corticoesteroides tópicos de mediana potencia para dismi-
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nuir el prurito, jabón neutro y protector solar SPF50; con 
una evolución satisfactoria y seguimiento por la consulta 
externa de medicina interna y dermatología, en la actuali-
dad paciente con excelente mejoría clínica.

Discusión
La sarcoidosis es una enfermedad sistémica granulo-

matosa de etiología desconocida y distribución global, aun-
que hay teorías de exposiciones ocupacionales, infeccio-
sas y genéticas. Descrita en 1869 por Carl William Boeck 
cuando les dio el nombre a múltiples lesiones sarcoidales 
benignas en las regiones extensoras de los miembros su-
periores de un paciente de 36 años. Además, existen varia-
ción no solo en la prevalencia de la enfermedad, si no en su 
forma de presentación de acuerdo con la raza, siendo más 
frecuentes las formas crónicas y el compromiso ocular en la 

población afrodescendiente y las formas asintomáticas en 
la población blanca, en el caso que se presenta importante 
mencionar que es afrodescendiente, con una evolución cró-
nica de las lesiones der-matológicas por la que consultó10-13.

Latinoamérica es una región con incidencia baja de 
sarcoidosis, probablemente por diferencias genéticas y de 
exposición ambiental a determinados antígenos o por la fal-
ta de programas de diagnóstico; así importante mencionar 
la alta prevalencia de otras enfermedades granulomatosas 
endémicas como ser tuberculosis, lepra y micosis profunda 
que son diagnóstico diferencial, en este paciente se des-
cartaron todas estas enfermedades, tal como se describe 
en la presentación del caso14. La sarcoidosis puede ser 
asintomática o con un perfil clínico agudo, subagudo y cró-
nico, siendo progresiva y recidivante y las manifestaciones 
cutáneas es de los sitios más frecuentemente afectados 
extrapulmonar y tienen tendencia a aparecer en zonas de 
cicatrices y tatuajes, tal como se presentó en el paciente del 

Sarcoidosis extrapulmonar en tatuaje como forma de presentación sistémica; reporte de un caso
Extrapulmonary sarcoidosis in the tattoo as a form of systemic presentation; case report

Figura 1. A: Neoformaciones papuliformes firmes sobre tatuaje de 3 a 4 mm de diámetro color negruzco sobre tatuaje 
tinta negra. B: Dermatoscopía con áreas blancas sin estructuras y líneas blancas a la periferia.

Figura 2. A: Granulomas pequeños B: Cuerpos asteroides (flecha).
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caso que se describe10,12.
Para realizar el diagnóstico se requiere de un cuadro 

clínico sugestivo, la comprobación histopa-tológica de gra-
nulomas no caseificantes en los órganos afectos y la exclu-
sión de otras enferme-dades capaces de producir hallazgos 
histopatológicos o clínicos similares y las presentaciones 
atípicas extrapulmonares donde puede presentarse adeno-
patías hiliares, lesiones cutáneas, arti-culares, oculares y 
opacidad reticular pulmonar además de hipercalcemia con 
hormona parati-roidea (PTH) normal o baja15. La biopsia si-
gue siendo el Gold standard para el diagnóstico de sarcoi-
dosis, junto con la exclusión de otras patologías, mediante 
estudios complementarios15. El diagnóstico se confirma 
mediante la demostración anatomopatológica de granu-
lomas no casei-ficantes y la extensión de la enfermedad 
puede determinarse mediante el diagnóstico de tejidos y 
las modalidades de imagen7. En el caso presente se pudo 
comprobar histopatológicamente el diagnóstico y se ex-
cluyeron otras causas de enfermedades granulomatosas 
como la tuberculosis, enfermedad por arañazo de gato y 
procesos linfoproliferativos entre otros. Las lesiones de la 
piel se dividen en 2 grupos: específicas de la sarcoidosis 
(con evidencia de granuloma) e inespecíficas ( con cambios 
inflamatorios, pero sin evidencia de granuloma), las lesio-
nes cutáneas específicas ge-neralmente no causan más 
síntomas que los cambios estéticos, por lo cual los pacien-
tes acuden a su consulta médica16.

El tratamiento de la sarcoidosis cutánea es similar al de 
la enfermedad sistémica, siendo la terapia con corticoes-
teroides orales la alternativa más eficaz, también los corti-
coesteroides tópicos o intralesionales se han utilizado con 
éxito en la afectación cutánea. Se consideran se segunda 
línea medicamentos como el metrotexato y los antipalúdi-
cos como la cloroquina y la hidroxicloroquina, estos últimos 
en particular para los pacientes con enfermedad cutánea e 
hipercalcemia13,14.

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 más 
importante, considerando que Guatemala es un área en-
démica y que siempre constituye un importante diagnóstico 
diferencial, también infección por hongos, malig-nidad y las 
enfermedades autoinmunes también deben considerarse 
como diagnóstico diferencial. Todos ellos también fueron 
descartados en este paciente.

Financiamiento
Los autores declaramos no haber recibido ningún apor-

te económico.

Declaración de consentimiento informado
Consentimiento firmado por la paciente. 

Conflictos de Interés
Los autores declaramos no tener ningún conflicto de 

interés.  

Referencias bibliográficas
1.	 Crouser ED, Maier LA, Wilson KC, Bonham CA, Morgenthau 

AS, Patterson KC, et al. diagnosis and detection of sarcoi-do-
sis. An official American thoracic society clinical practice 
guideline. Am J Respir Crit Care Med. 2020;201(8):e26–51. 
Disponible en: http://dx.doi.org/10.1164/rccm.202002-0251ST.

2.	 Nadeem I, Khatana UF, Ur Rasool M, Qamar A, Azher M. 
Extrapulmonary sarcoidosis: A diagnostic challenge. Cureus. 
2020;12(10):e11076. Disponible en: http://dx.doi.org/10.7759/
cureus.11076.

3.	 Sève P, Pacheco Y, Durupt F, Jamilloux Y, Gerfaud-Valentin M, 
Isaac S, et al. Sarcoidosis: A clinical overview from symptoms 
to diagnosis. Cells [Internet]. 2021;10(4):766. Disponible en: 
http://dx.doi.org/10.3390/cells10040766.

4.	 Sepehri M, Hutton Carlsen K, Serup J. Papulo-nodular re-
actions in black tattoos as markers of sarcoidosis: Study 
of 92 tattoo reactions from a hospital material. Derma-
tology. 2017;232(6):679–86. Disponible en: http://dx.doi.
org/10.1159/000453315.

5.	 James WE, Koutroumpakis E, Saha B, Nathani A, Saavedra L, 
Yucel RM, et al. Clinical Features of Extrapulmonary Sarcoid-
osis Without Lung Involvement. Chest. 2018;154(2):349–56. 
Available from: https://doi.org/10.1016/j.chest.2018.02.003.

6.	 Connelly C, Hasan A, Chung Z, Mingomataj E, Velayudhan V, 
McFarlane IM. Extrapulmonary involvement in sar-coidosis: A 
case report. Am J Med Case Rep. 2020;8(7):210–5. Available 
from: http://dx.doi.org/10.12691/ajmcr-8-7-13.

7.	 Ungprasert P, Ryu JH, Matteson EL. Clinical manifestations, 
diagnosis, and treatment of sarcoidosis. Mayo Clin Proc Innov 
Qual Outcomes. 2019;3(3):358–75. Available from: http://dx.
doi.org/10.1016/j.mayocpiqo.2019.04.006.

8.	 García del Pozo Martín de Hijas M del C, Agudo Mena JL, de 
Manueles Marcos F, Ochando Ibernón G, Nam Cha S, Martín 
de Hijas Santos M del C. Granulomas sarcoideos en un tatua-
je como forma de presentación de sarcoidosis sisté-mica. Piel. 
2018;33(2):89–91.

9.	 Marcoval J, Penín RM, Mañá J. Histopathological fea-
tures of subcutaneous sarcoidosis. Am J Dermatopathol. 
2020;42(4):233–43. Available from: http://dx.doi.org/10.1097/
DAD.0000000000001509.

10.	González-Díaz D, Herrera-González A, Ortiz-Roque J, Alva-
rez-Santana R, Estrada-Nápoles Y. Sarcoidosis: a propósito 
de dos casos. Acta Médica. 2020;21(42):e154.

11.	Chavarriaga-Restrepo A, López-Amaya JE, Mesa-Navas 
MA, Velásquez-Franco CJ. Sarcoidosis: muchas caras, 
una enfermedad. Revisión narrativa de la literatura. IAT-
REIA. 2019;32(3):191–203. Available from: http://dx.doi.
org/10.17533/udea.iatreia.

12.	Riancho-Zarrabeitia L, Martínez-Meñaca A, González-Gay 
MA. Sarcoidosis. Med. 2013;11(34):2076–83.

13.	Valeyre D, Jeny F, Rotenberg C, Bouvry D, Uzunhan Y, Sève 
P, et al. How to Tackle the Diagnosis and Treatment in the 
Diverse Scenarios of Extrapulmonary Sarcoidosis. Adv Ther. 
2021;38(9):4605–27.

14.	Escudero MG, Escudero MG, Acosta NDP, Pérez LR, Alfon-
so YA. Sarcoidosis cutánea, preámbulo de la enfermedad 
sistémica. Rev Cuba Reumatol. 2021;23(2): e198. Available 
from: http://www.revreumatologia.sld.cu/index.php/reumatolo-
gia/article/view/862.

15.	Dajaro Castro LA, Alvarado DA, Zuñiga Pineda B, Calle 
Caamaño CA, Montenegro Mayorga SE. Atypical sarcoidosis 
in a young man with skin ulcers and hipercalcemia. Rev Virtual 
la Soc. paraguaya Med Interna. 2019;6(1):134–41.

16.	Madureira P, Pimenta S, Cardoso H, Guimarães R, Costa L. 
Sarcoidosis : An unusual presentation. 2017;13(4):227–9. Re-
umatol Clín (Engl Ed). 2017;13(4):227–9.

Nimzy J.Z. Letona-García, Walter O. Vasquez-Bonilla, Alexis Monroy, Rosario Velasquez, Pe-bbles Medina, Fausto Muñoz-Lara
Volume 7 / Issue 3 / 8     •     http://www.revistabionatura.com



1

Volume 7 / Issue 3 / 9 / http://dx.doi.org/10.21931/RB/2022.07.03.9                                                                                               

Introducción
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, China2. Este virus se propagó rápida-
mente en muchos países de todos los continentes, por lo 
que el 11 de marzo de 2020 la Organización Mundial de 
la Salud (OMS) determinó caracterizar la COVID-19 como 
una pandemia3.

 Previo a la pandemia del coronavirus, Honduras ya 
atravesaba una de las emergencias sanitarias más graves 
de su historia, el 10 de febrero del 2020, el Gobierno de 
Honduras mediante decreto ejecutivo declaró estado de 
emergencia sanitaria, en todo el territorio nacional4. Ini-
cialmente se aplicaron diferentes medidas de prevención 
y control, entre ellas están el toque de queda obligatorio 
(entre 17 y el 29 de marzo de 2020), que posteriormente fue 
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Desempeño del sistema de vigilancia COVID-19 en Honduras 2020: Análisis 
de la ley de Benford
Performance of the COVID-19 surveillance system in Honduras 2020: Benford's law analysis

Wendy Valladares1*, José Bayardo Cabrera2

Resumen: El 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 centró en identificar inconsistencias en los 
datos reportados sobre casos y muertes confirmadas de COVID-19, por el sistema de salud hondureño durante el año 
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 análisis, el 
primero correspondió a los primeros 50 días de pandemia en el país, el segundo incluyó datos hasta el 24 junio, el tercero 
hasta el 1 diciembre y el cuarto incluyó todos los datos del 2020. Para el análisis se hizo uso de la ley de Benford, el cual 
es un fenómeno estadístico ampliamente usado que permite detectar datos anómalos en los sistemas de vigilancia de 
cada país. Hasta el 31 de diciembre el sistema de salud hondureño confirmó 121,827 casos positivos y 3,130 muertes por 
COVID-19 en Honduras. Respecto a la detección de datos anómalos el segundo segmento de análisis obtuvo un mejor 
resultado, sin embargo, se observo que el análisis acumulado correspondiente al 2020 no se ajustó a la Ley de Benford. 
En general, la vigilancia tuvo una mejoría en el desempeñó después de los primeros 50 días de pandemia, no obstante, 
los datos referentes al 2020 revelan una disconformidad con la ley de Benford, lo que se interpreta como un desempeño 
de notificación no adecuado. 

Palabras clave: COVID-19, distribuciones estadísticas, Honduras, monitoreo epidemiológico, notificación 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.
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modificado limitando la movilización a según el último digito 
de la tarjeta de identidad o pasaporte, también se llevaron 
a cabo restricciones en la entrada y salida de las fronteras 
terrestres, marítimas y aéreas, así como la ejecución de 
campañas educativas5,6.

La OMS ha establecido guías para vigilancia epidemio-
lógica, 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, además es necesario realizar la vigilancia de la 
mortalidad, por medio de un monitoreo de las muertes y sus 
causas, sobre todo aquellas de tipo inespecífico que po-
drían representar casos de COVID-19 no diagnosticados1,7. 
En consecuencia, múltiples investigaciones han evidencia-
do la utilidad de la ley de Benford para la detección de datos 
anómalos en los sistemas de vigilancia de diferentes enfer-
medades incluyendo el COVID-198–12.

Benford, demostró que para un conjunto de datos de 
cualquier índole (tributarios, lotería, o cualquier otro) exis-
te una probabilidad de aparición de su primer dígito que 
responde a la siguiente forma: que el primer dígito 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%)13.

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

rante el año 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, así como los resultados en-
contrados se realizaron con el programa estadístico Stata 
16.0 (StataCorp, Stata Statistical Software). Para la evalua-
ción del sistema de vigilancia hondureño respecto al CO-
VID-19, se evalúo el cumplimiento de la ley de Benford para 
los indicadores de casos y muertes confirmados, mediante 
la prueba χ2 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 distribución específica.

Resultados y discusión

Casos y muertes confirmadas por COVID-19 durante el 
año 2020

Los resultados del sistema de vigilancia hondureño 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 año 2020 fue 
de 1,058 pruebas diarias, sin embargo, en el primer perio-
do de análisis (los primeros 50 días 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 número de 
pruebas ascendió a un promedio de 1,475 pruebas diarias.

Con relación a los casos confirmados, durante los pri-
meros 50 días de pandemia se registraron 738 casos, y 
hasta el 24 junio 2020 el sistema de vigilancia del país re-
portó un total de 14,571, los demás segmentos de análisis 
se visualizan en la tabla 1.

En cuanto al número de muertes se reportaron 66 du-
rante los primeros 50 días de pandemia, mientras que en el 
total del año 2020 el promedio de muertes diarias alcanzó 
una cifra de 10,5 ver los detalles en la tabla 2. El porcen-
taje de casos positivos durante el año 2020 fue de 35.7 %, 
mostrando un promedio de casos positivos diarios durante 
los primeros 50 días de 19.2 % y el promedio de casos 
diarios positivos más alto fue de 44.3 % el cual se observó 
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, así como el número de pruebas PCR diarias y el 
porcentaje de casos positivos durante el año 2020.

Datos anómalos presentes en los casos confirmados 
por COVID-19

Para la detección de los datos anómalos se utilizó la 
distribución de la ley de primer dígito, las cuales se pueden 
observar en las figuras 3 y 4, para conocer si la distribución 
observada (barras grises de las figuras 3 y 4) se acerca a la 
esperada (línea roja) se utilizó la prueba de bondad de ajus-
te χ2 (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 análisis muestra los datos acumulados 
de los reportes del sistema de vigilancia de Honduras, es 
decir, el segundo segmento de análisis contiene el primero 
y así en sucesión hasta mostrar todos los reportes del año 
2020. La figura 3 muestra la distribución observada del pri-
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donde α corresponde al dígito 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 dígito”, por esta razón, investigaciones an-
teriores destacan la importancia de la aplicación de la ley 
de Benford en periodos de pandemia14, 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 hondureño 
durante el año 2020.

Materiales y métodos 
Para el desarrollo del presente estudio se obtuvieron 

los datos del sistema de salud hondureño concernientes al 
COVID-19 disponibles en el Centro de Ciencia e Ingenie-
ría de Sistemas (CSSE) de la Universidad Johns Hopkins, 
los cuales se presentan de manera diaria y acumulada15. 
Los datos utilizados correspondían al periodo comprendido 
entre el 11 de marzo (debido a que en Honduras el primer 
caso se reportó en esta fecha) y el 31 de diciembre de 2020.

El análisis de los datos se dividió en cuatro segmen-
tos: el primero, contemplando los primeros 50 días de la 
pandemia en el país, desde el 11 marzo hasta el 29 abril; el 
segundo a partir del día 51 de pandemia, es decir 30 abril 
hasta el 24 de junio, ya que el 24 de junio se realizó la in-
auguración del segundo Laboratorio de Biología Molecular 
en el país. El tercer segmento de análisis se realizó 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 fenómenos naturales IOTA 
y ETA. Finalmente, se analizó el total de observaciones du-
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Figura 1. Reporte de COVID-19 del sistema de vigilancia hondureño durante el 2020.

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

En la tabla 1 se brinda el resultado de la prueba χ2 el 
cual fue 0,048, mostrando que los datos observados en 
los primeros 50 días de pandemia no se asemejan a los 
esperados en la distribución de Benford. Para el segundo 
periodo (figura 2, panel B) el valor de χ2 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 distribución. Para el tercer 
y cuarto periodo de análisis el valor p de χ2 mostró 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 año 
2020 no se asemejan a la distribución esperada.

Datos anómalos presentes en las muertes confirmadas 
por COVID-19

La tabla 1 y 2 también brindan información de los cua-
tro periodos de análisis sobre el número de datos espera-
dos y el observado de primer dígito 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 día 26 de marzo del 2020, es decir, el día 17 
de pandemia desde el primer caso positivo en Honduras. 
Asimismo, en la figura 4 se muestra la distribución obser-
vada del primer dígito de los cuatro periodos de análisis 
referentes a las muertes confirmadas como consecuencia 

del COVID-19. 
El resultado de la prueba χ2 para el primer segmento 

resultó 0,78333 aproximándose bastante a la distribución 
esperada, cabe resaltar que para analizar este periodo se 
utilizó los primeros 50 días a partir de la primera muerte 
confirmada en el país. Para el segundo periodo (figura 4, 
panel B) el valor de χ2 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 aná-
lisis el valor p de χ2 mostró un valor de 1,17949E-25 lo cual 
da evidencia que los datos no se asemejan a la distribución 
esperada. En el cuarto periodo de análisis el cual corres-
ponde a todos los reportes de muertes por COVID-19 del 
sistema de vigilancia durante el año 2020, se encontró un 
valor de p de χ2 de 3,50E-28 por lo cual evidencia que los 
reportes de muertes durante el año 2020 no se asemejan 
a la distribución esperada expresada por la ley de Benford.

Discusión
Es necesario recopilar información acerca del número 

total de personas a las que se les han hecho pruebas de 
detección y no solo documentar los casos positivos, ya que 
el número de pruebas realizadas es utilizado como indica-
dor del grado de actividad de la vigilancia7. Si analizamos 
el número total de pruebas de laboratorio notificadas por 
el sistema de vigilancia de salud de Honduras, las cuales 
incluían los reportes de laboratorios a nivel público y priva-
do, ya que, a partir del 16 de abril 2020, se incorpora a los 
laboratorios privados en la detección de casos COVID-1916, 
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veremos que fue relativamente bajo en comparación con 
la cantidad de análisis realizados por otros países Centro-
americanos17. Sin embargo, este dato debe considerar va-
rios factores, como la capacidad instalada en cada país o el 
número de profesionales de la salud, siendo que el sistema 
de salud hondureño evidenciaba muchas deficiencias en 
cuanto a infraestructura, personal y tecnología para el aná-
lisis, colapsando en sus principales centros asistenciales y 
generando una mora en la entrega de resultados4,18.  

Por otro lado, la proporción de pruebas positivas nos 
indica la intensidad de la transmisión entre las personas, 
este valor dependerá del número de pruebas realizadas 
diariamente y del número de habitantes en cada país7. La 
información de los resultados evidencia que el número total 
de casos confirmados durante el año 2020 en Honduras es 
bajo, en comparación con otros países centroamericanos, 
superando en número de casos solo a Nicaragua y El Sal-
vador15; en contraste, Honduras fue el tercer país centroa-
mericano con mayor cantidad de muertes confirmadas por 
COVID-19, aún con la baja cantidad de pruebas realizadas, 
siendo superado únicamente por Guatemala y Panamá15. 
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 ocupación de más del 
70%, lo cual aumentó notablemente durante la pandemia19, 
lo que podría explicar el aumento en el número de muertes, 
ya que fue necesaria la creación de múltiples centros de 
triaje en el país, así como el apoyo de centros asistenciales 
privados, para controlar los casos severos.

Figura 2. Reporte diario de COVID-19 del sistema de vigilancia hondureño durante el 2020.

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 situación re-
portada en Honduras, en donde los registros son mucho 
menores20–23, sin embargo, se deben tomar en cuenta las 
diferencias políticas, económicas, culturales presentes en 
cada país, así como las fechas de corte utilizadas en cada 
estudio. Esto es importante ya que la oportuna vigilancia lo-
gra reducir la transmisión, así como la morbilidad y la mor-
talidad relacionadas con la enfermedad. Además, 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 
morir7.

En lo concerniente a la identificación de datos anóma-
los se observó un ajuste cercano en el segundo segmento 
de análisis, esto sugieren que la vigilancia se desempeñó 
mejor durante los primeros meses de pandemia, no obstan-
te, el número de casos y muertes se incrementó gradual-
mente producto de la rápida propagación de la enfermedad, 
y si a esto sumamos la aparición tardía de los síntomas 
posterior al periodo de transmisión, además, que las per-
sonas asintomáticas de igual manera pueden transmitir el 
virus, lo que dificulta aún más la vigilancia24. A su vez, el 
comportamiento del primer dígito no se ajustó a la ley de 
Benford en el cuarto segmento de análisis, el cual corres-
ponde al total de observaciones reportadas durante el año 
2020, por lo que podemos afirmar que, en general los datos 
reportados por el sistema de vigilancia de COVID-19 duran-
te el año 2020 reflejaron datos de mala calidad, lo que se 
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Figura 3. Distribución de primer dígito de casos confirmados de COVID-19.

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

interpreta como un desempeño de notificación no adecua-
do, lo que puede explicarse de acuerdo a lo mencionado 
en el Plan de Respuesta Humanitaria ante el COVID 19 de 
la Organización de las Naciones Unidas (ONU), donde se 
menciona que la pandemia del coronavirus en Honduras 
reveló la baja capacidad de respuesta del Sistema Nacional 
de Salud, demostrando múltiples deficiencias4.

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

la distribución de los primeros dígitos respecto a los nuevos 
casos de COVID-19 en el país, presentan inconsistencias 
con la ley de Benford25–27, situación similar a la encontrada 
en otros países10,11. Por otro lado, países 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 distribución esperada durante 
la pandemia9,10,28–30. La 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, 

Desempeño del sistema de vigilancia COVID-19 en Honduras 2020: Análisis de la ley de Benford
Performance of the COVID-19 surveillance system in Honduras 2020: Benford's law analysis
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estudios sugieren tomar en consideración aspectos como 
el registro de datos fabricados voluntaria o involuntariamen-
te, así como otros errores relacionados con la digitalización 
de los datos31.

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

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

Figura 4. Distribución de primer dígito de muertes confirmadas por COVID-19.

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 podría generar un error no observable en los datos 
utilizados. Lo cual podría solventarse al realizar el análisis 
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para áreas más pequeñas y de esta manera detectar las 
dificultades y así obtener datos de mejor calidad.

Finalmente, la identificación de datos anómalos por me-
dio de la ley de Benford, es una herramienta tecnológica re-
lativamente fácil de implementar, que detecta anomalías 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 característica que está incluida en Centers 
for Disease Directrices de Control y Prevención (CDC)32. Es 
importante mencionar que este es el primer estudio en identi-
ficar datos anómalos reportados en el país durante el primer 
año de pandemia en relación con casos y muertes confirma-
das por lo que nuestros hallazgos pueden ser útiles para la 
vigilancia continua del COVID-19, destacando su potencial 
utilidad como herramienta complementaria en el monitoreo 
de las enfermedades endémicas del país, 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 año 2020 reflejaron 
datos de mala calidad, ya que no se ajustaron a la ley de 
Benford, lo que se interpreta como un desempeño de noti-
ficación no adecuado. Además, los hallazgos evidencian la 
actual necesidad por parte del sistema de vigilancia hondu-
reño, en continuar innovando e investigando, por lo que las 
futuras investigaciones podrían centrase en evaluar nuevas 
herramientas tecnológicas que permitan obtener informa-
ción rápida sobre el desempeño de la notificación de casos, 
siendo esto crucial en el control y prevención de las enfer-
medades.
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Effect of rice flour ultrafine particle size on β-glucanase inactivation by 
microwave treatments and pasting properties in treated flours
Caleb S. Calix-Rivera1,2, Sandra Pérez-Quirce2 and Felicidad Ronda2*

Abstract: The main problem in developing gluten-free products enriched with β-glucans (BG) is the hydrolysis they suffer 
due to the endogenous β-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 β-glucanase. Therefore, this study aimed to inactivate the β-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 β-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 β-glucanase inactivation. The 
effect of flour particle size did not show a significant (p> 0.05) difference on the efficiency of β-glucanase inactivation.

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

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

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 weight6. The husk is removed 
mechanically to obtain white rice grain and rice bran2. This 
brand is a natural source of protein (14-16%), fat (12-23%), 
crude fiber (8-10%), carbohydrates (CHO'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 peroxidases16. These 
endogenous enzymes in rice, others can also be found, 
such as: polyphenol oxidases, amylases, catalases, β-glu-
canases, etc. Most endogenous rice enzymes are found 
in both the bran and the germ. The (1-3) (1-4) β-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 rye10 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 function7. The potential beneficial 
physiological activities of β-glucans are attributed to their 
ability to increase intestinal contents' viscosity and thereby 
modify the absorption rates of nutrients and bile acids31.

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 gluten5. 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) diet20.

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 minerals28. Therefore, one of the challenges of the 
agri-food industry is an improvement in the quality of GF 
bakery products4,18,21. With a mild flavor, white color, better 
digestibility, hypoallergenic properties and the presence of 
easily digestible carbohydrates22. GF products usually have 
low amounts of fiber, both soluble and insoluble. Their die-
tary fiber enrichment seems necessary for their nutritional 
improvement21. 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 β-gluca-
nases18-21. 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) β-glucanases. To avoid the degradation of beta-glu-
cans, several solutions have been investigated and propo-
sed the inactivation of (1-3) (1-4) β-glucanases enzymes11,18. 
One method of enzyme inactivation studied is by applying 
microwave energy8,9,13,17,18,33. Microwave heating is based 
on transforming the alternating energy of the magnetic field 
into thermal energy because it affects polar and ionizable 
molecules of matter3,15,27. Is 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 effects9,17. Mechanical rice flour 
grinding, characterized by the reduction of particle size, sig-
nificantly influences the structure and several properties of 
rice flour19. It could therefore be a factor influencing enzy-
me inactivation. This study aims to experimentally test the 
inactivation of β-glucanase using microwave energy (MW) 
by checking the effect of flour particle size to try to preserve 
both the content and molecular weight of β-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 µm; <1%, 150-90 µm; 5-15%, <90µm; 
>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 β-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 44-191, 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, MI, 
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.
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Table 1. Microwave conditions and ID of treated samples 
used in the study.

β-glucanase activity
The β-glucanase activity of each MW-treated sample 

was evaluated by employing a viscosity decrease index. 
Endogenous β-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 ɳsp = (ɳ-ɳo)/ɳo, where 
ɳsp is the specific viscosity, and ɳo is the viscosity of water, 
according to the method used in previous work11-18. The me-
thod was based on mixing a flour extract added to a dilute 
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solution of β-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 β-glucan solution 
(0.1% w/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 (UBBEL04NC, 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 β-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 β-glucanase activi-
ty. This activity was expressed as the decrease in specific 
viscosity per hour of the pure β-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 β-Glucan traces. 
The β-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=A0 exp (-k.t), where A is the β-glucanase ac-
tivity, t is the microwave treatment time, A0 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

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

Specific viscosity decreases in the treated samples and 
β-glucanase activity are presented in Figure 1 and Table 
2. The β-glucanase is the enzyme responsible for produ-
cing the hydrolysis of β-glucan molecules, reducing their 
molecular weight and thus their viscosity. the β-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 β-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 β-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 β-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 β-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 β-glucanase activity at different par-

ticle sizes is presented in Figure 2. The decrease in β-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 β-glucanase inactivation in microwave-
treated rice flours

To predict the behavior of β-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 β-glucanase activity, which 

depends on the MW treatment time, t (min), and the flour 
moisture, M (%). Ao, ko 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 β-glucanase activity of the 
untreated flour (t = 0). Ko 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-

Effect of rice flour ultrafine particle size on β-glucanase inactivation by microwave treatments and pasting properties in treated flours
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Table 2. Pasting properties and β-glucanase activities of the studied flours. 
PT = Pasting Temperature. PV = Peak Viscosity. TV = Trough Viscosity. BV = Breakdown Viscosity.  FV = Final Viscosity. 
SV = Setback. The β-glucanase activity was calculated from the slope of the straight line according to the viscosity de-
crease per hour of the β-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 R2 of this regression was 
0.9877, whereby the equation predicted with high accuracy 
the variation of β-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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structural changes when subjected to microwave energy23. 
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 medium31, 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.

Figure 1. Plots of specific viscosity decrease versus time at different moisture contents. (13% (a), 16% (b), 19% (c) and 
25% (d)).

Effect of rice flour ultrafine particle size on β-glucanase inactivation by microwave treatments and pasting properties in treated flours
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Discussion

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

As observed in section 3.1, the control flour obtained a 
higher β-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 β-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 

Figure 2. Comparison of β-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).
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translates into heat generation25. 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 β-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%>150μm, 150 μm>63.2%>100μm, 
30.8%< 100μm) of the commercial denomination "NPU", 
concerning the one used in the current investigation with 
fine particle distribution (1%<150 μm, 150 μm >5-15%>90 

μm, 90μm >84%>0μm) 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 

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.

Effect of rice flour ultrafine particle size on β-glucanase inactivation by microwave treatments and pasting properties in treated flours
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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 β-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 β-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 important14. 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 

β-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 
β-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 β-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 β-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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Coffee's carbohydrates. A critical review of scientific literature
Ostilio R. Portillo* and Ana C. Arévalo

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.

REVIEW / ARTÍCULO DE REVISIÓN

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)1-4. Additionally, the bean carbohydrates are 
responsible for approximately 29% of the high molecular 
weight material in the coffee beverage5. 

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)]1,3,6-8.

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 weight8,14,20,21.

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, H2SO4, HCl), 2,9,23 or alkaline treatments (eg, NaOH, 
KOH)23.

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, respectively14.

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, respectively22,25. However, the sucrose 
concentration increases by 5-12% 10,24,26 and is used as 
a precursor for synthesizing lipids and proteins26. 

In C. arabica, the biosynthesis and accumulation of su-
crose takes place in the grain endosperm and perisperm25, 
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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)26.

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 anthesis26.

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 programs27. However, sucrose 
concentrations are always higher in C. arabica than in C. 
canephora18,22,26,28; 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)8,29 al-
though other authors have reported 7.3-11.4%14,25,30,31 and 

4-5%, respectively25,31.
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-
tion22,26.

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-
rides32.

In contrast, as the grain reaches maturity, galactoman-
nans prevail, but their number of lateral branches is redu-
ced2,32. 

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 GMGT1 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 monomers19,32.

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

Ostilio R. Portillo and Ana C. Arévalo
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Table 1. Raw coffee bean's carbohydrate content (%). 
* Percentages calculated based on a dry matter basis.
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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to the main polymer axis is determined by a third enzyme 
called α-galactosidase32, 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 low19.

On the other hand, an analysis of the raw coffee bean's 
polysaccharides content and structure suggests there is a 
50% mannans and galactomannans2,5,19, 22% arabinogalac-
tans, and 20% cellulose2. However, despite the similarities 
be-tween C. arabica and C. canephora regarding polysac-
charide composition, Robusta varieties have approximately 
3% more arabinogalactans than Arabica varieties22.

Finally, there is evidence suggesting the presence of 
enzymes associated with starch biosynthesis during the 
early stages of seed development14, indicating a brief starch 
accumulation followed by its metabolism (catabolism). 
This would explain the absence of starch in the raw coffee 
bean2,16,34, 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. canephora7,12,19; Additionally, it 
also constitutes ~ 20% of the polysaccharide composition of 
the raw coffee bean; and ~18% of the roasted one35.

Cellulose is a polymer with a rigid and linear structure 
(that is, without branches) made up of glucose units linked 
through β-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 
enzymes36. 

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 β-type glycosidic bonds37. 
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) regions23,36, which impart rigidity and softness to 
the molecule, respectively38. 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 beverage8,34,39,40.

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 heat40. 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 galactomannans32.

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 β(1→4), but with substitutions of α-D-galactose 
or L-arabinose in the sixth position5,8,11,16,39,41 located in the 
main axis approximately every 100 monomers8,17,18. Althou-
gh substitutions of acetyl groups are also observed in the 
2nd, 3rd and 5th position (Figure 4)13,34. 

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-

Coffee's carbohydrates. A critical review of scientific literature

Figure 1. Sucrose biosynthesis in coffee. Adapted from Cheng et al.26. 
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.



4

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) positions5,32,35,41 and to a lesser extent, doubly acetylated 
and contiguous acetylated monomers32,41. Likewise, 27% of 
hot-water extracted mannans from roasted coffee samples 
are acetylated, doubly acetylated, or have contiguous ace-

tylated monomers41.
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 roasted32 , 
suggesting a modification in the chemical composition of 
the polymer.

Likewise, in raw coffee beans it has been possible to 

Table 2. Sucrose content in several species of the genus Coffea. 
* Contents are calculated based on dry matter. Adapted from Campa et al.27.

Figure 2. Raw coffee bean's sucrose content was calculated via HPLC (A) & Biosensors (B). 
Adapted from Stredansky et al.33.

Ostilio R. Portillo and Ana C. Arévalo
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verify (through the analysis of glycosidic bonds, enzyma-
tic and chromatographic analyses) the presence of glucose 
monomers incorporated into the galactomannans main axis 
through β(1→4) bonds (Figure 4)32. Interestingly, the evi-
dence suggests that in roasted coffee beans, glucose mole-
cules are located only at the reducing end of the polymer32, 
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. canephora7,12,18,32,43, 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-
cies13,44,45.

Likewise, galactomannans are storage carbohydrates 
that represent ~ 48% of the high molecular weight polysac-
charides present in the roasted coffee bean8,35 and their 
concentration in the coffee cup is even higher (68-70%)5,13,41 

due to their water solubility1. It should be noted that wa-
ter-soluble galactomannans added to type II arabinogalac-
tans, which are also water-soluble, represent the majority of 
the polysaccharides in the coffee beverage35 and together 
constitute between 15-25% of the dry matter present in the 
infusion1.

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-
nans40.

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 roasting5,39.

Additionally, the galactomannans concentration in the 
cup of coffee is also conditioned by the species involved. 
For instance, according to Simoes et al.5 "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.32 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 roasting8,32.

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-

Figure 3. Cellulose molecule diagram.

Figure 4. Coffee galactomannans. Adapted from Oliveira Petkowicz42 (A) & Moreira et al.11 (B).

Coffee's carbohydrates. A critical review of scientific literature
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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 α(1→6) type 
glycosidic linkages19.

Experiences reported by Fischer et al.16 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 
extracts32.

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 bean7,8,19 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 II arabinogalac-
tans35.

Generally, arabinogalactans, especially type II arabino-
galactans, are found covalently bound to proteins forming 
AGs-protein complexes4,11,17,34,45,46 which have an average 
molecular weight of ~ 600 kDa within a range that varies 
from 150 to 2000 kDa12,46.

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 branches34,46.

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 β(1→3) bonds with lateral branches 
in the sixth position linked through β(1→6) bonds (Figure 
5)4,11,16,39,48. It is in the lateral branches where the monomers 
of D-galactose or L-arabinose are located16,39,48,49.

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 β(1→6) 
bonds with short side chains of L-arabinose linked to the 
main axis through α(1→3) bonds.17,32 However, the L-ara-
binose monomers are linked to each other through α(1→5) 
bonds (Figure 5)32.

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 acid40, and the 
latter one can constitute up to 8% of the monomers present 
in the structure47.

Experiences reported by Fischer et al.16, 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 found34.

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 grain34,47,50.

They have a tripartite composition: the AGs (the ma-
jority and carbohydrate fraction); the protein fraction that 
constitutes 0.5-2.0%4,7,13 and the glucuronic acids incorpo-
rated as terminal monomers linked to the side chains of the 
AGs4,13 which represent the remaining 6-10%4,12,46.

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 monomers4,50. 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 monomers50.

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-
ting50. 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 
activity50.

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.5 "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.32, 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-
sition35; While the artificially acetylated show the new acetyl 
groups incorporated into the side branches of the polymer.

Additionally, the evidence reported by Simões et al.35 

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-

Ostilio R. Portillo and Ana C. Arévalo
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Figure 5. Coffee's arabinogalactans. Adapted from (A) Oliveira Petkowicz42 & (B) Moreira et al.11.

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 
acetylated35.

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 roasting5,8,32,34 thus reducing their molecular weight as a 
result of their depolymerization, fragmenting them into sma-
ller molecules, which increases their water solubility3,20,21,32 

Coffee's carbohydrates. A critical review of scientific literature
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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.32 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%, respectively32.

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 -Arabinose32.

According to Moreira et al.32, 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)32 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-
tion15,32 and viscosity5,13,15,17 which is perceived in the mouth 
as a creamy sensation5,21. This characteristic is known as 
the body of the drink17,21. 

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-
pounds15,17. 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 polysaccharides16,52.

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 technique39,53 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.51.
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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 reported35,39,49.

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-
charides16,35,50,53.

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 performed50, which reveals the identity 
of the neutral sugars present in the purified fractions.

The hydrolysis of neutral sugars is carried out with 
H2SO4 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 
derivatives41,49,50,53,54.

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 chromatography39,41 and subsequent 
GC quantification16,35,49,50.

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 weight16,53,54.

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 techniques50,53. 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 sequences50.

Most of the consulted literature reference is made to 
the study published by Oosterveld et al.55, 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 fiber6,15,30,32, which reaches concentrations 
ranging between 0.14-0.65 g 100 ml-1 or 0.47-0.75 g 100 
ml-1 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 method6,32.

On the other hand, by not being absorbed through the 
intestinal wall (duodenum), dietary fiber manages to reach 

the colon, where mono-mannans and oligo-mannans are 
converted into short-chain fatty acids32,34; In addition, die-
tary fiber also contributes to the maintenance of beneficial 
microorganisms in the colon, such as bifidobacteria15,32,56.

However, the digestion of type II 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 α(1→5) bonds32. 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 be57. 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 bean33,57, which is responsible for more than 90% of 
the oligosaccharides present in it3. However, according to 
Privat et al.25 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 flavor21,26,28.

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.

Coffee's carbohydrates. A critical review of scientific literature
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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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Introducción
La inocuidad de los alimentos según la Organización 

de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricul-
tura (FAO) “tiene un papel fundamental para garantizar ali-
mentos seguros en cada etapa de la cadena alimentaria”1, 
es así que en el período de procesamiento o transforma-
ción de los alimentos, es necesario el uso intencional de 
aditivos alimentarios para la conservación y prolongación 
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 carácter de 
juicio su riesgo-beneficio, pero es indiscutible y, hasta cierto 
punto, innegociable.

En este sentido, para el año 2015, la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) recomendó el “no uso” de estos 
compuestos debido a los factores de riesgo que demues-
tran la relación entre el consumo de carne procesada aso-
ciada a la generación de infecciones gastrointestinales y el 
riesgo de padecer cáncer2. Entre algunos de estos aditivos 
podríamos mencionar los nitritos.

Los nitritos son aditivos que se emplean como conser-
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Concentración de nitritos en mortadela industrial producida en Honduras 
y distribuida en Tegucigalpa
Nitrite concentration in industrial mortadella produced in Honduras and distributed in Tegucigalpa

Nilda Barahona1, Maylin Alvarado2, Clara Núñez3, Ana Riera1

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 concentración 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 hondureñas productoras de embutidos para un total de 48 muestras. La recolección 
de información fue mediante el Instrumento para la recolección de información-cuestionario y el método analítico de la 
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, por sus siglas en inglés) 973.31 ambos aplicado a cada muestra. 
La cuantificación de nitrito obtenida en comparación con los criterios del Reglamento Técnico Centroamericano y la 
norma general del Codex oscila entre una concentración mínima y máxima 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) según la regulación nacional 
mientras que en un 56.25% (27) según el Codex (nivel máximo 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.
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vantes en productos cárnicos curados. Los más utilizados 
son nitrito potásico (KNO2), nitrito sódico (NaNO2), nitrato 
sódico (NaNO3) y nitrato potásico (KNO3). Sus funciones 
en los productos curados son el desarrollo del aroma y del 
sabor, el desarrollo y estabilización del color y, sobre todo 
su efecto antimicrobiano, específicamente 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 parálisis3.

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 máximas 
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 último es para fortalecer los 
mecanismos de control alimentario de todos aquellos paí-
ses que estimen adoptar dichas recomendaciones4. Mien-
tras que a nivel nacional (en Honduras) se contempla 130 
mg/kg de producto5.

Actualmente, a nivel nacional, se dispone de poca in-
formación 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 NaNO2 utilizados 
como sustancias conservadoras en la mortadela que se 
distribuyó en 6 empresas hondureñas productoras de em-
butidos en Tegucigalpa, Honduras.

Materiales y métodos 

Diseño
Este estudio tuvo un enfoque cuantitativo, descriptivo 

y no experimental. Se realizó en los productos procesa-
dos como la mortadela elaborada y distribuida en Teguci-
galpa, Honduras durante un corte transversal de agosto 
a diciembre del año 2019. La información cuantitativa se 
recolectó utilizando el Instrumento para la recolección de 
información-cuestionario el cual se obtuvo como resultado 
de la matriz de operacionalización de variables del estudio, 
en dos momentos diferentes, en el primer momento se re-
colectó marca del embutido, código de la muestra, fecha 
de elaboración, fecha de vencimiento, lote de la muestra 
y concentración de nitritos que reporta el empaque, y en 
el segundo momento obtuvimos la siguiente información: 
peso y absorbancia de la muestra a partir de la aplicación 
de la metodología analítica AOAC: Método oficial colorimé-
trico para la detección de nitritos en carne curada 973.316,7.

A cada lote se le asignó un código de identificación 
descrito mediante cinco caracteres definidos de la siguiente 
forma, por ejemplo: M1L1a, siendo:

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

A cada muestra se le aplicó la metodología analítica 
preparada bajo las siguientes condiciones:

Reactivos
Reactivo NED: Disolver 200 g de NED (N- (1-naftil) eti-

lendiamina - 2HCI) en 150 mL de ácido acético al 15% (v/v). 
Filtrar si es necesario, colocar en un frasco ámbar de vidrio 
y tapar. 2. Reactivo de sulfanilamida (SFA): Disolver 500 
mg de sulfanilamida en 150 mL de ácido acético al 15%, 
(v/v). Filtrar, si es necesario, colocar en un frasco ámbar de 
vidrio y tapar.

Soluciones estándar de nitrito
a. Solución madre 1000 ppm (ug/mL) NaNO2: Disuelva 

1,000 mg de NaNO2 en H2O, llevar a volumen de 1000 mL 
con agua destilada. b. Solución intermedia 100 ug/mL de 
NaNO2: Diluir 100 mL de solución madre en 1000 mL de 
agua destilada, y c. Solución de trabajo1 ug/mL de NaNO2: 
Diluir 10 mL de solución intermedia en 1000 mL de agua 
destilada.

Test de contaminación del papel filtro
Se probó la contaminación 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. Añadir 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.

Determinación y preparación de la curva estándar (ver 
sección intervenciones)

Población y muestral
El muestreo fue no probabilista e intencionada. De los 

productos embutidos, se seleccionó la mortadela, que se 
considera uno de los treinta productos de la canasta básica 
hondureña más consumido y accesible económicamente8. 
Las muestras de mortadela se obtuvieron de seis empre-
sas hondureñas 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 desarrolló en el aula-laboratorio 413 y 

el laboratorio de investigación científica Dra. Elvira Caste-
jón de David de la Facultad de Ciencias Químicas y Far-
macia (FCQF) ubicada en el edificio I1de la Universidad 
Nacional Autónoma de Honduras (UNAH).

Intervenciones
El Método oficial colorimétrico para la detección de ni-

tritos en carne curada 973.316 es la metodología oficial utili-
zada por el RTCA, para la determinación de los miligramos 
de nitritos presentes en las muestras de mortadela, siendo 
esta la normativa nacional.

Determinación de la concentración de NaNO2

Se pesaron 5,000 mg de muestra en una balanza ana-
lítica OHAUS® (MéxicoD.F, México), finamente triturada y 
bien mezclada se colocó en un beaker de capacidad de 50 
mL. Se añadieron 40 mL de agua destilada previamente ca-
lentada a 80 °C en una estufa Sibron ThermolyneTM Mas-
sachusetts, Estados Unidos), se homogenizó bien con la 
ayuda de una varilla de vidrio, se cuidó de deshacer todos 
los trozos. Luego, se transfirió 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 agregó suficiente agua caliente para llevar a un vo-
lumen aprox. de 300 mL, transfiriendo el matraz a un baño 
de vapor donde se dejó reposar 2 horas agitando ocasio-
nalmente. Luego se enfrió a temperatura ambiente y se 
llevó a volumen con agua destilada. La solución se filtró 
a través de papel filtro Waltman Fisher Scientific (Massa-
chusetts, Estados Unidos) y se tomó una alícuota con una 
pipeta de 25 mL que contenía aproximadamente de 0.005-
0.05 mg de NaNO2 y se colocó en un matraz volumétrico de 
50 mL. Posteriormente se le añadieron 2,5 mL de reactivo 
de SFA, se mezcló, y después de 5 minutos se agregaron 
2,5 mL de reactivo NED, se mezcló nuevamente, y se llevó 
a volumen, se esperó 15 minutos a que el color se desarro-
llara. Se transfirió una porción de esta solución a la celda 
fotométrica y se determinó a 540 nm contra un blanco en un 
colorímetro Spectronic 200 Thermo Ficher Scientific (Mas-
sachusetts, Estados Unidos). Finalmente se determinó el 
nitrito presente por comparación con una curva estándar.

Preparación de la curva estándar
Se pesaron 500 mg NaNO2 Sigma-Aldrich (San Luis, 

Misuri, Estados Unidos) y se disolvieron en 500 mL de agua 
destilada libre de nitrito (solución madre), de esta solución 
se tomaron 100 mL y se llevaron a volumen de 1000 mL 
(solución intermedia). Por último, se tomaron 10 mL de la 
solución intermedia y se llevaron a 1000 mL (solución de 
trabajo) Posteriormente se transfirieron alícuotas de 10, 20, 
30 y 40 mL de solución estándar de trabajo a 4 matraces 
volumétricos de 50 mL. A cada alícuota se le agregó 2,5 mL 
de reactivo de SFA, se mezcló, después de 5 minutos se 
agregaron 2,5 mL de reactivo NED, se mezcló nuevamen-
te, y se llevaron a volumen, luego se dejó reposar por 15 
minutos para que se desarrollara el color. Se transfirió una 
porción de esta solución a la celda fotométrica y se determi-
nó a 540 nm contra un blanco (mezcla de reactivo de NED, 
reactivo de SFA y agua) en un colorímetro Spectronic 200 
Thermo Ficher Scientific (Massachusetts, Estados Unidos).

Análisis Estadístico
El análisis de las mediciones obtenidas se realizó me-

diante el uso de métodos utilizando el programa Microsoft 
Excel versión 2013.

Resultados
Con respecto a los embutidos, no se observaron cam-

bios de color y olor significativos en relación con la pre-
sencia de nitritos (como en los casos donde se presentan 
quemaduras por nitritos). Esto se debió a que el almacena-
miento se realizó bajo condiciones de mercado para con-
sumo.

Los resultados de los ensayos espectrofotométricos 
para la determinación 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 distribución porcentual 
en cuartiles.

La concentración máxima encontrada de NaNO2 fue 
de 106.42 mg/kg que correspondió a la muestra codificada 
como M5L3b la cual sobrepasa la concentración permitida 
por el Codex, pero no la del RTCA5 que es la normativa 
nacional de referencia. 

En la Fig. 1, se representa la concentración de las 48 
muestras analizadas que se encontraron por debajo del lí-
mite máximo (130 mg/kg) establecido en el RTCA5, mien-
tras que 27 están por debajo de límite máximo (80 mg/kg) 
establecido en la GSFA,Codex STAN 192-19954. 

Para una representación más 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% mostró una concentra-
ción cercana a el límite máximo de los 130 ppm establecido 
en el RTCA5.

Fig. 2 Distribución porcentual de la Concentración de 
NaNO2 encontrada en mortadela según RTCA5 (Fuente: 
elaboración 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 límite establecido por el Codex, re-
presentado en la Fig. 3.

Discusión
La presencia de concentraciones elevadas de nitritos 

se ha visto asociada a distintos problemas de salud en los 
consumidores, entre ellos, quizás el más importante, es la 
formación de nitrosaminas, productos con acción cancerí-
gena demostrada pero que no se forman de manera auto-
mática en cualquier circunstancia, ya que necesitan con-
diciones potenciadoras, por ejemplo un pH ácido, calor y 
consumo prolongado, esto hace que se presenten efectos a 
través de mecanismos indirectos que puedan llevar a efec-
tos tóxicos como consecuencia a la reactividad del óxido 
nitroso que se produce durante el proceso de curado9,10.

La Dosis Máxima de Uso de un aditivo es la concen-
tración más alta que puede ser utilizada por la industria 
alimentaria, establecida por la comisión del Codex Alimen-
tarius. Dentro de este límite de concentración se conside-
rará que su uso es funcionalmente eficaz en un alimento o 
categoría de alimentos para conservar su inocuidad. Por lo 
general se expresa como miligramo de aditivo por kilogra-
mo de alimento4,5.

A nivel centroamericano, las concentraciones de NaNO2 
aceptables, presente en los embutidos, se especifican a un 
nivel máximo de 130 mg/kg establecido en la normativa del 
RTCA5 el cual es una adaptación de la norma Codex STAN 
192-19954. Al comparar los resultados de este estudio, se 
evidencia que el 100% (48) de las muestras no representan 
un riesgo sanitario según la normativa nacional y por ende 
en la Centroamericana, mientras que un 56.25% (27) no 
cumpliría lo establecido según normativa del Codex4.

El promedio de concentración de NaNO2 encontrado 
en este estudio fue de 76.32± 15.41 mg/kg, lo que concuer-
da con el estudio de Payés11 y Sanchéz-Gutiérrez et al.12, 
en el cual realizó una evaluación 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 NaNO2 en todas las muestras no 
representó un riesgo para el consumidor por no sobrepasar 
el límite máximo permitido.

En relación 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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Figura 1. Representación de la concentración de NaNO2 presente en las muestras en relación con los límites establecidos 
en la normativa del RTCA5 y GSFA, Codex STAN 192-19954.

Tabla 1. Resultados de la valoración pro-
medio de las concentraciones de NaNO2 
presente en las muestras de mortadela 
industrial producida en Honduras y distri-
buida en Tegucigalpa en el año 2019.
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da de 80 mg/kg, lo que concuerda con los resultados obte-
nidos por López-Flores y col.13, reflejando que en nuestro 
país las empresas productoras utilizan concentraciones de 
nitritos por encima del valor recomendado.

Por otro lado, de acuerdo con el estudio realizado 
por Fernández Álvarez& Hierro Paredes14, los nitritos son 
sustancias con acción antimicrobiana, fundamentalmen-
te frente a bacterias anaerobias, específicamente a una 
concentración de 50 a 100 mg por kg de producto. Dato 
que concuerda con el 89.58% (43) de las muestras de este 
estudio, probablemente logra alcanzar el efecto antimicro-
biano esperado. El 10.42% (5) mostró una concentración 
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 inhibición de bacterias  anaerobias, 
lo que podría incidir en posibles factores de riesgo como 
formación de compuestos nitrogenados, metahemoglobi-
nemia y formación de nitrosaminas promotoras de efectos 
cancerígenos que elevan el riesgo de incidencia de cáncer 
colorrectal, cáncer de páncreas, cáncer de próstata y cán-
cer gástrico15,16.

Es importante resaltar que las 6 muestras (2.88%) (de 
la marca M6 de los lotes L1 y L2) que presentan la menor 
concentración de nitritos probablemente no deberían con-
siderarse la mejor opción para consumo ya que esto podría 
representar que dichas muestras contienen una menor can-
tidad de carne y un mayor contenido de otros compuestos 
no proteicos17.

Conclusiones
De todas las muestras analizadas en este estudio, el 

100% (48) presentaron una concentración de NaNO2 dentro 
de los parámetros establecidos por el RTCA y un 56.25% 
(27) según el Codex. No obstante, un 10.42% de las mues-
tras presentó una concentración por debajo de los 50 mg/
kg de mortadela lo que podría 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 información referente al 
contenido de NaNO2 presente en el producto. Esta acción 
dará confianza al consumidor sobre la calidad del producto 
y así disminuirá 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 número de muestras.
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Molecular characterization of endophytic fungi from pine (Pinus oocarpa) 
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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 Paraíso 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 
ecosystems1,2. 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 regions3. 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 material4,5.

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 plant6,7. 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 agents6. Most of the endophytic fungi belong to the 
Ascomycota phylum; however, some genera belonging to 

the Glomeromycota, Basidiomycota and Zygomycota phyla 
have also been reported6,8. Endophytic fungi are associa-
ted with plants as saprophytes, mutualists, or parasites7,9,10, 
although these fungi are generally found in host tissue as 
mutualists9. 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 microorganisms7.

Endophytic fungi have been recognized as possible di-
sease-causing agents in conifers, mainly in pines11-13. Hon-
duras has an estimated forest cover of 6,314,815 hectares, 
of which 1,951,978 hectares (30.91%) are pine forests14 

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-
nii15. 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 

Schltdl) from the department of El Paraíso 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.7. 
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 25ºC 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)16. All cultures were 
incubated for two days at 26ºC. Subsequently, the mycelium 
mats were recovered and subjected to a protocol based on 
organic solvents. Briefly, the mycelium was resuspended 
in 500 µl of lysis buffer composed of 10 mM Tris, pH 8; 1 
mM EDTA, pH 8; and 100 mM NaCl. This suspension was 
heated to 100ºC 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 μL 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 

removed, and the sediment was subsequently washed with 
70% ethanol. The dried pellet was resuspended in 50 μL 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/μL 
and stored to −20ºC 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 fungi17. 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 fungi8,9,17,18.

PCR amplifications were carried out under the fo-
llowing conditions in a 50 μL volume: 25 μL of PCR Mas-
ter Mix (Promega Corp. Madison, WI, USA), 1 μL of 10 
μM ITS1 and ITS4 primers 5’-TCCGTAGGTGAACCTGC-
GG-3’/5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC3', and 1 μL of DNA 
(40 ng/ μL). Reactions were carried out with an initial dena-
turation step at 95ºC for 5 min, 37 cycles of 95ºC for 30 s, 
55ºC for 30 s, and 72ºC for 30 s, with a final extension at 
72ºC 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.

Bryan Ortiz, Lourdes Enríquez, Karla Mejía, Yensi Yanez, Yuliana Sorto, Sayda Guzman Kateryn Aguilar, Gustavo Fontecha
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Figure 1. (A) Pine 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 plants6,8,19. 
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-
tris19, 20. 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 
Sweden24, 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 respectively25-27. 
The Sordariomycetes class was the second in frequency 
in Spain, South Korea and the USA19, 26, 27, while in a study 
carried out in Germany, fungi of the class Sordariomycetes 
were found in 31% of all isolates20. 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 studies21,22. 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 others13. The presence of Pestalotiopsis spp. 
in pines has been reported in Iraq, Spain, Portugal, China, 
USA, Slovakia and some other European countries13, 28-32, 
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. it is 
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 trees33, 
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. circinatum34. 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 China19,35. 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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Introducción
Un pueblo indígena y afrodescendiente es un grupo 

humano unido por una lengua común, un territorio ances-
tral, valores y tradiciones, una cultura propia, un espacio 
territorial colectivo y sus miembros se autoidentifican como 
pertenecientes a su pueblo1. La comunidad Garífuna, es un 
pueblo afro-indígena y uno de los pueblos históricamente 
excluidos y más empobrecidos de Honduras y; en conse-
cuencia, con un acceso más restringido a los servicios de 
salud que el resto de la población y se encuentran ubicados 

mayoritariamente en el área rural de la zona Norte del país. 
Para la Organización Panamericana de la Salud (OPS), la 
cultura del pueblo Garífuna 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-
rácter multilingüe, multiétnico y multicultural de la población 
de la Región. Su economía es de subsistencia, concentra-
da en la pesca, la producción agrícola y la comercialización 
del ereba (casabe) en los mercados locales. Sin embargo, 
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Desintoxicación de la yuca y preparación de ereba: aporte en el fortalecimiento 
de la seguridad alimentaria del pueblo Garífuna en Honduras
Cassava detoxification and ereba preparation: contribution to strengthening the food security 
and sovereignty of the Garífuna people in Honduras

Jhunior Marcía1,2*, Manuel Álvarez Gil2, Laura Flores Varela3, Carlos M. Henríquez3, Lilian Sosa4, Sergio Fernández Perez1 y Santiago J. Ruíz5

Resumen: Desde la cosmovisión de la antropología alimentaria, al estudiar los orígenes de los pueblos, se asume 
metafóricamente que los latinoamericanos “somos hombres de maíz y de yuca”; la comunidad Garífuna de Honduras es 
la principal consumidora de yuca y derivados como el ereba (casabe) y sobresale en la técnica gastronómica ancestral 
para su elaboración, lo que promueve la soberanía 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 alimentación. Este 
artículo tiene por objetivo realizar como academia, una alerta a la comunidad Garífuna hondureña sobre el consumo de 
la yuca y el casabe para ayudar a garantizar la seguridad y la soberanía alimentaria de esta población desprotegida y 
pobre de Honduras, mediante una revisión bibliográfica exhaustiva, contribuyendo así 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 intoxicación 
respecto a su consumo y los métodos de detoxificación ancestral utilizada para hacer casabe.

Palabras clave: Compuestos Cianogénicos, Comunidad Garífuna, Toxicidad, Detoxificación.

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 Garífuna 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 Garífuna 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, Garífuna Community, Toxicity, Detoxification.



2

el acceso a la pesca y la agricultura se ha reducido signifi-
cativamente, debido a que empresas extranjeras y naciona-
les han invadido sus zonas2.No obstante, actualmente exis-
te un Proyecto denominado: Fortalecimiento de los medios 
de vida de las familias en el Territorio Focal Garífuna de 
Honduras, el cual está motivado en la serie de problemáti-
cas identificadas en esas localidades alrededor de medios 
de vida-género y cultura, manejo sostenible de ambiente y 
recursos naturales, afirmación 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 municipal3.

La alimentación de las poblaciones empobrecidas ge-
neralmente depende de dietas monótonas derivadas de 
alimentos obtenidos de cultivos menos complejos y adapta-
bles al medio en el que estás comunidades se encuentran 
enclavadas. El pueblo Garífuna 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 último en la técnica gastronómica 
ancestral por su proceso de elaboración, lo que promueve 
a la soberanía alimentaria4.

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

El ereba (casabe) Garífuna tiene sus orígenes en los 
países caribeños y formó parte de la gastronomía de los 
indios Arawakos5. En Honduras, este alimento es elabo-
rado por los Garífunas a partir de las raíces de la yuca, 
fundamentalmente de la variedad Ceiba (amarga). Es un 
alimento rico en hidratos de carbono y aporte calórico, bajo 
en proteínas y minerales; su elaboración comprende varios 

procesos como son: rallado, filtrado, fermentado y deshi-
dratado4. Asimismo, el ereba puede contener bajos niveles 
de cianuro en su composición, por lo que es necesario con-
trolar las operaciones del proceso para la correcta elimina-
ción de sustancias toxicas y favorecer su inocuidad6.

La Agenda 2030 aprobada por la Organización 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 alimentación; por ejemplo: po-
ner fin al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la me-
jora de la nutrición, garantizar una vida sana y promover el 
bienestar de todos; entre otras7-9. Las universidades como 
instituciones sociales, además de la formación académica 
y educativa de sus estudiantes, tienen el compromiso de 
contribuir a afrontar estos retos anteriormente planteados, 
mediante la investigación, la innovación y la transferencia 
de conocimiento10.

En el ámbito legislativo, Honduras posee la Ley Marco 
de Seguridad Alimentaria y Nutricional, publicada en el año 
2017, la que establece el ámbito 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 población hondureña, con prioridad a 
los grupos más vulnerables10,11.

El pueblo Garífuna desde tiempos antiguos conoce la 
agronomía, preparación y extracción de la yuca (Manihot 
esculenta Crantz). Sin embargo, es importante por medio 
de este tipo de estudios de revisión tener datos o análi-
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 garífu-
na. Además, resaltar la importancia de ofrecer por medio 
de esta literatura, mejores conocimientos y alternativas de 
aprovechamiento de este cultivo.

Jhunior Marcía, Manuel Álvarez Gil, Laura Flores Varela, Carlos M. Henríquez, Lilian Sosa, Sergio Fernández Perez y Santiago J. Ruíz
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Figura 1. Fórmulas estructurales de los glucósidos cianogénicos presentes en la yuca A. Linamarina y B. Lotaustralina15.

Figura 2. Producción de ácido cianhídrico a partir de la linamarina presente en la yuca16.
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Materiales y métodos 
La información se recolectó in situ a partir de entrevis-

tas con lideres comunales, matriarcas y patriarcas de las 
comunidades garifunas de Ciriboya, Cusuna, Sangrelaya, 
Punta Piedra, Limón e Iriona, todas estas comunidades del 
Departamento de Colón, Honduras, ubicado en la zona nor-
te del país. En cuanto a la busqueda bibliográfica, se revisó 
material de la FAO, OPS, OMS para obtener información 
de Honduras. En cuanto a las otras referencias citadas nos 
ayudamos con los buscadores: google académico, Web Of 
Science, Scopus y Researchgate.

Resultados y discusión
Las plantas tienen varias condiciones benéficas para la 

humanidad; una de ellas, es su aporte medicinal, debido a 
la presencia de fitoquímicos y antioxidantes12. Sin embargo, 
Algunos vegetales consumidos en la alimentación humana 
y animal presentan un mecanismo de defensa contra de-
predadores, manifestándose en la síntesis de sustancias 
potencialmente tóxicas, llamadas glucósidos. Los glucósi-
dos están compuestos por un glúcido o azúcar, además es-
tán constituidos por una sustancia llamada genina, aglucón 
o aglicona, la que puede ser un ácido, alcohol u otro com-
puesto orgánico, siendo la genina la parte más activa de la 
especie química, la que para liberarse y ejercer su efecto 
fisiológico requiere de una reacción de hidrolisis catalizada 
por una enzima. Los glucósidos se clasifican de acuerdo 
a su composición, siendo los cianógenos o cianogénicos, 
aquellos en los que la genina contiene un grupo cianuro, 
por lo que pueden generar el venenoso ácido cianhídrico13.

Los glucósidos cianogénicos son metabolitos secunda-
rios presentes en la yuca variedad Ceiba y están compues-
tas de una aglicona tipo α-hidroxinitrilo y de un azúcar, prin-
cipalmente D-glucosa. Estas sustancias están ampliamente 
presentes en el reino vegetal, en más de 2500 cultivares de 
varias familias botánicas, muchas de las cuales se utilizan 
como alimentos14.

La yuca (Manihot esculenta Crantz), perteneciente a 
la familia Euphorbiaceae, es un importante cultivo tropical 
originario de Sudamérica, se cultiva extensamente en más 
de 90 países tropicales y subtropicales de América, África y 
Asia15. Las raíces y las hojas de la yuca, son muy utilizadas 
en la alimentación humana y animal, pero contienen altos 
niveles de glucósidos cianogénicos como son: la linamarina 
y lotaustralina (Figura 1), en proporción 93:7, respectiva-
mente, las que liberan ácido cianhídrico (HCN) (Figura 2), 
consecuencia de la hidrólisis enzimática de β-3-glucosida-
sas después de la maceración del tejido de la planta y por la 
acción 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 poseen14,16.

La forma más importante por la cual los compuestos 
cianogénicos causan toxicidad es mediante la formación del 
cianuro que bloquea la capacidad de transportar oxígeno a 
través de los glóbulos 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 seca16.

Existen diferentes tipos de yuca; la dulce variedad Va-
lencia, que presenta mejor aceptación 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 
más barato y resiste a la mayoría de las plagas, contenien-
do en su cáscara una especie química de insecticida que 
también es tóxica16.

El potencial de toxicidad depende del grado de concen-
tración 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 
comparación con la variedad amarga (1000 mg de cianuro 
por cada kilogramo de yuca), por lo que generalmente las 
raíces de las variedades dulces pueden ser consumidas 
crudas, cocinadas al vapor o asadas, mientras que las raí-
ces de las variedades amargas requieren obligatoriamente 
de un proceso de destoxificación 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 tóxicos17,18.

El procesado adecuado de los alimentos que contienen 
glucósidos cianogénicos reducirá 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 deberá ex-
traerse la dermis (cáscara) y cocerse completamente antes 
de su consumo. La yuca amarga, sin embargo, debe pasar 
el debido proceso de destoxificación 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 reacción ciano-
génica en las diferentes operaciones del procesado. La cia-
nogénesis se inicia cuando se daña el tejido de la planta14. 

La Norma CODEX establece que la harina de yuca co-
mestible, deberá ser inocua y apropiada para el consumo 
humano y cumplir con los niveles máximos 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 máximo permisible19.

Debido a la presencia de compuestos cianogénicos, el 
consumo a largo plazo de yuca y sus derivados, bajo inade-
cuado proceso de destoxificación, es asociado fundamen-
talmente con dos desórdenes neurológicos, mencionados 
a continuación:

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

Neuropatía atáxica tropical "TAN" (por sus siglas en 
inglés), afecta principalmente a personas mayores de 50 
años y es una enfermedad neurodegenerativa que gene-
ra una combinación de mielopatía, atrofia óptica, sordera 
neurosensorial y polineuropatía periférica simétrica14,16,18,20.

Además, estudios con ratas demostraron afectaciones 
en su función renal y hepática, y en la actividad locomoto-
ra18. Asimismo, en el análisis de la epidemiología, toxicolo-
gía y fisiopatología de algunas polineuropatías periféricas, 
pueden ser debidas al consumo excesivo y al procesamien-
to inadecuado de la yuca, y de otros vegetales neurotóxi-
cos. El cultivo, el proceso y el consumo de la yuca, y sus 
derivados deben ser controlados por las entidades de salud 
pública y de seguridad industrial16.

La ingestión crónica de ácido hidrociánico, a dosis tó-
xicas subagudas, puede estar implicada en la patogénesis 
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de ciertas afecciones, incluida la alteración de la función ti-
roidea y neuropatías. Las poblaciones que consumen yuca 
amarga, inadecuadamente procesada, presentan síntomas 
oftalmológicos y neurológicos que están asociados con la 
exposición al ácido hidrociánico, también es probable que 
estén implicadas deficiencias de alimentación o metabóli-
cas, que afecten al mecanismo de destoxificación del cia-
nuro, como por ejemplo deficiencias de sulfato y zinc14.

Precisamente, la yuca es fuente principal de alimentos 
para las comunidades Garífuna -afro indígenas de Hondu-
ras, las que han empleado ancestralmente técnicas y ope-
raciones de destoxificación de la harina para la elaboración 
de sus derivados como el ereba. Entre estas operaciones 
se encuentran: disminución del tamaño de partícula, filtra-
ción, fermentación, lavado y calor, las que garantizan pro-
ductos a base de yuca seguros para su consumo3,4. 

Diferentes autores y entidades citados por el CODEX 
(2008), han expresado que los métodos para procesar la 
yuca, generalmente adoptados, comprenden: remoción de 
cáscara, remojo, fermentación, cocción, secado, triturarado 
y molido19. Sin embargo, se ha comprobado que las dis-
tintas variedades de yuca tienen perfiles distintos de eli-
minación cianogénica durante el cocinado de sus raíces. 
También parece haber diferencias en la estabilidad al calor 
de la β-glucosidasa presente en el producto, lo que protege 
a la enzima de la desactivación total durante el cocinado.

El ereba presenta una dicotomía en cuanto a su géne-
sis, ya que es un alimento ancestral en los pueblos Garífu-
nas principalmente en Honduras, Guatemala, Belice y, a su 
vez, es un producto típico de la Costa Norte de Sudamérica 
(Venezuela, Suriname y Brasil) y las Antillas (Santa Lucía, 
San Vicente y las Granadinas, República Dominicana y 
Haití), se obtiene a partir de la harina de yuca siguiendo 
una tradición que data de la época precolombina.

Este alimento es una torta preparada de harina de 
yuca, considerada sana, ya que no contiene grasa, posee 
mínimas cantidades de sal y también tiene la ventaja que 
se puede conservar en casa por mucho tiempo sin descom-
ponerse, solía 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 últimos tiempos, luego de hornearlo se deja unas 
horas al aire libre para que se enfríe o alcance temperatura 
ambiente, se envuelve en una manta limpia y se guarda 
en recipiente apropiado que lo aísla del medio, incluyendo 
el polvo. El ereba se ingiere en comidas, o como postre 
preparado en galletas con sal de ajo. En comidas se puede 
acompañar de carnes de todo tipo, puede ser mojado con 
agua o seco22.

En el proceso de elaboración del ereba (Figura 4) du-
rante las operaciones de rallado, raspado y triturado de la 
yuca en mortero, la linamarina sufre hidrólisis enzimática, 
dando como productos finales glucosa, ácido cianhídrico y 
acetona, sustancias que se eliminan en el líquido extraído 
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 volátil. Un eventual procesado posterior por 
fermentación provoca la disminución del pH, favoreciendo 
también la eliminación del CNH. 

Los Garífunas de Honduras elaboran el ereba a partir 
de una tecnología ancestral y en la actualidad buscan la 
incorporación de la instrumentación de tecnología de van-
guardia, sin dejar de lado la ciencia primigenia de sus an-
cestros; esto es, debido al afán de incursionar en nuevos 
mercados que le permitan un desarrollo socio-económico 

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

Tanto la tecnología ancestral como la moderna em-
pleada por esta población, permiten la detoxificación de la 
yuca. El ácido cianhídrico es eliminado en el líquido extraí-
do por el prensado en el ruguma o culebra, aplicado en la 
tecnología ancestral o la prensa hidráulica en la tecnología 
de vanguardia (Figura 5). Algunos cianógenos que quedan 
atrapados, son eliminados por lavado, ya que son solubles 
en agua, de igual manera, estos cianógenos son elimina-
dos por la acción de calor, se volatilizan en el proceso de 
horneado del ereba, donde la harina de yuca se expone a 
temperaturas de 64.6oC, durante un tiempo de 6 minutos 
(Figura 6). De no realizarse un buen proceso de detoxifi-
cación este pueblo presentará cuadros de intoxicación que 
pueden llegar a ser la génesis para provocar daños irrever-
sibles a la salud de los consumidores4. 

Además de la obtención de información sobre la to-
xicidad de la yuca, las enfermedades provocadas por la 
posible intoxicación respecto a su consumo y los métodos 
de detoxificación ancestral de la harina de yuca utilizada 
para hacer ereba, con el fin de aportar nuevos elementos 
a la gastronomía del pueblo Garífuna en la Universidad 
Nacional de Agricultura de Honduras (UNAG), realizaron 
investigaciones que tuvieron por objetivos desarrollar una 
formulación satisfactoria para elaborar ereba siguiendo los 
procedimientos culturales de preparación; así como, la de-
terminación del impacto de la cinética de secado sobre las 
propiedades sensoriales del producto. Los resultados su-
girieron que, para obtener un ereba con buena aceptación 
sensorial, se debe usar la mezcla de: yuca amarga (85%), 
agua de mar (10%) y sal de ajo (5%)4. Los investigadores 
además 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 composición cantida-
des importantes de proteínas, lípidos y minerales. Esto es 
importante, tomando cuenta que la yuca amarga, es uno 
de los alimentos más representativos de la cultura gastro-
nómica de las comunidades Garífunas de Honduras. Ade-
más, la fortificación de los alimentos es un método barato 
y de fácil aplicación, que garantiza la seguridad alimentaria 
y nutricional de la población23. 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 fortificación24-25. Asimismo, se 
aprovecharía el potencial medicinal y farmacológico de las 
plantas que se ubican en las zonas Garífunas de Honduras, 
por su contenido de aceites esenciales y polifenoles como 
antioxidantes, carotenoides, minerales y otras moléculas 
bioactivas que promuevan la soberanía alimentaria y la sa-
lud del pueblo Garífuna de Honduras26-30.

Conclusiones
La harina de yuca de la variedad Ceiba, tóxica por su 

contenido de cianógenos, es el alimento vital para la comu-
nidad Garífuna de Honduras, por cuanto que es la materia 
prima básica para la elaboración del ereba como sustento 
diario y fuente principal de nutrientes de dicha población. El 
conocimiento ancestral obtenido de manera vivencial por el 
pueblo Garífuna, conllevó a desarrollar métodos de detoxi-
ficación de la harina de yuca, para obtener un alimento más 
saludable y apto para su consumo. El proceso de elabora-
ción del ereba, presenta una serie de operaciones como 
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Figura 4. Ejemplo de proceso aplicado para la elaboración de ereba (casabe)4.

Figura 3. Niño afrodescendiente 
enfermo de Konzo21.
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Figura 5. Tecnología empleada por el pueblo Garífuna de 
Honduras, para la extracción del cianuro utilizando el rugu-
ma (culebra) o prensa hidráulica22.

Figura 6. Métodos ancestrales de detoxificación de la 
yuca22.

lavado con agua salada, rayado, prensado, fermentación y 
cocción, las que garantizan la inocuidad del producto, debi-
do a que el cianuro es una sustancia termolábil, soluble en 
agua y se degrada en presencia de ácido láctico. El omitir 
el uso de estas operaciones eleva la posibilidad que la yuca 
amarga contenga contenidos de cianuros considerables 
que pudiesen afectar la salud de la población Garífuna de 
Honduras al momento de consumir el ereba.

Recomendaciones
Es imprescindible elaborar programas y planes de difu-

sión dirigidos a la comunidad Garífuna de Honduras, para 
fortalecer y promover, desde la academia, la educación de 
la ciudadanía, en general, y en el pueblo Garífuna, en par-
ticular, sobre temas de seguridad y soberanía alimentaria. 
Además, los resultados de este estudio deben ser conside-
rados en el currículo de las carreras afines a este campo 
de investigación, lo que permitirá un mayor conocimiento y 
conciencia en cuanto al tema.

Las universidades tienen como misión, la formación in-
tegral de profesionales altamente calificados al servicio de 
la sociedad y el desarrollo sostenible nacional y mundial, y 
por su acervo cultural, científico y tecnológico están desti-
nadas a ser actores determinantes para contribuir significa-
tivamente al cumplimento de los ODS de la Agenda 2030.
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Introducción
Las Buenas Prácticas de Prescripción (BPP) se refie-

ren al cumplimiento de los requisitos mínimos necesarios 
que deben estar contenidos en la receta médica, esta infor-
mación debe ser primordialmente legible, así como conte-
ner las indicaciones del medicamento, siendo necesaria la 
aplicabilidad de la legislación para poder dar seguimiento a 
su cumplimiento1.  La prescripción es el acto de indicar el 
medicamento que debe recibir un paciente, la dosis correc-
ta y el tiempo que durará el tratamiento2, que resulta de la 
intervención de un profesional médico que bajo la utiliza-
ción y aplicación de sus conocimiento logra obtener infor-
mación del paciente después de entrevistarle, en cuanto a 
la dolencia que refiere, además de realizar el examen físico 

acompañado de otros análisis y estudios complementarios 
para lograr determinar un diagnóstico y decidir el tratamien-
to correcto3.  Esta decisión involucra dar indicaciones sobre 
el o los medicamentos a utilizar y entrega de un documento 
escrito conteniendo la prescripción, por medio de la receta; 
la cual no debe contener errores para evitar el riesgo de 
instrucciones erróneas y fallas en el tratamiento4.

La prescripción es la indicación escrita que emite el pro-
fesional médico5,6 posteriormente es entregada al paciente 
y tiene como objetivo que llegue al ejercicio del profesio-
nal farmacéutico que se encarga de dispensar los medica-
mentos en el establecimiento farmacéutico, cumpliendo de 
esta manera con la función primordial de la receta, que es 
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Valoración de buenas prácticas de prescripción en recetas médicas en 
Honduras
Assessing Good Prescription Practices in medical prescriptions in Honduras

Emilia Carolina Vargas Copland*, Amelia Karina Rodríguez Cáceres

Resumen: Las Buenas Prácticas de Prescripción, consideran varios conceptos y procedimientos para su cumplimiento, 
entre ellos, aspectos técnicos para la verificación de información que debe contener una receta, contribuyendo así, con el 
uso racional de los medicamentos. Este estudio tuvo como objetivo evaluar recetas médicas para verificar el cumplimiento 
de los requisitos de acuerdo con Guías para las Buenas Prácticas de Prescripción.  La información se recolectó a través 
de un instrumento semiestructurado, cotejando cada una de las recetas.  El análisis y validación de la información se 
realizó en dos momentos, por investigadores diferentes.  La muestra de 497 recetas evidenció que el 46.28% omitían 
parcialmente información del médico, 36.82% la información del paciente y el 37.02% se consideró letra no legible, el 
porcentaje más alto de cumplimiento lo representó la dosis con un 90.54%.  Los resultados de este estudio demuestran 
que un alto porcentaje de las recetas evaluadas incumplen en los aspectos de Buenas Prácticas de Prescripción.  En 
conclusión, es necesaria la intervención y creación de un reglamento en Honduras, para mejorar el proceso de prescripción, 
estandarizar el formato e información que se plasma en la receta, así como educar al personal de salud responsable de 
prescribir y dispensar.

Palabras clave: Medicamento, recetario, calidad.

Abstract: The Good Prescription Practices consider many concepts and procedures for their compliance, among them; 
technical aspects to verify the medical prescription information, thus contributing to the rational use of medicines. The 
objective of this study was to evaluate medical prescriptions to ascertain the accomplishment of the requirements 
according to the guidelines for Good Prescription Practices. The information was collected through a semi-structured 
instrument, and each drug was collated. The analysis and validation of the data were carried out in two moments by 
different researchers. The sample of 497 prescriptions; proved that 46.28% omitted, partially the doctor information, 
36.82% the patient’s information and 37.02% was considered unreadable handwringing. The dose presented the highest 
percentage of compliance with 90.54%. This study’s results show that many evaluated prescriptions do not comply with the 
Good Prescriptions Practices. In Conclusion, it is necessary to intervene and create a regulation in Honduras to improve 
the prescription process, standardize the format and information reflected in the prescription, and educate the health staff 
responsible for prescribing and dispensing.

Key words: Medicine, prescription, quality.
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la administración correcta de los medicamentos7. De una 
prescripción completa y legible podría depender la dispen-
sación correcta del medicamento y su uso racional, lo que 
está directamente relacionado con el resultado farmacote-
rapéutico, siendo la receta el instrumento con una relación 
muy estrecha con la atención de salud y que documenta la 
prescripción1, debe ser llenada con responsabilidad, conte-
niendo la información necesaria para que posteriormente 
el farmacéutico encargado de la dispensación de los me-
dicamentos lo haga sin equivocaciones y pueda orientar al 
paciente en la forma correcta del uso de los medicamentos 
y lograr un seguimiento farmacoterapéutico adecuado8.  

La Guía para las Buenas Prácticas de Prescripción del 
Ministerio de Salud del Gobierno de Chile, enuncia como 
objetivos de una buena prescripción el velar por la salud, 
maximizar la eficacia del uso de medicamentos, reduciendo 
los riesgos de su uso y bajando los costos en la atención 
de salud aplicando el uso racional de los medicamentos1.  
Bajo esta perspectiva, en Honduras se debe perseguir este 
mismo fin. En el país, el Código de Salud establece cri-
terios a cumplir al prescribir medicamentos, entre ellos; el 
Artículo 143; el médico está obligado a indicar, además de 
la marca comercial del producto, el nombre genérico del 
medicamento9, por medio del regente se puede ofrecer la 
intercambiabilidad de los productos siempre que sean equi-
valentes terapéuticos9,10, sin embargo, existe ausencia de 
reglamentación nacional para las BPP.

De acuerdo con la revisión bibliográfica realizada para 
este estudio; en Honduras, se reportó una investigación 
realizada en la Farmacia del Instituto Nacional del Tórax, la 
cual consistió en una auditoria a los servicios de Farmacia 
de consulta externa, hospitalización e infectología, después 
de la revisión de los recetarios se evidenció que las recetas 
no tenían el sello del médico o las prescripciones no eran 
legibles11. Este podría ser un indicativo de las falencias en 
el llenado correcto de las recetas, por lo que existe el inte-
rés de hacer una revisión y valoración de las recetas que 
se emiten en otros centros asistenciales de salud, públicos 
y privados de Honduras, es por esto por lo que se presentó 
especial interés en conocer la forma en que se realiza la 
prescripción médica en el país.

En este estudio, se utilizó como referencia lo descri-
to en el Código de Salud de Honduras y la Guía para las 
Buenas Prácticas de Prescripción del Ministerio de Salud 
del Gobierno de Chile, para la valoración de recetas médi-
cas emitidas en Honduras, se verificó el cumplimiento de 
las BPP y se describió las deficiencias en el llenado de las 
recetas, aportando información que podría ser usada para 
la toma de decisiones sobre los mecanismos para lograr 
el cumplimiento de las BPP en el país, evidenciando así, 
la importancia de implementar reglamentos nacionales di-
rigidos a regular y vigilar el llenado correcto de la receta 
médica, así como capacitar a los autores involucrados de 
forma continua.

Materiales y métodos 
Se realizó una investigación mixta, con diseño no ex-

perimental, retrospectivo con alcance descriptivo, de las 
recetas médicas evaluando las BPP.  La recolección de los 
datos fue realizada voluntariamente por estudiantes de la 
clase de Farmacotecnia 1, esta clase contiene dentro de la 
programación didáctica el estudio de la receta y el recetario, 
adscrita a la carrera de Ciencias Químicas y Farmacia de la 

Universidad Nacional Autónoma de Honduras.  La investi-
gación se realizó desde el tercer periodo académico 2020, 
hasta el primer periodo académico del año 2022, con una 
duración de 22 meses.  Como criterios de inclusión se con-
sideró instrumentos completos, adjuntando el documento 
de la receta, que hubiesen sido prescritas y selladas por un 
médico en Honduras, durante el año 2020 hasta mayo del 
año 2022.

El instrumento constó de 13 preguntas cerradas que 
evaluaban aspectos de BPP como ser; datos para contac-
tar al médico (nombre, estudios, dirección, teléfono u otro 
medio de contacto), datos del paciente (nombre, edad, 
sexo, teléfono u otro medio para contacto), prescripción 
por nombre genérico del medicamento, marca comercial o 
ambas, forma farmacéutica, presentación comercial, con-
centración, dosis, vía de administración del medicamento, 
número de días que durará el tratamiento o si era de uso 
continuo, diagnóstico del paciente, firma, y sello del médico 
colegiado. Las opciones en el instrumento de respuestas 
cerradas eran dicotómicas “sí” o “no”, respuesta de selec-
ción única y respuestas abiertas para agregar observacio-
nes relevantes, se adjuntó fotografía en formato JPG o PDF 
de cada receta médica evaluada.

Durante la valoración de las recetas médicas los es-
tudiantes confirmaron estar matriculados en la clase de 
Farmacotecnia 1, declarando dar información veraz y auto-
rizando a los profesionales a cargo de la recepción de la in-
formación, para que pudiese ser usada con fines de inves-
tigación, educación y docencia, haciendo absoluta reserva 
de la identidad y datos personales de las recetas médicas 
adjunto, manteniendo la confidencialidad del paciente y del 
prescriptor.  La valoración de cada receta médica se realizó 
en dos momentos; 1) Los estudiantes; por medio de la com-
paración de recetas médicas versus el instrumento estruc-
turado en línea por medio de Google Forms® ubicado en la 
plataforma de MOODLE® en el espacio pedagógico asig-
nado para la clase; 2) Las docentes que brindaron la clase 
y autoras de este artículo, validaron nuevamente la revisión 
de la receta médica frente al instrumento.  En este sentido, 
era necesario tener acceso a internet para la revisión de las 
recetas médicas y su respectivo registro.

Durante el proceso de revisión, por parte de las docen-
tes, se anularon los instrumentos y/o recetas que cumplían 
con criterios de exclusión, como ser: instrumentos proce-
dentes de recetas que estuvieran realizadas en fragmentos 
de papel o cartón, incompletos o que no tuvieran fotografía 
adjunta de la receta médica, que no tuviesen el sello del 
médico y no fueron extendidas en territorio hondureño.  El 
análisis de los tratamientos indicados en las recetas no fue-
ron objeto de estudio de esta investigación.

Análisis estadístico
Todos los datos fueron procesados por medio de una 

plantilla en Microsoft Excel® calculando y analizando los 
resultados por medio de porcentajes (%) de cumplimiento, 
y gráficos de barra para valorar y describir las BPP.

Resultados
Se recolectaron 571 instrumentos, de los cuales se 

descartaron 13 por no poderse visualizar la receta y 7 ins-
trumentos fueron excluidos por adjuntar hojas de papel que 
no correspondían a una receta médica. De estas 551 rece-
tas remanentes, el 100% poseían firma, sin embargo, se 
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anularon 54 recetas por no tener el sello del médico.  El 
resto de los instrumentos y la receta adjunta cumplían con 
todos los criterios de inclusión, conformando una muestra 
de 497 recetas médicas, las cuales fueron consideradas en 
este estudio.  Las recetas médicas procedieron de 13 de-
partamentos de los 18 con los que cuenta Honduras como 
ser: Atlántida, Comayagua, Copán, Cortés, Choluteca, El 
Paraíso, Francisco Morazán, Gracias a Dios, Intibucá, Lem-
pira, Ocotepeque, Olancho y Santa Bárbara. 

Respecto a la descripción del diagnóstico del paciente, 
26 recetas médicas (5.23%) contenían esta información, de 
las cuales fueron prescritas para la COVID-19 (8), ovarios 
poliquísticos, cardiopatía, lumbalgia, rinitis, gastroenteritis 
bacteriana (2), sacroileitis, dermatofibroma, hipotiroidismo, 
colecistectomía, reflujo gastroesofágico, gastritis, infección 
por H. pylori e hipertensión arterial1.

El instrumento recabó información cualitativa de BPP 
por medio de preguntas abiertas, en la Tabla 2. se resume 
la información recopilada para estos criterios.  

Discusión
En esta investigación; 511 recetas médicas (90.20%), 

contaban con el sello médico, y en el 100% de los casos, 
contaba con la firma del médico.  En otro estudio similar, de 
evaluación de recetas, obtuvieron un porcentaje de 99.70% 
de cumplimiento al tener sello y firma, con un n=33764, es-
tos resultados, pudieron deberse a medir dos aspectos de 
cumplimiento de BPP en un mismo ítem.  En este sentido, 
se propone realizar una investigación posterior, con el obje-
to de investigar la calificación y veracidad de los datos del 
médico en la receta, evaluar prácticas inadecuadas durante 
la prescripción, como por ejemplo firmar recetas en blanco.  
Este estudio podría realizarse con el apoyo del Colegio Mé-
dico de Honduras, como órgano controlador del ejercicio 
médico en este país12, realizando un muestreo estratificado 
involucrando centros asistenciales de salud privados y pú-
blicos.

Los datos publicados en la Tabla 1 evidencian los 
porcentajes de cumplimento para los diferentes aspectos 
de BPP.  El 46.28% de las recetas de este estudio omiten 
parcialmente información del médico, esta es información 

importante para crear canales de comunicación entre los 
profesionales del área de la salud, en caso de que se re-
quiera.  Este vacío de comunicación y relación entre médi-
cos, farmacéuticos y personal de enfermería es una de las 
causas más frecuentes de los errores de prescripción1.  

Por otra parte, respecto a la información del pacien-
te, las recetas analizadas presentaron un cumplimiento del 
63.18%.  El 36.82% de las recetas, no evidenciaron la edad 
del paciente, sexo e información de contacto, dirección 
o teléfono.  La información que se describió del paciente
pudo estar condicionada con la edad, patología y requisi-
tos legales a la modalidad de venta del medicamento, bajo
prescripción médica, receta médica retenida o especial13. El
requisito de escribir el número de identidad es un aspecto
obligatorio en Chile para recetas que tienen control legal1.
Para el país de El Salvador dentro de los factores que in-
fluyen en el proceso de uso del medicamento está la infor-
mación del paciente en la receta, destacando la antropomé-
trica y clínica, edad, peso, alergia, diagnóstico, valores de
laboratorios, signos vitales, entre otros14. Este proceso po-
dría agilizarse con la implementación del registro médico
electrónico para mejorar el flujo de trabajo e información
del paciente15 enlazándolo con el uso de receta electrónica,
la cual también necesita someterse a procesos de calidad
y validación16,17.

El porcentaje más alto de cumplimiento para la infor-
mación de prescripción en la receta fue la dosis con un 
90.54%, seguido del 63.18% con la duración del tratamien-
to, 54.33% forma farmacéutica, 53.12% concentración del 
medicamento, 48.29% vía de administración, 46.88% pre-
sentación comercial y 5.23% para el diagnóstico.  La inexis-
tencia de estos datos en la receta puede ocasionar un ries-
go para que ocurran errores en la dispensación, también el 
no contar con Comités Técnicos de Farmacoterapéutica y 
Vigilancia podría evitar que los errores sean detectados y 
corregidos oportunamente18. Consideramos necesario que, 
en Honduras, se capacite al personal médico en las impli-
caciones de omitir esta información en la receta médica.

La descripción del diagnóstico en la receta fue omitida 
94.77%, esto podría estar sucediendo por no ser considera-
do un requisito legal en la receta, sin embargo, en Honduras 
las aseguradoras de servicios médicos lo exigen para cubrir 
el servicio médico prestado a sus clientes.  Consideramos 
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Tabla 1. Valoración de elementos de cumplimiento BPP en las recetas médicas, objeto de estudio.
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que poner el diagnóstico en la receta, orienta al paciente y 
colabora a generar compromiso con su tratamiento.  Los 
médicos podrían estandarizar la descripción del diagnósti-
co en la receta médica de acuerdo con la Clasificación In-
ternacional de Enfermedades (CIE-11), respondiendo así, a 
recomendaciones de la Organización Mundial de la Salud, 
para el seguimiento de control estadístico sanitario.  Según 
los datos de una investigación realizada con pacientes en 
dos hospitales de Perú, únicamente el 10% de los pacien-
tes conocía su diagnóstico actual19.

Respecto a la evaluación de las recetas en este estudio 
el 62.68% tenía letra legible, cada una de ellas manuscrita.  
En un estudio realizado en Bolivia en cinco Hospitales Uni-
versitarios de tercer nivel, calificó la letra del prescriptor en 
un 64% como poco o nada legible18.  Esta diferencia pudo 
deberse a que en nuestro estudio incluyó recetas tanto de 
clínicas como de hospitales de diferentes niveles de aten-
ción, pudiéndose ver disminuido la cantidad de pacientes 
que atendió el médico, dedicando así, más tiempo a la re-
dacción de la receta médica.

Las recetas evaluadas en este estudio; de acuerdo 
con la indicación de prescripción; el 43.86% fue prescrito 
por nombre genérico del medicamento, 42.66% por mar-

ca y haciendo uso de ambas indicaciones el 13.48%; en 
este caso, solo esta última indicación cumplió con el Artícu-
lo 143. del Código de Salud de Honduras para el ejercicio 
médico9. Colocar ambas indicaciones, colabora durante la 
prescripción a la identificación del medicamento para evitar 
riesgos asociados a los errores de prescripción1, armoni-
zando de esta manera, la comunicación entre el equipo de 
salud, siendo importante esta información para el regente 
farmacéutico, quien de acuerdo al artículo antes menciona-
do, deberá ofrecer la intercambiabilidad de los productos 
siempre que sean equivalentes terapéuticos9, práctica que 
en Honduras está limitada al no poder identificar por medio 
del etiquetado13 el medicamento genérico.

La información incompleta, ausente y errores durante 
la prescripción, observadas en las recetas médicas de este 
estudio, se resumen en la Tabla 2; la mayoría de ellos se 
basan en escritura y abreviaturas erróneas; tornando en 
algunos casos recetas incomprensibles (37.02%).  Otro 
aspecto, es la omisión de información, como ser: la edad 
del paciente, la cual es importante en caso que el paciente 
sea pediátrico o geriátrico, la fecha de prescripción, la cual 
podría traer consecuencias de no lograr la adquisición del 
medicamento, sobre todo si estas recetas están sujetas a 

Figura 1. Porcentajes y cantidad de recetas de acuerdo a la indicación de prescripción, n= 497

Tabla 2. Descripción de errores de prescripción, observadas en recetas médicas de este estudio que no cumplieron con 
los aspectos de las BPP.
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un control regulatorio especial, por su fecha de vencimien-
to, corriendo el riesgo de ser recetadas, pero no dispen-
sadas20. La ausencia de indicaciones farmacológicas y no 
farmacológicas en las recetas, crean la incógnita; si esta 
información pudo no encontrarse plasmada en este docu-
mento, pero sí, estarse proporcionando de forma verbal al 
paciente por el personal sanitario.

En otro estudio de evaluación de la calidad de las re-
cetas, se describió la omisión de dosis, frecuencia de ad-
ministración del medicamento e indicaciones al paciente19.  
En este mismo sentido, un estudio en Bolivia de evaluación 
de las BPP, se encontró que ninguna de las recetas eva-
luadas cumplió con todos los parámetros establecidos en 
la ley, además, se observó que los errores más frecuentes 
se relacionaron con la omisión de información de la forma 
farmacéutica, del tiempo de duración del tratamiento, uso 
de abreviaturas, entre otros21, estos resultados son com-
parables con nuestro estudio. Por medio de la receta se 
logra tener información valiosa de la prescripción, pero es 
importante considerar que los datos contenidos pueden es-
tar expuestos a mala interpretación, debido a las recetas 
incompletas o no legibles22,23.

Conclusiones
Los hallazgos de esta investigación demuestran que 

un porcentaje alto de recetas evidencian malas prácticas 
de prescripción, debido al incumpliendo en los aspectos de 
BPP, demostrando falta de calidad en la información técni-
ca en la receta y el proceso de prescripción.  Los porcen-
tajes de incumplimiento se relacionan con la ausencia de 
datos del médico, paciente y prescripción, para la mayoría 
de los casos.  Este incumplimiento en BPP, podría ocasio-
nar errores en la interpretación de la prescripción, dispen-
sación y/o administración, trayendo como consecuencia 
problemas relacionados al medicamento.  Es importante en 
Honduras la redacción, aprobación, divulgación y vigilan-
cia del cumplimiento de reglamentos en prescripción, para 
apoyar el uso racional de medicamentos, así como normar 
de la información técnico y legal de la receta médica, en el 
país.  En este mismo sentido, es necesario fortalecer los 
currículos en el conocimiento de la prescripción, recetas 
e indicaciones farmacológicas y no farmacológicas, a las 
carreras de medicina, odontología, farmacia, enfermería u 
otras relacionadas, para formarlos en las BPP, de acuerdo 
con las etapas del proceso de la prescripción racional.
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Cost Analysis of Cacao (Theobroma cacao L.) Plant Propagation through 
the Somatic Embryogenesis Method
Ostilio R. Portillo1* and Ana C. Arévalo2

Abstract: Caffeine is a secondary metabolite extensively studied for its stimulatory properties and presumed association 
with specific pathologies. This alkaloid is typically consumed through coffee, tea, and other plant products but is also an 
additive in many medications and confectionaries. Nonetheless, despite its worldwide consumption and acceptance, there 
is controversial evidence as to whether its effects on the central nervous system should be interpreted as stimulatory or 
as an addiction in which typical withdrawal effects are canceled out with its daily consumption. The following discussion is 
the product of an extensive review of current scientific literature, which aims to describe the most salient topics associated 
with caffeine's purpose in nature, biosynthesis, metabolism, physiological effects, toxicity, extraction, industrial use and 
current plant breeding approaches for the development of new caffeine deficient varieties as a more economical option to 
the industrially decaffeinated coffees currently available to caffeine intolerant consumers.

Key words: Biosynthesis, decaffeination, extraction, metabolism, physiological effects, plant breeding.

REVIEW / ARTÍCULO DE REVISIÓN

Introduction
Caffeine is a methylated xanthine (1,3,7-trimethylxanthi-

ne)1-4 extracted from coffee beans for the first time by Fried-
lieb Ferdinand Runge in 18203-5, and which exact formula 
was proposed by Medicus in 18756,7. It is a natural alkaloid 
which name originated from the German and French words 
kaffee and coffee respectively, and it is present in more than 
60 sub-tropical species8,9 such as coffee (Coffea sp.), tea 
(Camellia sinensis L.)3,10-12, cocoa (Theo-broma cacao), the 
guarana plant (Paullinia cupana)10-12, the mate grass (Ilex 
paraguariensis St. Hil.)11 among others.

Caffeine is a white, odorless, water-soluble compound4,12,13 
and its solubility increases as the water temperature increa-
ses14. For example, the solubility of caffeine is 0.6% at 0 °C (32 
°F), 13% at 25 °C (77 °F) & 66.7% at 100 °C (212 °F).

Depending on the concentration, it contributes to the 
bitter taste of the drink4,15-17 and is held responsible for no 
more than 10 to 20% of the bitterness perceived in the co-
ffee drink6,18-21. However, according to some authors, their 
contribution to the drink's bitter taste is so low that it plays a 
minor role in the definition of flavor22.

This alkaloid is thermostable, so it is not degraded while 
roasting coffee beans2,22-24. However, the small losses that oc-
cur are generally attributed to sublimation due to the high tem-
peratures during roasting4,6,22,25; When this occurs, the relative 
increases are recorded in its concentration (≤ 10%) are attribu-
ted to the loss of other compounds during the grain roasting6.

Caffeine in the form of a drink such as tea, coffee, and 
cola, among others, is one of the most socially accepted 
natural stimulants which acts on the central nervous sys-
tem (CNS) as an antagonist of adenosine receptors, being 
the most consumed and studied psychoactive substance in 
history18,26.

Biosynthesis and purpose
Although caffeine was isolated from coffee beans for 

the first time in 18203, it was not until 1895 that the first 
report of its artificial synthesis was recorded27,28 from di-
methylurea, and most of the methods known to date were 
patented between 1940 and 1960. Artificial synthesis of ca-
ffeine is a cheap process carried out from theophylline, uric 
acid or uracil.

In the plant, the biosynthetic pathway of the purine 
nucleus alkaloids, such as caffeine, starts from the inosyl 
monophosphate, which generates the xanthosine 5'-mono-
phosphate, and when the phosphate group is removed xan-
thosine is produced from which a four-stage route initiates 
in the following sequence: xanthosine (I) → 7-methylxan-
thosine (II) → 7-methylxanthine (III) → theobromine (IV) → 
caffeine.

The first, third and fourth stages involve three me-
thylations catalyzed by three N-methyltransferases at posi-
tions 7-N, 3-N, and 1-N22,29-31 and S-adenosyl-L-methionine 
(SAM) being responsible for the donation of methyl groups 
(-CH3) during the methylation reactions (Figure 1)22,31.

The evidence suggests that caffeine is synthesized in 
planta in the young leaves and in the pericarp from where 
it is translocated and accumulated in the endosperm of the 
seeds of C. arabica and C. canephora6,8,10,22,30,32; However, 
its production occurs only during the early stages of fruit de-
velopment19,31 which was evidenced by the results obtained 
by Perrois et al.30 who quantified the alkaloid concentrations 
during different stages of bean development in different ge-
notypes of both species. 

The results suggest a more remarkable caffeine syn-
thesis in both species' early stages of bean development 
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with a more significant accumulation of the alkaloid in Ro-
busta coffee varieties (Figure 2). Perrois et al.30, the lower 
accumulation of the alkaloid in Arabica coffee varieties have 
its origin in its genomic constitution.

In addition, caffeine as a secondary metabolite is not 
only present in the leaves (~ 0.8% based on dried mat-
ter)10,33-35, but in the fruit pericarp also (e.g., exocarp, meso-
carp, and endocarp)10,19 and in the coffee flowers where 
it reaches the highest concentrations compared to other 
structures of the plant35. Benatti et al.36 reported that caffei-
ne is present in the flowers of C. arabica during anthesis 
(period during which the flower remains open and functio-
nal), with an average concentration of 0.58 mg g-1 in the 
petals and gynoecium and 1.36 mg g-1 in the stamens.

Sequential molecular analyses of deoxyribonucleic acid 
(DNA) suggest that C. arabica is the product of the natural 
fusion of two chromosomal sets of two diploid species of 
the genus Coffea, presumably C. eugenioides (♀) and one 
species of the canephoride group probably C. canephora 
(♂)22,37-41 with a single polyploidization event after the mer-
ger42 or it probably arose through the fusion of two non-re-
duced gametes of the above-mentioned species43.

For this reason, C. arabica is classified as a segmental 
allotetraploid (CaCaEaEa)39,40,44. The lower caffeine accu-
mulation in Arabica coffee varieties could be attributed to 
a significant reduction in the transcriptional activity of enzy-
mes responsible for the alkaloid synthesis in C. eugenioi-
des, which in turn would reduce the transcriptional activity of 
enzymes derived from homeologs genes of the Robusta's 
sub-genome30,31.

It´s in planta function has been debated for years, but 
two hypotheses prevail the protection of leaves and fruits 

from predators, coupled with an allelopathic effect that dis-
turbs the germination of adjacent seeds and development 
of newly germinated neighboring plants10,31,34,45,46. Germi-
nation tests conducted by Ransom47 confirm that caffeine 
can delay and even prevent seed germination and seedling 
development of multiple horticultural species even at low 
concentrations (1%).

The caffeine content in coffee
The species of the genus Coffea display a wide varia-

tion in their caffeine concentration on a dry basis, ranging 
from 0.6-1.4% in C. arabica and 1.8-3.5% in C. canepho-
ra2,4,21,23,48 to a very low or complete absence as in the 
case of C. salvatrix and C. pseudozanguebariae respecti-
vely30,49,50.

Due to its higher caffeine content, coffee prepared with 
C. canephora can have concentrations ranging between 56-
203 mg 100 ml-1 of infusion, while those prepared with C. 
arabica have levels ranging between 36-112 mg 100 ml-1 

of infusion51.
The observed variations in the coffee drink can be attri-

buted to: the cultivated species or variety (Table 1) since it 
is an inherited trait10,40 the environment (e.g., soils, planting 
height above sea level and the degree of light exposure); 
the chosen roast level, averaged particle size after grinding, 
the method of drink preparation, the cup size52,53 the propor-
tion of water and roasted coffee and blends made before or 
after roasting (% of Arabica vs % of Robusta)4,11.

Based on the evidence, it can be deduced that the 
bean's caffeine content is conditioned by the degree of light 
exposure. Interestingly, coffee plants grown under shade 
tend to have a more significant alkaloid accumulation than 
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Figure 1. Caffeine´s biosynthesis. Steps II, III and IV represent methylations. Step II represents the separation
of a ribose. SAM = S-adenosyl-L-methionine &amp; SAH = S-adenosyl-homocysteine.
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those sown directly under the sun, regardless of the species 
involved.

For example, a study conducted on C. canephora 
plants grown under complete darkness revealed the alka-
loid accumulation in plant tissues plummeted; Additionally, 
a reduction in the transcriptional activity of genes involved in 
its biosynthetic pathway (ie, CcDXMT, CcXMT, & CcMXMT) 
was also recorded; However, this trend was reversed after 6 
to 12 hours of light exposure31 which suggests that although 
light is necessary to induce caffeine production the amount 
of required exposure is low. 

Caffeine determination
Caffeine is detected in food samples with trigonelli-

ne and nicotinic acid depending on the analytical method 
used.50 Its determination in food samples is carried out 
through different analytical methods that allow its identifica-
tion and quantification in complex matrices.

Among the commonly used analytical methods, we can 
mention gas chromatography17,63, thin-layer chromatogra-
phy17, the Kjeldahl method based on the quantification of 
nitrogen (N2) present in the caffeine molecule,63 high-per-
formance liquid chromatography (HPLC), ultraviolet light 
spectrophotometry which is performed at a wavelength of 
280 nm12,17,22,63, near red light spectroscopy (NIR), capillary 
electrophoresis12, mass spectroscopy17 among others.

Unfortunately, implementing these analytical methods 
requires very sophisticated and expensive equipment ope-
rated by highly qualified technicians, which increases labo-
ratory analysis costs. On the other hand, these analytical 
methods (except for HPLC) require a series of previous pro-
cedures (aka sample preparation) to remove, as much as 
possible, unwanted analytes that interfere with the analysis, 
turning the caffeine determination into a laborious, expensi-
ve and impractical task for repetitive purposes.

To remove unwanted analytes, Molecular exclusion 
chromatography, also known as Size Exclusion Chromato-
graphy (SEC), Solid Phase Extraction (SPE) or a combina-
tion of both, is usually applied as part of the same protocol, 
which in turn increases the cost and time required for the 
elimination of interfering compounds.

The SEC also known as gel filtration chromatography, 
is based on a mechanically resistant stationary phase (e.g., 
agarose, Sephadex, silicone gel, polyacrylamide), which 
because of its homogeneous porosity, acts as a filter or 
sieve. On the other hand, SEC also has a mobile or liquid 
phase (e.g., acetone, EtOAc, acetonitrile, EtOAc-n-hexane, 
MeOH, n-hexane), which facilitates its movement through 
the gel.

SEC allows compounds separation based on their 
molecular weight, depending on their size. When moving 
through the stationary phase, the eluted molecules can be 
temporarily retained in the gel pores when they are very 
small, thus separated from the other compounds in a he-
terogeneous matrix. In contrast, intermediate weight mole-
cules are partially retained, which slows their displacement 
through the stationary phase, thus separating them from 
larger molecules that, due to their size, aren't retained and 

Caffeine. A critical review of contemporary scientific literature.

Figure 2. Caffeine con-
tent at different stages 
of bean development in 
two varieties of robust 
coffee & three varieties 
of Arabica coffee. Ge-
notypes of C. canepho-
ra Robusta variety: 
FRT64 & FRT05. Geno-
types of C. arabica Ca-
turra variety: CCCA12, 
CCCA02 & CCCA18. 
Stages of grain develo-
pment: SG, small grain; 
LG, large grain; YG, ye-
llow grain and RG, red 
grain. Adapted from Pe-
rrois et al.30.

Table 1. Caffeine Content by Species and Coffee Varieties 
* Percent contents based on dried matter.
Reproduced with permission of Oestreich-Janzen22.

On average, the raw coffee bean contains ~ 1% of ca-
ffeine27; However, one cup of coffee contains ≤ 100 mg of 
caffeine; and the maximum recommended intake should not 
exceed 400 mg day-1 (~ 5.7 mg kg-1 live weight)4,11,54-57, the 
equivalent of four cups of coffee11,56-58. Fortunately, the esti-
mated average daily consumption for regular coffee consu-
mers in the USA ranges between 186 to 200 mg59,60.

Additionally, according to the Specialty Coffee Associa-
tion of America (SCAA), the average consumption of coffee 
in the USA is 3.1 cups per person per day61,62. In contrast, 
according to Greenberg et al.1 "The Canadian Govern-
ment's recommendations through its guidelines for healthy 
eating is to limit the intake of caffeine between 400 to 450 
mg day-1 which translates into approximately three 8-ounce 
cups of coffee per day" for adults. At the same time, for chil-
dren and adolescents, the recommended doses are 2.5 mg 
per kg of live weight11.

Although caffeine is not considered an essential nu-
trient in the human diet, it is still used in formulating various 
products. Table 2 shows a series of popular drinks with their 
respective caffeine contents expressed as average values 
and ranges.



4

move more rapidly (Figure 3). 
The speed of molecules displacement through the gel 

affects the results of the chromatographic elution profile sin-
ce, graphically speaking, the first peaks correspond to the 
larger molecules, followed by those of intermediate size and 
finally, the peaks corresponding to the minor compounds 
appear.

Finally, because the mobile phase is usually an organic 
solvent, the first compounds to pass through the stationary 
phase are the high molecular weight lipids in the matrix.

In contrast, SPE is the most common cleaning techni-
que and is similar to SEC because it also has a mobile and 
stationary phase that can be manufactured based on acti-
vated silica, polymers, activated carbon or alumina. Howe-
ver, the SPE is generally used to purify and concentrate the 
analytes of interest by removing impurities that act as inter-
fering compounds in chromatographic analyses.

This technique is based on the fractionation of the cons-
tituents of a heterogeneous matrix based on their affinity for 
the stationary phase. First, the heterogeneous matrix is dis-

solved in the mobile phase (e.g., MeOH, acetonitrile, tetra-
hydrofuran, etc.) and then filtered or centrifuged to remove 
any unwanted particles. Then, the recovered liquid is cir-
culated through the separation column (stationary phase).

If the compounds of interest lack affinity for the statio-
nary phase (ie, equal charges), then they circulate freely 
through it, leaving behind unwanted impurities, thus allowing 
the purification and concentration of the analytes of interest. 
For example, octadecyl, more commonly known as C18 is 
generally used as a constituent of the separation column for 
the retention of non-polar compounds and lipids, which are 
adhered to thereto through hydrophobic interactions.

In contrast, if the compounds of interest show an affinity 
for the stationary phase (ie, opposite charges), then they're 
retained therein, allowing the free circulation of later discar-
ded impurities. In the process, it is possible to clean and 
concentrate the analytes of interest recovered from the sta-
tionary phase when flushed out with another solvent (Figure 
4). 

However, when both parties exhibit affinity for the sta-

Table 2. Caffeine Concentration in Selected Common Drinks.

Ostilio R. Portillo and Ana C. Arévalo
Volume 7 / Issue 3 / 16     •     http://www.revistabionatura.com



5

tionary phase, a solvent strong enough to remove the inter-
fering compounds should be used during the rinse but not 
too strong to remove the analytes of interest. Generally, this 
is achieved with the same eluent used in the preparation of 
the mobile phase but attenuated, that is, at a lower concen-
tration.

After sample preparation, identifying the compounds 
present in the heterogeneous matrix results from a correla-
tion or comparison between the retention time (Rt) of unk-
nown molecules with the Rt of known references.

According to Pizzariello et al.17, a simple and rapid te-
chnique to clean aqueous coffee samples before caffeine's 
determination consists of the flocculation of the interfering 
compounds. By adding a coagulating agent, aggregates 
can be formed, which are separated from the aqueous pha-
se via precipitation, filtration or decantation, thus eliminating 
from the matrix all the compounds bound to the coagula-
ting agent which would affect the chromatograph resolution. 
Otherwise, the interfering analytes are plotted in the chro-
matograph as peaks of unknown nature (artifacts).

Decaffeinated coffees
At present, the only caffeine-free coffee options availa-

ble on the market are those that have been decaffeinated 
through industrial processes. In 1905 Ludwig Roselius re-
gistered the first patent for decaffeination22,27, and the first 
commercial decaffeination plant owned by Kaffee HAG be-
gan operations in Germany in 1906. But it was until 1908 
that the first successful decaffeination process was paten-
ted on behalf of Meier, Roselius, and Wimmer4.

Nowadays, the production of decaffeinated coffees 
represents between 10 to 15% of coffee sales in the 
world18,19,64-66, with the USA being the largest consumer; and 
more specifically, it is consumed by people who due to a 
health condition (eg, cardiovascular disease, insomnia, etc.) 

have to avoid consuming drinks that contain caffeine4,40,66,67.
However, caffeine is not the only metabolite blamed 

for the discomforts experienced by such consumers. Other 
compounds in the coffee drink that can cause irritation to 
the digestive tract (stomach mucosa) are pyrogallol, cate-
chol, N-alkanoylhydroxytryptamide, N-methylpyridinium, & 
chlorogenic acids68.

It should be noted that decaffeinated powdered coffee 
is not completely free of the alkaloid because on average, 
it contains 0.05% of caffeine2,69; However, in North America 
(ie, the USA and Canada) for a coffee to be considered de-
caffeinated, 97% of the alkaloid must be removed4,22 which, 
for a 5 oz cup, is equivalent to a concentration not higher at 
5 mg61. In contrast, according to European legislation, solu-
ble decaffeinated coffees should not exceed 0.3% caffeine 
content4,22,70.

The decaffeination process is performed before roas-
ting18, it is expensive and affects the product's organoleptic 
properties71 due to a greater or lesser degree of leaching of 
secondary metabolites depending on the applied decaffei-
nation method4. In addition, changes in the structure, size, 
and appearance of the grain, loss of mass and residual ac-
cumulation of organic solvents are also recorded4.

For example, there is evidence that raw decaffeinated 
coffee beans contain approximately 1.2 times more chlo-
ro-genic acids (eg, monocaffeoyl-quinic, mono-feruoylqui-
nic, and dicaffeoylquinic acids) than non-decaffeinated raw 
beans66. The increase in the concentration of chlorogenic 
acids can be attributed to the removal of other secondary 
metabolites such as caffeine.

There are several methods for decaffeination of coffee, 
such as the Swiss water-based process, solvents, and su-
percritical fluid extraction.

Figure 4. Schematic description of solid phase extraction (SPE).

Caffeine. A critical review of contemporary scientific literature.
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The Swiss water-based process
One of the first decaffeination patents associated with 

this method was registered in favor of Francis R. Eden in 
191767. In general, the process takes approximately 8h4, 
and it proceeds as follows:

a) Fresh coffee beans are immersed in hot water (93-
104 °C) to solubilize the caffeine. Then, the extract, rich in 
caffeine and other substances, is passed through an acti-
vated carbon filter whose porosity retains caffeine molecu-
les but allows the free passage of other smaller molecules4 

whose removal affects the organoleptic properties of the 
grain of coffee.

In this way, the caffeine content of the beans is redu-
ced, but also an essential amount of substances that affect 
their flavor and aroma (e.g., sugars, lipids and phenolic 
compounds)4.

b) The recovered caffeine-free aqueous extract is used 
to repeat the operation with a new batch of grain4. Since 
the operation is repeated using the aqueous extract rich in 
solubilized substances, then, in theory, the grains lose only 
the caffeine, which is removed via filtration.

c)  A variation to this process involves the reincorpora-
tion of the recovered aqueous concentrate (caffeine-free) 
into the decaffeinated grain batch before drying it (Figure 
5)4. In theory, the metabolites that shouldn't be extracted 
during the decaffeination process are reincorporated into 
the decaffeinated grains.

However, despite the effort to reinstate secondary me-
tabolites solubilized by water, there are reports of chloroge-
nic acid losses (~ 20%) due to the decaffeination process 
with water18.

The use of solvents
One of the first patents associated with this decaffei-

nation method was registered in favor of Friedrich Meyer 
et al. in 1908, but benzene was used in his method as an 
organic solvent which eventually ceased to be used due to 
its toxicity67.

Presently, decaffeination through organic solvents is 
the most common and cost-efficient process used by indus-
try. Coffee beans are incubated in a steam bath to open 
their pores and increase their moisture by 12 to 40%4,22,70, 

increase the solubility of caffeine and dissolve caffeine-ba-
sed complexes with other molecules. Then, they are spra-
yed with dichloromethane, dichloroethylene, hexane, me-
thylene chloride, diisopropyl ether or ethyl acetate (EtOAc) 
to solubilize and remove caffeine molecules4,18,22,67,70. The 
process takes approximately 10 h to remove the organic 
solvent from the coffee beans.

Subsequently, the grains are dried up between 10 to 
12% of humidity4, the solvent mixed with the caffeine is 
processed to separate them and recover a pure extract of 
caffeine which is used in other industrial applications such 
as the production of medicines and carbonated drinks4,70. 
In general, the solvent is separated from caffeine via dis-
tillation, thus recovering a heterogeneous solid commonly 
called "coffee wax" composed of 60% caffeine and 40% of 
other substances, mainly lipids (triglycerides) (Figure 6)4. In 
the end, caffeine levels in the beans are reduced between 
0.02 to 0.3% on a dried weight basis65.

Trichloroethylene was used as a solvent until 1977, 
when it was removed from the process because it was 
considered a carcinogen. Nowadays, methylene chloride is 
used as this is a more specific organic solvent than water, 
but still, the process removes other compounds (eg, chlo-
rogenic acids), thus affecting the coffee's organoleptic pro-
perties. Farah et al.72 reported the analysis of decaffeinated 
and roasted coffee samples of C. arabica showed a 10% 
loss of chlorogenic acids compared to non-decaffeinated 
and roasted samples under the same conditions. 

On the other hand, the Food and Drug Administration 
(FDA) and the European Union allow, in roasted coffee 
beans, a maximum dichloromethane concentration of 10,4,70 
and 3 mg kg-1, respectively; However, the levels reported 
by industry are 100 times lower because its boiling point is 
40 °C (104 °F) and during roasting the grain is exposed to 
much higher temperatures (210-240 °C) with that any resi-
due thereof that could have been left in the grain after deca-
ffeination is volatilized18.

Additionally, the FDA allows a maximum of 10 ppm 
as a residual effect of methylene chloride in decaffeinated 
coffee samples. However, EtOAc is a non-chlorinated but 
flammable solvent that was introduced as an alternative to 
chlorinated compounds because it is considered a natural 

Figure 5. Water-based caffeine extraction scheme.
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compound since it is present in small quantities and in cer-
tain ripe fruits4.

Currently, there are no maximum permissible limits 
established for EtOAc in decaffeinated coffee4; However, 
EtOAc has certain disadvantages, such as a 5 to 6% solid 
leaching.

Supercritical fluid extraction (SFE)
The process is based on the patent registered in 1970 

by Studiengesellschaft Kohle of Mulheim, Germany, which 
demonstrated that supercritical carbon dioxide (CO2) is a 
more selective solvent for caffeine. The SFE is the most 
expensive process used by industry. However, it helps to re-
move metabolites from the endosperm through supercritical 
fluids using different solvents that act selectively and has 
the advantage of a shallow residual effect, thus eliminating 
the problem associated with other decaffeination methods.

In addition, since the process is applied to raw grains, 
the compounds responsible for the characteristic smell and 
taste of roasted coffee are not removed, so the sensory 
qualities of roasted and ground coffee, as well as those of 
the beverage, are not affected.

CO2 is the solvent of choice for the extraction of caffei-
ne from coffee beans because, however, it doesn't dissolve 
it as efficiently as other solvents4: it is inert, it isn't corrosi-
ve, it isn't combustible, it isn't explosive, it is abundant and 
cheap, it isn't toxic, it is a harmless ingredient in drinks and 
food, it is easily separated from the metabolite of interest 
after extraction, it has a low molecular weight, a low surface 
tension and quickly diffuses into the sample. In addition, it 
presents a low critical temperature (Tc: 31-31.8 °C) and cri-
tical pressure (Pc: 7.39 MPa)4,73,74.

SFE can be used in industrial processes such as de-
caffeination of caffeine-containing products (eg, coffee, tea, 
cocoa, mate grass, etc.) or for the recovery of specific se-
condary metabolites such as caffeine, lipids, and N-alkano-
yl-5-hydroxytryptamides (C5HTs)67,75.

Caffeine solubility increases with increasing pressure 
and temperature, which is why the process is conducted at 
temperatures greater than 31 °C (87.8 °F) and pressures 
above 1000 lb per square inch75.

Raw coffee beans are soaked in water until they reach 

a 45% humidity to then be placed in a sealed container. 
Then CO2 is injected into it at a pressure of approximately 
200 atm. CO2 is specific for caffeine, so it is removed, lea-
ving behind all other secondary metabolites, thus increasing 
their relative concentration.

Subsequently, the mixture of CO2 and caffeine is trans-
ferred to another chamber where the pressure is released, 
and the CO2 returns to its gaseous state, while the caffei-
ne and precipitated lipids are passed through an activated 
carbon filter. While the CO2 is reused in the decaffeination 
of a new batch of grain; the isolated caffeine is used in the 
manufacture of carbonated beverages and medications (Fi-
gure 7)4. 

Decaffeinated coffee beans have a drastic reduction in 
caffeine levels (~ 0.02%), are more susceptible to fungal at-
tack76 and display a brown or yellowish color extending from 
the surface across its entire transverse section4,77. Such 
pigmentation is attributed to high molecular weight mela-
noidins produced by high temperatures during the Maillard 
reaction77.

Melanoidins are brown water-soluble polymers that 
occur when the carbonyl groups (C=O) of reducing sugars 
condense with the amino groups of polypeptides (e.g., en-
zymes and proteins)77.

Breeding of coffee varieties
A cheaper and simpler alternative that doesn't involve 

the use of organic solvents, which leach other secondary 
metabolites, thus altering the organoleptic properties of 
coffee beans, whose residuality is not well seen by con-
sumers, is the development of caffeine-deficient varieties 
through plant breeding.

Caffeine content is a highly heritable polygenic and 
quantitative characteristic (strict inheritance = 0.80) in the 
case of intra or inter-specific crosses42,78, so the develop-
ment of varieties with low levels of caffeine is feasible throu-
gh crosses and selections. Selection alternatives include, 
but are not limited to:

a) The development of caffeine-deficient isogenic lines 
through controlled introgression between the most producti-
ve varieties of C. arabica and C. pseudozanguebariae or C. 
charreriana, which don't synthesize caffeine10. The absence 

Figure 6. Scheme of caffeine extraction based on organic solvents.

Caffeine. A critical review of contemporary scientific literature.
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of caffeine in some germplasms is caused by the expres-
sion of a recessive gene (caf1) when it is present in a ho-
mozygous state42.

b) Germplasm improvement based on spontaneous 
mutations. The cross between highly productive varieties of 
C. arabica and the Ethiopian AC1 mutant displays an avera-
ge caffeine accumulation of 0.76 mg g-1,36. The low caffeine 
accumulation is attributed to a reduction in the methyltrans-
ferase activity responsible for theobromine methylation, a 
caffeine's precursor, causing a systematic theobromine ac-
cumulation in plant tissues (Figure 1)36.

c)  Induced-mutation breeding. One case that exempli-
fies this alternative is the chemically induced mutant called 
Decaffito which originated when a Red Catuaí seed sample 
was exposed to sodium azide for 48 h resulting in the inte-
rruption of theobromine methylation, which causes the latter 
one to be systematically accumulated, thus interrupting the 
caffeine biosynthesis35.

This mutation follows a Mendelian segregation pattern 
(3:1), which means that its expression is recessive and is 
characterized by presenting smaller flowers with the capa-
city to produce viable pollen, early anthesis and a clear ten-
dency for cross-pollination35.

Metabolism
Caffeine is rapidly absorbed after ingestion22,55,79, and 

due to its hydrophobic nature, it crosses the stomach and 
small intestine cell membranes through passive diffusion; 
Once absorbed, it passes into the plasma blood where it is 

detected approximately five minutes after intake80 and then 
is distributed to all body tissues2,52,81.

It should be noted that when caffeine is ingested in iso-
lation, through drinks that contain it, its rapid absorption and 
circulation in the bloodstream can be observed; however, 
when its intake is produced together with food, its absorp-
tion slows down, so the concentration of the alkaloid in the 
blood plasma is reduced60.

Although the caffeine's half-life (T½), in adults is 
approximately 5-6 hours2,11,80 it can be extended due to a 
slower metabolism, as in the case of pregnant women (T½ = 
11.5-18 h)2,11,52,53 whose caffeine metabolism slows from the 
fourth month until delivery for reasons still unknown28,53,70.

In addition, the simultaneous consumption of nicotine 
and caffeine causes an increase in T½ of the latter due to a 
slowdown in its metabolism attributed to the effect of nicoti-
ne on the metabolic functions of the CYP1A2 enzyme82. Si-
milarly, certain antidepressants such as Fluvoxamine have 
the ability to inhibit CYP1A2 enzyme functions, thereby al-
tering the metabolism of caffeine and indirectly increasing 
its T½82.

On the other hand, although there is no evidence to 
show beyond any doubt that excessive caffeine consump-
tion interferes with fertilization11, there are records that sug-
gest an excessive intake has been correlated with sponta-
neous abortions83,84 and the consumption of more than 600 
mg/day during pregnancy is capable of inducing stunted 
growth and weight gain of the fetus concerning its expected 
chronological development during pregnancy11,83-85.

Figure 7. Scheme of caffeine extraction through supercritical fluids.
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In addition, it isn't possible to rule out the possibility that 
caffeine consumption during pregnancy impacts the fetus's 
neural development with subsequent repercussions on the 
individual's behavior during his life5. For all the above, the 
daily consumption of caffeine for pregnant, lactating women 
and for those who think about becoming pregnant shouldn't 
exceed between 200 to 300 mg11,56,83,86,87.

Women who take birth control pills, children (infants T½ 
= 80 h & 6 months of age T½ = 2.6 h), smokers and people 
with liver disease also metabolize caffeine slowly (T½ = 50-
160 h) 2,28,52,60,84,86 which makes them more suscepti-
ble to its effects. For this reason, it is recommended that the 
daily caffeine consumption for children shouldn't exceed 2.5 
mg kg-1 of live weight.83

Caffeine reaches its maximum concentration (Tmax), in 
blood plasma and breast milk, one hour after ingestion2,11,22,81 
and then it is inefficiently eliminated through the kidneys as 
it is rapidly reabsorbed in the kidney's tubules13,79.

Ingested caffeine is 95% metabolized in the liver by the 
enzyme cytochrome P450 oxidase (Isoforms: CYP1A1 & 
CYP1A2 AA)2,53,81,86,87 in three dimethylxanthines with phar-
macological action: (a) through a 3-N-demethylation ~ 70% 
is converted to paraxanthine (1,7-dimethylxanthine), (b) 
25% is transformed into a mixture of theophylline (1,3-di-
methylxanthine) and theobromine (3,7-dimethylxanthine) 
through of a 1-N-demethylation and a 7-N-demethylation 
respectively and finally (c) about 5% is oxidized without 
demethylation to form uracil and uric acid compounds 

(1,3,7-trimethyluric acid) (Figure 8)2,79,81.
Subsequently, these metabolic derivatives are deme-

thylated again by turning them into the corresponding mo-
nomethylxanthines before being oxidized in uric methyl 
acids and other derivatives. However, although most of the 
ingested caffeine is metabolized, a small percentage (3-6%) 
is excreted through the urine without changes11,13,22   toge-
ther with its metabolic derivatives22.

  In addition, caffeine influences hepatic lipid metabo-
lism and has a proven antioxidant activity88-90 which is si-
milar to that of glutathione and more significant than that of 
ascorbic acid79. In addition, caffeine´s antioxidant capacity 
was evaluated in a study in which oxidative stress was indu-
ced, in rodent liver cells, through the exogenous application 
of hydroxide radicals (OH-), peroxide radicals and oxygen 
molecules (O2).

 The results indicated that caffeine, at low concentra-
tions, could avoid lipid peroxidation caused by free radicals; 
However, its antioxidant effect was more significant when 
O2 molecules were applied and lower when hydroxides 
were used79.

Physiological effects
Caffeine exerts a psychoactive action that stimulates 

the central nervous system (CNS)19,91-93 because its mole-
cular structure is very similar to that of adenosine; an en-
dogenous neurotransmitter with an inhibitory effect capable 
of regulating sleep and arousal7,83 and therefore acts as an 

Figure 8. Human hepatic caffeine metabolism.
CYP: Cytochrome P450 | NAT 2: N-acetyltransferase 2 | XO: Xanthine oxidoreductase.
XO ?: unknown Xanthine oxidoreductase. Adapted from Ludwig et al.2.

Caffeine. A critical review of contemporary scientific literature.
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antagonist of the latter one1,2,92,94 that is to say that it com-
petes with adenosine by coupling with its receptors (ie, A1, 
A2A, A2B, & A3).

The activation of the A1 and A2A receptors specifically 
affects the CNS because type A1 receptors are distributed 
throughout the brain mass with a greater concentration in 
the hippocampus and hypothalamus as well as in the ce-
rebral cortex and cerebellum2,5,11,95; while type A2A receptors 
are concentrated in brain regions rich in dopamine such as 
the striatum, the globus pallidus and the subthalamic nu-
cleus2,5,60,96 where, when activated, they promote its synthe-
sis79.

However, type A2A receptors can also be found in tis-
sues not associated with the CNS (e.g., the cardiovascular 
system), where when activated, they promote tissue repair, 
wound healing, collagen production as well as reducing 
inflammation and protecting the liver from acute inflam-
mations28,79.

Adenosine inhibits the spontaneous release of ace-
tylcholine, norepinephrine (the hypothalamus' main neu-
rotransmitter), dopamine, serotonin, and γ-aminobutyric 
acid97. However, when competing with adenosine for the 
same receptors (A2A), caffeine causes the opposite effect, 
an increase in dopamine levels which in turn causes sti-
mulation of the CNS11,87. Similarly, caffeine also increases 
the blood plasma concentration of serotonin, acetylcholine, 
γ-aminobutyric acid and glutamate87.

Caffeine effects aren't limited to the CNS because it 
also affects the sympathetic nervous system when it inte-
racts with its primary neurotransmitters (i.e., adrenaline and 
norepinephrine)2,81,98.

Unfortunately, the evidence indicates that caffeine at 
low concentrations (10 and 20 mg kg-1) worsens cases of 
acute liver inflammation; Conversely, at high concentrations 
(100 mg kg-1) completely blocks inflammatory responses 
through another mechanism non-related to the A2A recep-
tors79.

The action of adenosine in both receptors has the oppo-
site physiological effects. When adenosine is coupled to the 
A1 receptors, it induces vasoconstriction that affects the re-
nal arterioles, which in turn translates into a reduction in 
blood flow and a decrease in the filtration rate81. In contrast, 
when coupled to A2A receptors, it causes vasodilation of the 
renal arterioles; However, the effect of the first cancels the 
effect of the second, so the result is vasoconstriction.

However, when caffeine successfully competes with 
adenosine for A1 receptors, the result is vasodilation that 
causes a greater rate of filtration, urine output, increased 
blood flow and reduced blood pressure81. This result is to be 
expected since one property that characterizes xanthines 
is their vasodilator effect, which is why they are used as 
bronchodilators3,26,85.

In contrast, evidence indicates that caffeine acts as a 
vasoconstrictor at a brain mass level thus, it causes a de-
crease in blood flow in the brain82. If we consider that many 
headaches are associated with increased blood circulation 
in the brain mass, then it can be understood why several 
medications formulated for migraines contain caffeine28,82.
Caffeine also can improve attention (the ability to concen-
trate on one task while ignoring less relevant ones), sur-
veillance (the ability to maintain performance in a task for 
extended periods), reflexes and information processing 
speed9,11,65 at a dose ≤ 100 mg28 within the parameters es-
tablished by the law of Yerkes-Dodson60. According to Yer-
kes-Dodson law, there is a relationship between the degree 

of stimulation and the performance of an individual in such 
a way that an adequately stimulated person will have a high 
degree of performance and vice versa.

For example, administering caffeine to a fatigued per-
son will cause performance improvement. However, when a 
state of hyperstimulation is reached, performance decrea-
ses. In such a way that when administering caffeine to a 
previously stimulated individual, the obtained effect is con-
trary to the expected.

In addition, caffeine also improves long-term memory 
and symptoms associated with Parkinson's disease (e.g., 
tremors) through dopamine secretion2. On the other hand, 
the evidence suggests that caffeine confers a certain de-
gree of protection against the development of skin cancers 
induced by ultraviolet light9,27.

Finally, there is a significant correlation between the 
antioxidant capacity of coffee and caffeine, which sug-
gests that the latter is an antioxidant in itself, contributing 
to reducing the concentration of free radicals (eg, NO+, NO-, 
ONOO-, H2O2, O2

-, NO, & OH-) in the body50.

Caffeine and physical fatigue
Caffeine has an ergogenic effect that reduces the fe-

eling of fatigue when performing exercises or physical 
work1,2,19 which is why athletes from multiple disciplines con-
sume it legally as a supplement82. In addition, the ergoge-
nic effect didn't go unnoticed by many American companies 
which, during World War II, offered to their workers coffee 
for free since an increase in productivity was demonstrated 
and by the end of 1952 80% of the companies had instituted 
what is now known as the coffee break99.

However, the evidence indicates that caffeine metabo-
lism varies significantly between people in such a way that 
the time required to reach the maximum blood concentra-
tion (Tmax) can range between 0.5 to 3 h60. Curiously, the 
evidence suggests that the alkaloid ergogenic effects are 
not linked to its Tmax, that is, that such effects are observed 
under a wide range of concentrations in different individuals 
as long as the concentration in the blood plasma doesn't 
plummet below 15 to 20 µM60.

Due to its proven ergogenic effect and rapid absorp-
tion through the oral mucosa, the Department of Defense 
of the United States of America provides its members with 
chewing gum whose formulation contains caffeine and adds 
it to specific military rations60. Consequently, it could be spe-
culated that workers who perform jobs that require high phy-
sical performance could benefit from its stimulating effects, 
as in the case of athletes or those who need to remain alert 
for extended periods, as in the case of drivers with nighttime 
shifts, aviation pilots, hospitals' medical staff among others.

Unfortunately, due to its ergogenic effect, the Internatio-
nal Olympic Committee introduced an anti-doping program 
in 1984 through which an athlete can be disqualified if their 
caffeine levels reach 12 µg ml-1 of blood plasma which is 
tantamount to consuming 9 mg of caffeine per kilogram of 
live weight one hour before the test11,60.

However, in 2004 the World Anti-Doping Agency remo-
ved caffeine from the list of prohibited substances due to the 
difficulty of determining whether the such concentration is 
due to differences in people's metabolic efficiency or to social 
or intentional consumption before a sports competition11,60.

Caffeine and gastric acidity
Multiple reports confirm a connection between coffee 

consumption and an increase in gastric acidity caused by 
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an increase in gastric acid (HCl) secretion13,67,100, which in 
some susceptible individuals or those who suffer from a 
Helicobacter pylori infection can cause acute stomach acid 
and gastroesophageal reflux after drinking coffee67.

However, experiences reported by Pehl et al.101 sug-
gest the intake of decaffeinated coffees is a viable option for 
patients suffering from gastric acid and gastroesophageal 
reflux. A study conducted to evaluate the effect of caffeine 
on gastric acid secretion was attended by 10 healthy vo-
lunteers who were supplied with 50 ml of a control solution 
(10 g of glucose in 100 ml of water), coffee drink (240 mg of 
caffeine in 100 ml) and decaffeinated coffee drink (0.1 mg 
of caffeine in 100 ml).

The results indicate that standard coffee increased gas-
trin secretion 2.3 three times more compared to the secre-
tion observed in controls, while decaffeinated coffee increa-
sed gastrin secretion only 1.7 times67. Gastrin is a linear 
peptide secreted by the stomach parietal cells (G cells) and 
has a hormonal function because it regulates the secretion 
of HCl in addition to stimulating the growth of the stomach 
mucosa in regions responsible for the secretion of HCl.

The evidence shows a significant reduction in the de-
gree of esophageal acidity and a reduction in the amount 
of gastroesophageal reflux due to the ingestion of deca-
ffeinated coffee produced through CO2

- based supercritical 
extraction101.

Caffeine and osteoporosis
The claims that caffeine is positively correlated with 

osteoporosis, in men and especially in postmenopausal 
women, expressed by a reduction in bone density and an 
increase in the number of fractures, are based on inconclu-
sive experiences, so the subject continues to be a scientific 
debate.

Osteoporosis is a condition in which the apatite crystals 
break off with the subsequent degradation of bone, and al-
though the process is also called decalcification, the truth is 
that more than simply calcium is lost in the process.

In general, the data suggest that an increase in caffeine 
intake reduces the efficiency of calcium absorption in the 
digestive tract5,83, reduces bone density thereby increasing 
the risk of fractures5 while calcium and magnesium excre-
tion increases through the urine1,18,102 especially when the 
intake exceeds 750 mg day-1 26; However, this can be com-
pensated through vitamin D and calcium ingestion at the 
recommended dose (800 mg day-1)1,83 or through the intake 
of a glass of milk per day26.

Caffeine and alterations to the genetic code
Finally, although caffeine has a demonstrated in vitro 

mutagenic capacity1,13 the evidence suggests that the alka-
loid lacks mutagenic effects in humans. Caffeine lacks car-
cinogenic potential because it doesn't build complexes with 

DNA (adducts) since it doesn't covalently engage with it, 
is not metabolically activated and lacks the typical structu-
ral characteristics of purine-type carcinogens. In addition, 
in 1983, the Scientific Committee on Food concluded that 
based on evidence, caffeine doesn't exert mutagenic, car-
cinogenic or teratogenic effects in humans at current levels 
of consump-tion55.

Despite this, there are reports that caffeine can exacer-
bate the teratogenic capacity of tobacco and alcohol1.

Toxicity
Reports of fatalities caused by caffeine overdose are 

uncommon, and the registered cases aren't associated 
with the consumption of food or beverages rich in it but be-
cause of the ingestion of medications that contain it (Ta-
ble 3)2,11,28,59. However, there are currently many recorded 
cases of acute toxicity due to the intake of energy drinks 
which, although they do not describe their caffeine content, 
may contain between 70 to 180 mg of the alkaloid per can of 
8 to 16 ounces or 500 mg in 24-ounce bottles59. 

That is why the current US legislation limits caffeine 
content to 150 to 200 mg L-1 in all beverages unrelated to 
coffee or tea12,22. In addition, to protect the consumer, the 
law mandates that all beverages unrelated to coffee or tea 
that exceed this limit should add the following note: War-
ning: Contains high amounts of caffeine22.

On the other side, caffeine's mean lethal dose (LD50) 
varies according to the individual susceptibility; however it 
is estimated to be ~ 200 mg kg-1 of live weight, which is 
tantamount to 3.5 g for an adult human being60; The LD50 is 
a standard measure of the level of acute toxicity that is ex-
pressed in mg of substance per kg of live weight. The LD50 
also represents the individual dose required to kill 50% of a 
population of test animals.

Generally speaking, the accepted LD50 oral is 10 g of 
caffeine4,12,13, in other words, 170 mg kg-1 live weight12,13, 
which is equivalent to drinking between 75 to 100 cups of 
coffee with the concomitant elevation of caffeine in blood 
plasma between 0.5 to 1 mM; However, there are recorded 
cases of deaths due to ingesting 6.5 g102 or even 2 g of 
caffeine2.

Interestingly, taking advantage of its toxicity, there are 
records of the combined use of methylxanthines (i.e., caffei-
ne and theobromine) in lethal doses for the demographic 
control of wild canine populations (e.g., coyotes)97.

Toxicity manifests itself in sensitive adults in various 
ways such as nervousness, irritability, cardiovascular di-
sorders (ie, cardiac arrhythmia [tachycardia] or cardiac 
arrest)9,11,19, insomnia, accelerated breathing, gastrointesti-
nal disorders (e.g., nausea, vomiting, and diarrhea)11,19,102,103, 
diuresis63,70,100,104, gastric acid secretion63, seizures13, eleva-
ted blood levels of free fatty acids and glucose100, hyperten-
sion65,69,105,106 and hypotension11, resistance to the peripheral 

Table 3. Over the Counter Medications that Contain Caffeine. 
Reproduced with permission of Graham13 & McLellan et al.60.
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circulation1, fever, hallucinations11 and in the case of sen-
sitive adults the consumption of 100 mg of caffeine (~ 1.4 
mg kg-1 body weight) may reduce the duration of the sleep 
period1,11,55,93, but the latter one can be mitigated by admi-
nistering melatonin which is a natural hormone capable of 
regulating the sleep cycle11.

Although caffeine above mentioned disorders in human 
physiology depends on the speed with which it is absorbed, 
distributed, metabolized and excreted (through the urine), 
there is also evidence that certain disorders such as social 
anxiety disorder and panic disorder can exacerbate those 
conditions82.

Even though regular coffee consumption leads to develo-
ping some tolerance to several of these disorders (e.g., anxiety 
and increased heart rate)2,11,28,81,86, the demand for decaffeina-
ted coffees has gained terrain in the international market.

On the other hand, caffeine withdrawal can cause, in 
some individuals, a series of disorders that manifest approxi-
mately 20 to 40 h after the last consumption11,28,82 among 
which we can mention: headaches, trouble concentrating, 
irritability, insomnia, weakness, anxiety, increased muscle 
tension, tremor, dizziness, nausea, and vomiting26,28,59,100, 
fatigue and depression11,26,28.

Since disorders caused by caffeine withdrawal are re-
lieved by consuming it again, some researchers propose 
that the beneficial physiological effects typically associated 
with caffeine (eg, ergogenic effect, improved attention, con-
centration, reflexes, and processing speed, improvement of 
long-term memory, etc.) are really due to the normalization 
of cognitive functions in individuals who have developed a 
dependence59,60 who in turn develop a tolerance to caffeine 
reason why with time its dose tends to be gradually increa-
sed67.

However, regardless of regular consumption, there is 
evidence that the consumer's ability to develop caffeine to-
lerance is only partial or incomplete82 in part due to their ge-
nomic constitution. For example, individuals with the allelic 
form CYP1A2*1F or CYP1A2 AA, both cytochrome P450, 
display a rapid caffeine metabolism53,87,107; Meanwhile, in-
dividuals with other allelic variations such as CYP1A2 CC 
or CYP1A2*1K alleles display a slower alkaloid metabo-
lism85,87,107.

Curiously, although caffeine was incorporated into the 
Manual of Diagnostics and Statistics of Mental Disorders 
(5th edition) of the American Psychiatric Association (APA), 
it has not yet been recognized as an addiction despite the 
apparent disorders associated with withdrawal in those indi-
viduals who have developed a dependence11,28. This may be 
because the APA doesn't consider it a dangerous addiction 
for those who develop it26, in addition to the fact that it has 
been referred to as a safe substance by the United States 
Department of Health and Human Services4.

Caffeine industrial applications
Annually, about 120 000 tm of caffeine are consumed12, 

usually as an additive in cosmetics, cola drinks, and energy 
drinks12,27,55, and in the particular case of cola soft drinks, 
caffeine is added to improve their flavor. In addition, caffei-
ne is also used in the formulation of certain medications 
to relieve pain28,65,82 in combination with anti-inflammatory 
analgesic formulas or with ergotamine for the treatment of 
migraine12,103.

There are also reports of its use together with ephedri-
ne or synephrine in weight reduction treatments55,103. Caffei-
ne is also used as an additive in creams for the treatment of 

cellulitis due to its vasoconstrictor effect27 which also redu-
ces blood flow to the brain, which is why it is also used in the 
formulation of medications for the treatment of migraines or 
headaches.

Conclusions
When talking about caffeine, it is impossible not to talk 

about tea or coffee since both are plant sources that contain 
it in significant quantities and are the most consumed be-
verages worldwide. On the other hand, the fact that coffee 
appears as the second export item after oil and its derivati-
ves renders the artificial synthesis of caffeine an eco-nomi-
cally irrelevant task.

Curiously, coffee occupies the second place in world 
consumption after tea50,91,108 since the latter is consumed in 
many countries. According to Grigg93, "for every three cups 
of tea that are drunk in the world, one of coffee is consu-
med"; However, the cup of tea is cheaper than that of coffee 
because 1 kg of tea produces 4 to 5 times more cups than 
1 kg of coffee93.

In addition, coffee's popularity is not based on its nu-
tritional value or potential health benefits but on its plea-
sant taste and the stimulating properties of caffeine. This 
seems to be supported by the latest statistics published by 
the International Coffee Organization, according to which 
approximately 1.4 billion cups of coffee are consumed dai-
ly50; Furthermore, the global consumption rate has doubled 
in the last 50 years because of the opening of new mar-
kets11.

Finally, the ever-increasing production is the primary re-
ason for the current low prices of this commodity in the inter-
national market, independently of the species involved (C. 
arabica vs. C. canephora); As a consequence, large quan-
tities of coffee and caffeine are available to the final consu-
mers at very affordable prices. Thus, it can be concluded 
that coffee and, consequently, caffeine have managed to 
maintain their status to such an extent that no one considers 
a significant reduction in worldwide consumption despite re-
ligious restrictions such as the fact that since roasted coffee 
beans are similar in appearance to coal, its consumption is 
rohibited by the Koran11.
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Introducción
El proceso de triaje en los servicios hospitalarios de 

emergencia en lo relacionado al diagnóstico clínico de los 
pacientes infectados por SARS-CoV-21 ha sido muy varia-
ble, debido principalmente por lo nuevo de la enfermedad y 
del comportamiento de esta en diferentes regiones del pla-
neta; lo que implica una alta complejidad para identificar co-
rrectamente la sintomatología antes de solicitar una prueba 

de laboratorio que es limitada y costosa2. De forma, que 
resulta crítico desarrollar criterios objetivos de triaje, adap-
tándolos a los cambios en el conocimiento y manejo de la 
enfermedad; para ello implementar una herramienta de fácil 
uso que integre los algoritmos adecuados para la selección 
adecuada de los pacientes lo que permitirá la asignación de 
los recursos a aquellos que se encuentren en condiciones 
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Resumen: Los servicios de emergencia a nivel mundial se han visto sobrepasados en sus capacidades debido a la 
pandemia de SARS-CoV-2, situación generalizada en países con sistemas sanitarios robustos y agravados en países 
rezagados. Como una solución, la aplicación Doctor 1847 se desarrolló entre los meses de abril y mayo de 2020 en 
Tegucigalpa, Honduras; para hacer auto diagnóstico, triaje, seguimiento de pacientes sospechosos y confirmados por 
infección de SARS-CoV-2, reduciendo las demoras sanitarias. Con este software se minimizó la congestión de pacientes 
que acuden a una emergencia hospitalaria por considerar tener esta enfermedad, al hacer uso de manera temprana de 
esta herramienta se obtiene la identificación de signos y síntomas de peligro que pueden conllevar a estados críticos que 
requieren acceso a servicios de urgencia y especializados. También se disminuyó el riesgo a pacientes sanos, personal 
sanitario y de servicio, de exponerse a un verdadero riesgo. De forma complementaria, se entregó una interfaz web con 
datos útiles para los tomadores de decisiones en cuanto al control de esta pandemia, conociendo el comportamiento 
sintomático de esta enfermedad en el país. Todo lo anterior ha sido posible debido al paradigma de la computación en la 
nube, aprovechando su capacidad elástica y ubicua; en conjunto con las capacidades de las redes convergentes de nueva 
generación y dispositivos móviles inteligentes.

Palabras clave: SARS-CoV-2, Telemedicina, Triaje, Salud Pública, Epidemiología, Computación en la Nube.

Abstract: Emergency services worldwide have been overwhelmed in their capacities due to the SARS-CoV-2 pandemic, a 
generalized situation in countries with robust health systems and aggravated in lagging countries. As a solution, the Doctor 
1847 application was developed between April and May 2020 in Tegucigalpa, Honduras, to perform self-diagnosis, triage, 
and follow-up of suspected and confirmed patients with SARS-CoV-2 infection, reducing health delays. With this software, 
the congestion of patients who come to a hospital emergency for considering having this disease was minimized; by 
making early use of this tool, the identification of signs and symptoms of danger that can lead to critical states that require 
access to emergency and specialized services. The risk to healthy patients, health and service personnel of being exposed 
to a real risk was also reduced. In a complementary way, a web interface was delivered with valuable data for decision-
makers regarding controlling this pandemic, knowing the symptomatic behavior of this disease in the country. All of the 
above has been possible due to the cloud computing paradigm, taking advantage of its elastic and ubiquitous capacity; in 
conjunction with the capabilities of next-generation converged networks and intelligent mobile devices.

Key words: SARS-CoV-2, Telemedicine, triage, Public health, Epidemiology, Cloud Computing.
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más graves y permitiendo un manejo ambulatorio o en casa 
de los casos leves; evitando el hacinamiento hospitalario3.

Doctor 1847 es una herramienta que fue diseñada y 
desarrollada por equipos multidisciplinarios de la Universi-
dad Nacional Autónoma de Honduras (UNAH) y la Univer-
sidad Santiago de Compostela (USC) en colaboración con 
agencias del Gobierno de Honduras como ser la Secretaría 
de Salud, Secretaría de Seguridad y Casa Presidencial, du-
rante la crisis pandémica del año 2020. El desarrollo del 
algoritmo se hizo al combinar las buenas prácticas publica-
das por la Organización Mundial de la Salud (OMS)4, publi-
caciones científicas y sobre todo contando con aportes crí-
ticos de expertos de la comunidad sanitaria, especialmente 
el personal médico de emergencias, medicina interna, epi-
demiólogos y salubristas.

Los algoritmos implementados fueron desarrollados 
siguiendo árboles de decisión que se respaldan en los pro-
tocolos de manejo aprobados por la OMS, que al automa-
tizarse facilitan el uso por parte de pacientes y personal 
sanitario5-8. Estos algoritmos se adecuaron para sistemati-
zar las decisiones de diagnóstico, permitiendo la personali-
zación de acuerdo con las necesidades de los organismos 
regionales/nacionales de salud, la herramienta es gratuita 
para todos los usuarios, está disponible de forma amplia, 
portable y con una interfaz de fácil uso y sobre todo que 
permite la actualización dinámica conforme los cambios en 
los protocolos de manejo, liberando de esta forma la carga 
cognitiva del personal de salud. Se ejecuta con dispositivos 
inteligentes lo que permite el acceso cuasi universal, ya que 
en la actualidad es la terminal de acceso masificada y eco-
nómica que llega a todos los estratos sociales9.

El trabajo de describir el comportamiento y el manejo 
del SARS-CoV-2 ha recaído en los centros de investigación 
adscritos a las universidades, mediante el uso de estra-
tegias a nivel local, regional e internacional. Así mismo el 
empleo de tecnologías convergentes, de alto rendimiento 
y alta disponibilidad que ha permitido acelerar la captura, 
reducción, modelado de datos para encontrar soluciones 
útiles a las ciencias médicas, ofreciendo herramientas para 
el desarrollo de medicina de precisión y personalizada para 
controlar la propagación del brote viral del COVID-1910-12.

Doctor 1847 tiene como objetivo reducir las demoras 
sanitarias asociadas a COVID-19, por medio de facilitar la 
identificación de los síntomas, a la vez que permita dife-
renciar esta infección de otras enfermedades comunes. Es 
en sí, una herramienta de detección clínica confiable que 
ayuda a identificar y aislar a las personas infectadas (o sos-
pechosas) por SARS-CoV-2, ralentizando la prevalencia de 
la enfermedad. En los siguientes párrafos se describe el 
método de desarrollo y en los resultados se muestran los 
datos obtenidos de la implementación y uso por parte de 
los pacientes, finalmente se hace una descripción de los 
hallazgos desde una perspectiva salubrista. 

Materiales y métodos 
Doctor 1847 se fundamenta en los conceptos de tele-

medicina, que es actualmente un paradigma que combina 
la salud pública y clínica tradicional con elementos tecno-
lógicos para brindar servicios sanitarios de forma remota, 
permitiendo la cobertura de salud en regiones geográficas 
desatendidas o de difícil acceso13. La aparición del SARS-
CoV-2 requirió incorporar protocolos y tratamientos en di-
ferentes etapas de los brotes, con ello se pudo lograr la 

vigilancia de la enfermedad basada en análisis de datos. 
La telemedicina, fue una herramienta novedosa en esta 
pandemia, especialmente para actividades relacionadas 
con los procesos de triaje, diagnóstico y seguimiento de 
pacientes. Con ello se limitó la exposición innecesaria de 
personas sanas al confundir su sintomatología con el CO-
VID-19, logrando reducir la saturación y demora en los es-
tablecimientos de salud, mejorando la estructura de costos 
y sobre todo limitando el riesgo del personal sanitario.

Los métodos existentes a nivel clínico presencial son 
adaptables a procesos digitales, después de una búsque-
das de estos métodos aplicables utilizando la estandariza-
ción en los servicios sanitarios se requiere que estos cuen-
ten con la suficiente flexibilidad y sean congruentes con la 
realidad tecnológica, con las barreras culturales, organiza-
cionales y regulatorias; la metodología ágil empleada fue 
SCRUM14 que permitió desarrollar una solución tecnológi-
ca basada en evidencia científica utilizada para mitigar el 
SARS-CoV-2, bajo normas de calidad. La toma de datos 
para este estudio se llevó a cabo entre junio del 2020 y 
mayo del 2021, en todo el territorio de Honduras, realizando 
el análisis de datos al finalizar este período.

Se utilizó como guía para el flujo de operación y captu-
ra de datos el protocolo de manejo de pacientes sospecho-
sos y confirmados por SARS-CoV-2 emitidos por la OMS 
y la Secretaría de Salud de Honduras (SESAL), utilizando 
técnicas de telemedicina desarrolladas al interior de la aca-
demia que finalizan con la sistematización del protocolo, 
permitiendo el uso de sistemas informáticos para el mane-
jo de datos en tiempo real. Estos han sido desarrollados 
siguiendo la metodología incremental estándar de la inge-
niería de software, que se fundamenta en prototipos funcio-
nales iterativos.

Doctor 1847, requería que el participante realizara un 
cuestionario con respuestas binarias con respecto a la pre-
valencia de los síntomas y condiciones epidemiológicas. 
Para algunos síntomas (como ser fiebre, tos, diarrea, etc.) 
se recopilaban detalles adicionales como rango de tempe-
ratura o expectoración. Si los usuarios buscaban consejos 
profesionales de atención médica se le redirigía a un gru-
po de asistencia mediante un call center, donde médicos 
realizaban preguntas adicionales con respecto a su condi-
ción y se le guiaba en el tratamiento a seguir. El estudio fue 
anónimo; con un consentimiento informado presentado al 
momento de registrarse en Doctor 1847, para los datos re-
cabados no fue necesario ninguna gestión a nivel ético. La 
participación estaba abierta a todos los adultos mayores de 
edad (más de 18 años), haciendo énfasis en las acciones 
necesarias para evitar la propagación del contagio entre fa-
miliares y allegados.

Con los datos ingresados por el usuario, Doctor 1847 
crea un expediente clínico que incluye una bitácora de se-
guimiento de síntomas y su evolución. Los componentes de 
una historia clínica son ingresados por el usuario, se inclu-
yen los datos generales (antropométricos, demográficos y 
otros), síntoma principal, historia de la enfermedad actual, 
signos vitales (cuando fuese posible obtenerlos), revisión 
por aparatos, órganos y sistemas, impresión diagnóstica 
previa a la teleconsulta, antecedentes personales y pato-
lógicos. Doctor 1847 se diseñó implementando técnicas 
de telemedicina para un triaje oportuno y sin exposición a 
riesgos, manejo de la enfermedad, seguimiento y control 
de los sospechosos, altamente sospechosos y pacientes 
confirmados. A nivel de toma de decisiones, implementa re-
portería y consultas que coadyuvan en la reducción de cos-
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tos, administración de tratamientos, generación de mapas 
con datos en tiempo real para los cercos epidemiológicos 
necesarios para el control del COVID-19.

Doctor 1847 presenta formularios con una serie de 
preguntas clínicas junto con la combinación de datos auto-
matizados generados por software para estimar un índice 
de probabilidad de que el usuario estuviese sospechoso de 
SARS-CoV-2. Al finalizar el cuestionario la aplicación rea-
lizará diferentes procesos, centrados en la generación de 
alertas georreferenciadas para informar a los servicios pri-
marios de salud sobre la presencia de casos sospechosos 
y la gravedad de estos. Al paciente, dependiendo de los 
resultados se le muestran opciones a elegir. En caso de 
que se requiera asistencia médica ambulatoria o de emer-
gencia se indicará a que establecimiento de salud dirigirse 
o bien se podrá notificar a los servicios de emergencia para 
despachar un equipo en ambulancia.

Si la gravedad del caso es alta, recaerá en el personal 
sanitario realizar pruebas clínicas y radiológicas a conve-
niencia; al confirmarse por medio de alguna prueba rápi-
da o mediante una PCR-RT15 se le facilitaría el proceso de 
cuarentena a los familiares que pudieron contagiarse por 
estar en contacto con el paciente infectado. Todos estos 
datos permitirán dar seguimiento epidemiológico y exten-
der una red de contactos en base a los datos que provea 
el paciente y sus familiares, volviendo efectivos los cercos 
epidemiológicos a gran escala.

La aplicación se desarrolló para teléfonos inteligentes 
iPhone y Android utilizando kits de herramientas de desa-
rrollo de software disponibles comercialmente (Apple SDK 
3.016 y Android SDK 7.1.117). Se desarrolló una interfaz 
de gestión basada en tecnología web responsive usando 
Apache Foundation HTTP Server18 y el lenguaje PHP19. Se 
cuenta con un servidor para registrar los establecimientos 
de salud de acuerdo con su capacidad de atención y las 
preguntas de los cuestionarios. La aplicación se conecta 
al servidor para leer las preguntas clínicas, calcular las 
respuestas y generar una decisión basada en un índice de 
gravedad, la elegibilidad del tratamiento, la ubicación de la 
ambulancia y la información para toma de decisión para re-
ducir las demoras de atención.

Doctor 1847 opera aprovechando las capacidades 
ofrecidas por el paradigma de la computación en la nube 
(cloud computing), aprovechando tres tecnologías emer-
gentes como ser la virtualización, tenencia múltiple y or-
questación automática; logrando con esto la reducción de 
costos de operación y despliegue, pudiendo maximizar el 
acceso para los usuarios20. Al publicar la aplicación a las 
tiendas de aplicaciones móviles se puede distribuir rápida-
mente actualizaciones a los usuarios. Los tomadores de 
decisiones aprovechan la capacidad ubicua ya que pueden 
acceder a los datos por medio de un portal web con todos 
los datos necesarios para realizar cualquier análisis. 

Resultados
Doctor 1847, fue publicado para Google Android el 15 

de junio de 2020 y para Apple iOS en 15 de agosto del 
2020. Al cabo de ocho semanas, se efectuaron 2307 des-
cargas. La aplicación sólo está disponible en idioma espa-
ñol y fue anunciado a través de TV, radio, periódico y en 
línea; junto con un comunicado de prensa oficial a nivel 
nacional. La aplicación inicia con un cuestionario sobre 
información demográfica (edad, género, localidad, etc.) y 

un breve historial médico previo referente a enfermedades 
crónicas. Los participantes son notificados diariamente por 
medio de notificaciones push o bien usando correo elec-
trónico, llamada y servicios de mensajería digital; con el fin 
de consultarles si estaban experimentando síntomas, así 
mismo para conocer si habían asistido a las consultas mé-
dicas y si se realizaron alguna de las pruebas laboratoriales 
disponibles para detectar el virus SARS-CoV-2.

A partir del análisis de las necesidades de la solución 
de software, se obtuvo un flujograma, en el cual se espe-
cificaron los datos a capturar, el procesamiento y la salida 
de los elementos de control que deben de informarse a los 
pacientes y a los tomadores de decisiones. De las etapas 
importantes cabe destacar la geolocalización del usuario 
con el fin de ofrecerle servicios de emergencia y para poder 
conocer los sitios (y personas en algunos casos) que han 
estado en contacto con el paciente en caso de ser positivo 
de SARS-CoV-2. Con los datos del usuario el flujo continúa 
y la aplicación toma la decisión del tipo de atención que 
debe recibir, este comportamiento se altera a través de los 
cambios del estado de salud del paciente como por acción 
del lado sanitario. Finalmente se obtiene la acción que se 
debe seguir que va desde quedarse en casa con monitoreo 
sanitarios hasta ser trasladado de emergencia debido a su 
estado. Este flujo se describe en la Figura 1.  

La toma de datos se realiza a través de un diseño intui-
tivo de formularios, estos sirven para capturar y almacenar 
el estado de salud del usuario y sus variables clínicas de 
interés. Los datos se copian localmente en el dispositivo y 
se replican a los servidores de aplicaciones en la nube, es-
tos son imprescindibles para que los árboles de decisión se 
ejecuten y guíen en el proceso de atención. Los formularios 
se detallan en la Figura 2.  

En la pantalla principal aparecen una serie de opciones 
que van desde actualizar los datos ya ingresados, progra-
mar citas médicas, solicitar atención de emergencia, ac-
ceder a documentación sobre la enfermedad y sobre todo 
se indican los síntomas de alarma que requieren que los 
servicios de emergencia despachen equipos de atención y 
de ser necesario se realice el traslado del usuario en ambu-
lancia a un establecimiento de salud del segundo o tercer 
nivel. Las opciones de Doctor 1847 que se actualizan de 
forma automática son aquellas vinculadas con citas, proto-
colos de atención e información para el usuario para cono-
cer y protegerse del COVID-19. Estas opciones se detallan 
en la Figura 3. 

Entre junio del 2020 a mayo del 2021, 4614 personas 
habían sido agendadas para asistir a una cita médica por 
diversas causas relacionadas al SARS-CoV-2, por medio 
de Doctor 1847. En total, 3925 (85%) fueron atendidos, 473 
(10%) no se presentaron y 216 (5%) estaban pendientes. 
De los atendidos 345 (8.79%) eran altamente sospechosos, 
344 (8.76%) confirmados, 674 (17.17%) sospechosos y 
2563 (65.28%) no sospechosos por COVID-19. Mediante el 
uso de pruebas de reacción en cadena de polimerasa con 
transcriptasa inversa (PCR-RT) del grupo altamente sospe-
choso, de ellos 339 (98.26%) fueron confirmados mediante 
técnicas laboratoriales. Esta muestra proyecta un odd ratio 
(OR)9 de 0.0945 con un intervalo de confianza (CI) entre 
0.0839 – 0.1066, con un valor Z de 38.579 y significancia 
P < 0.0001; para casos que sean positivos por COVID-19.

En los formularios de la aplicación, se solicitó detalles 
sobre sintomatología. De ellos se calcularon los OR para 
todos los síntomas, según nuestros datos, los más signifi-
cativos son la fiebre (OR 0.505, IC 95%, 0.415-0.616) y la 
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diarrea (OR 0.469, IC 95% 0.397-0.553). Aparte de estos, 
identificamos que los síntomas como la perdida de olfato 
y el gusto, dolor de cabeza y dificultad para respirar como 
los cinco síntomas más fuertes para indicar que existe una 
infección por COVID-19. El OR para la pérdida del olfato 
y el gusto fue 0.328 (IC 95% 0.286-0.376); de importan-
cia comparable fue el dolor de cabeza (OR 0.310, IC 95% 
0.267-0.361) y la dificultad para respirar (OR 0.309, IC 95% 
0.265-0.361). Los escalofríos, la fiebre y la dificultad para 
respirar se han identificado como síntomas comunes en 
los principales medios de comunicación. La diarrea se ha 

informado como una condición poco común; sin embargo, 
nuestros datos sugieren un valor predictivo significativo. 
Gráficamente se representa en la Figura 4. 

Para reducir la prevalencia del COVID-19, es necesario 
contar con herramientas de seguimiento eficaces. La fun-
ción de geolocalización de Doctor 1847, ayuda a identificar 
las zonas de calor de infecciones, por medio de indicar en 
un sistema de información geográfica un mapeo de las ci-
tas, infectados, recursos y demás indicadores que se gene-
ran a partir del Big Data de la aplicación. El manejo de los 
datos de esta forma facilita tener una visión que va de una 

Figura 1. Flujograma del triaje de Doctor 1847, siguiendo protocolos aprobados al momento del desarrollo. Se hace énfasis 
en clasificar a los participantes con la finalidad no incrementar la carga hospitalaria.

Figura 2. Se muestran las diferentes instancias de consulta binaria, se hace hincapié en la facilidad de compresión de los 
cuestionarios, utilizando un diseño de UX simple e intuitivo para evitar datos espurios y afinar la atención al participante.
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perspectiva general a especifica de la situación del SARS-
CoV-2. Una muestra de este tipo de herramientas es mos-
trada en la Figura 5.

Discusión
La pandemia de COVID-19 ha desencadenado nume-

rosos esfuerzos de investigación que se han centrado en 
lograr una mejor comprensión de la enfermedad causada 

por el nuevo virus SARS-CoV-2. Los proyectos ágiles y di-
námicos dieron lugar a enfoques contemporáneos con di-
seños de estudio similares y comparables22. En países en 
vías de desarrollo hay escases de recursos y problemas 
de acceso combinado con un aspecto cultural relacionado 
a las demoras. Estas se definen como el acto voluntario o 
involuntario de obstaculizar, posponer u ocasionar que una 
acción ocurra más lentamente tomando como referencia el 
tiempo usual para ser llevado a cabo23. A nivel sanitario, 
representan el incremento del tiempo para resolver una al-

Figura 3. Diferentes medios de atención al participante, múltiples secciones muestran opciones para actualizar datos y 
sobre todo se destacan los síntomas de emergencia que deben ser atendidos inmediatamente al aparecer. Se muestran 
múltiples opciones rápidas de asistencia sanitaria especializada.

Figura 4. El gráfico de bosque (forest plot)21 representa una serie de valores centrales y sus intervalos de confianza para 
compararse fácilmente. Los valores centrales están representados por marcadores y los intervalos de confianza por líneas 
horizontales. Los síntomas y su significancia al ser más cercanos a uno son de ocurrencia frecuente, de forma contraria 
son menos probables.
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teración de la salud24-26.
Los evaluadores de las demoras, las dividen en cuatro 

niveles secuenciales, la primera cuando el paciente o sus 
familiares, no reconocen los signos de peligro que ame-
nazan la vida ya sea en una emergencia o una patología 
específica. La segunda, se presenta cuando por factores 
socioculturales no se toman las decisiones oportunas de 
que hacer en un momento de emergencia. La tercera, se 
presenta cuando el paciente o sus familiares han decidido 
acudir a un establecimiento de salud, pero existe condicio-
nes que limitan el acceso a dichos servicios, ya sean por 
infraestructura, económicos, geográficos, etc. La cuarta, se 
presenta en una atención sanitaria profesional deficiente o 
tardía ya sea por falta de competencia de los proveedores 
de servicios de salud, falta de insumos y falta de equipos; 
quedando en evidencia la incapacidad resolutiva de la uni-
dad27.

Durante los momentos más álgidos de la crisis del CO-
VID-19, los establecimientos sanitarios a todos los niveles 
incurrieron en la cuarta demora, porque se vieron colapsa-
dos por el incremento rápido de contagios y su gravedad. 
Estas dificultades se presentaron en todos los países sin 
importar sus capacidades económicas, sanitarias y asisten-
ciales. En nuestro caso al afinar el método de triaje me-
diante la aplicación Doctor 1847 se logró asertividad en el 
manejo del paciente, logrando evitar que los no infectados 
se contagiaran al asistir en busca de ayuda a un estable-
cimiento de salud. Por otro lado, los casos altamente sos-
pechosos y los confirmados lograron disparar las alertas 
mejorando la eficacia de la atención y movilizando atención 
de emergencia, a partir de la disminución de las demoras y 
aumentando la sobrevivencia al SARS-CoV-2.

A diferencia de otras aplicaciones que se enfocaban 
en el rastreo y contacto, Doctor 1847 utilizó la epidemiolo-
gía aplicada al conocimiento del entorno nacional de salud 
y a las necesidades regionales, sistematizando experien-
cias aprendidas de emergencias sanitarias previas en Lati-
noamérica. Es evidente que el desarrollo de software y su 
adopción temprana facilita para que la población acceda 
a una atención personalizada, optimizando los recursos 
gubernamentales, por medio de proveer datos oportunos 
para la toma de decisiones. Doctor 1847 también tiene la 
capacidad de hacer seguimiento de aquellas personas que 

entraron en contacto con participantes infectados, para ac-
tivar con ello alertas, rastreo y zonas de calor. Como mejora 
a futuro debería incluirse una guía alimenticia, promoviendo 
un plan integral de mejora posterior al COVID-19.

Los datos mostraron que la diarrea era un síntoma co-
mún en las infecciones por SARS-CoV-2. En otros países 
este síntoma presentaba poca incidencia, era desplazado 
por problemas respiratorios. Es muy probable que este 
síntoma está asociado a que en Honduras se utilizó como 
tratamiento de esta enfermedad el coctel llamado “MAIZ”, el 
cual está compuesto por un colutorio antiséptico con base 
hipoclorito de sodio (con nombre comercial Microdacyn®), 
el antibiótico azitromicina, el antiparasitario ivermectina y 
el micronutriente zinc; este último se ofrecía en forma de 
óxido que tiene como efecto secundario el aumento de la 
movilidad intestinal ocasionando heces líquidas.

Al comparar Doctor 1847 con otras aplicaciones28-30 , se 
diferencia por ser una solución en la que participó conjun-
tamente la academia, el gobierno, organizaciones interna-
cionales y personal médico. Recibió aprobación regulatoria 
para su uso y los datos tenían la calidad e integridad apta 
para ser usada a nivel sanitario. Otra característica que lo 
ha hecho diferente es la capacidad de ser ejecutado (front 
end y back end) sobre redes de banda angosta y hardwa-
re básico; esto lo hace idóneo para la realidad de muchos 
países.

Conclusiones
Las tecnologías de la información son una herramien-

ta que dinamiza las actividades de los profesionales de la 
salud para el abordaje de la pandemia ocasionada por el 
virus SARS-CoV-2, por medio de proveer datos útiles para 
la toma de decisiones por parte de las autoridades. Ayuda 
en completar los esfuerzos enfocados para brindar acceso 
y disminuir brechas de los servicios sanitarios facilitando a 
que estas lleguen a poblaciones que sufren rezago a causa 
de razones geográficas, económicas y educativas; estas 
son situaciones comunes en países en vías de desarrollo, 
como es el caso de Honduras, lugar donde se diseñó, de-
sarrolló y probó la aplicación obteniendo resultados favo-
rables.

La telemedicina para un país en vías de desarrollo se 

Figura 5. Mapa generado a partir de los datos ingresados por los participantes actualizado en tiempo real. Con esto los 
equipos asignados a la atención a través de la aplicación se distribuían y atendían de forma más eficiente reduciendo las 
demoras.
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presenta como una forma eficaz para disminuir las demoras 
sanitarias y la sobrecarga que sufre el sistema sanitario, es-
pecíficamente sobre los triajes en caso de la pandemia del 
COVID-19. La oportunidad de generar triajes electrónicos 
que mediante el autoanálisis (la valoración generada por el 
mismo paciente a través de la aplicación Doctor 1847) logra 
una alta efectividad diagnóstica presuntiva; lo que reduce 
los falsos positivos al momento de realizar consultas en 
triajes físicos, garantizando una mayor seguridad para las 
personas que asisten a los mismos en función de ser aten-
didos oportunamente. El uso de metodologías incrementa-
les en el desarrollo de soluciones informáticas enfocadas 
en el sector sanitario proporciona una alta adaptabilidad a 
la incertidumbre.

La evaluación por parte de los pacientes y familiares 
que recibieron atención médica a través de teleconsulta 
con Doctor 1847 indicaron una alta satisfacción, por el he-
cho que todo el apoyo recibido fue preciso y oportuno. La 
mayoría de ellos seguirían utilizando este canal digital pos-
terior a la pandemia, en caso de seguir disponible y amplia-
do para otras patologías. Se identificaron dificultades para 
la adopción de esta aplicación, las más destacadas fueron 
las de tipo estructural y cultural. Una de ellas es la dificultad 
de contar con un acceso apropiado a internet, seguido por 
el desconocimiento de los procesos de telesalud, la des-
confianza inicial por el cambio a un canal digital para recibir 
asistencia sanitaria y finalmente han sido las barreras ins-
titucionales creadas por la empresa privada para este tipo 
de herramientas, ya que fortalece y moderniza los servicios 
públicos estatales de salud que son constantemente objeto 
de intentos de privatización y concesión.
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El procesamiento del grano de café. Del tueste a la infusión
Coffee bean processing. From roasting to infusion
 
 Ostilio R. Portillo1* 

Resumen: El café es una de las bebidas más consumidas en el mundo y su popularidad no está basada en su valor 
nutricional o sus potenciales beneficios a la salud, si no en su sabor placentero y las propiedades estimulantes de la 
cafeína. Esto es respaldado por las últimas estadísticas publicadas por la Organización Internacional del Café (ICO, por 
sus siglas en inglés) según la cual aproximadamente 1.4 billones de tazas de café son consumidas diariamente además 
del hecho de que la taza de consumo global se ha duplicado en los últimos 50 años por causa de la apertura de nuevos 
mercados.
La amplia aceptación del café está ligada a sus propiedades sensoriales las cuales a su vez están fuertemente 
influenciadas por una cadena de eventos que inician desde la cosecha y las practicas postcosecha (i.e., fermentación, 
lavado, secado, tamizado, eliminación de granos defectuosos y almacenamiento), seguidas por el tueste, molido y em-
pacado del producto para su posterior comercialización. No obstante, existen otros factores que también afectan las 
propiedades organolépticas de la bebida tales como, pero no limitado a: el pH y temperatura del agua, las mezclas 
realizadas antes o después del tueste, la especie y/o variedad de café, las adulteraciones, la incorporación de aditivos, el 
método de preparación de la bebida, el tipo de recipiente en el que se sirve la infusión, entre otros.
El presente artículo presenta una breve descripción de los factores que afectan la calidad de la taza relacionados con el 
procesamiento del grano oro del café. Sin embargo, aunque los factores ya mencionados son tomados en consideración 
por los catadores, para fines comerciales, la calidad del café está y siempre estará en manos del consumidor. Después de 
todo la mejor prueba es cuando la persona lo prueba.
Palabras clave: organoléptica, perfil de tueste, endotérmica, exotérmico, macroscópica, microscópica, reacción Maillard, 
caramelización.
 
Abstract: Coffee is one of the most consumed beverages in the world, and its popularity is not based on its nutritional 
value or potential health benefits but its pleasant taste and stimulating caffeine properties. This is supported by the latest 
statistics published by the International Coffee Organization (ICO), according to which approximately 1.4 billion cups 
of coffee are consumed daily in addition to the fact that global consumption has doubled in the last 50 years due to the 
opening of new markets.
 Its wide acceptance is linked to its sensory properties, which in turn are strongly influenced by a chain of events starting 
from harvest and post-harvest (i.e., fermentation, washing, drying, sieving, removal of defective beans y storage), followed 
by roasting, grinding and packaging of the product for its subsequent commercialization.
 However, other factors also affect the organoleptic properties of the beverage, such as but not limited to pH, water 
temperature, mixtures made before or after roasting, species and varieties, adulterations, incorporation of additives, drink 
preparation method, type of container in which the infusion is served, among others.
 This article briefly describes factors affecting cup quality related to the processing of the bean. However, although the 
factors mentioned above are taken into account by professional tasters, in the end, for commercial purposes, the coffee 
quality is and always will be at the hands of the end consumer. After all, the best test is when the consumer tries it.
Keywords: organoleptic, roast profile, endothermic, exothermic, macroscopic, microscopic, Maillard reaction, 
caramelization.
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Introducción
Hablar del procesamiento del grano oro del café desde su 
selección, mezclas, tueste, molido, empacado y métodos 
de preparación de la bebida (entre otros) no es tarea fá-
cil debido a la gran cantidad de variaciones introducidas al 
procesamiento del grano, a través del tiempo, por causa 
de las exigencias del mercado además de factores de ca-
rácter económico. No obstante, el objetivo de esta publi-
cación es el de discutir los pasos más sobresalientes del 
procesamiento del grano tomando en consideración los 
descubrimientos reportados por varios autores, así como 

las prácticas comunes implementadas por la industria y 
consumidores.

El procesamiento del grano de café es tanto un arte como 
una ciencia que involucra una serie de etapas cada una con 
un propósito específico tal es el caso del tueste del grano a 
través del cual se desarrollan las propiedades organolépti-
cas del producto tales como el aroma, el sabor, la tensión 
superficial y el color a través de cientos de reacciones físi-
cas y químicas que ocurren de manera simultánea.1,2
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Sin embargo, pese a su importancia no existe un punto óp-
timo de tueste ni una explicación, universalmente aceptada, 
que lo defina. 2-4

Aunque existen cuatro niveles/perfiles de tueste reconoci-
dos (e.g., ligero, medio, oscuro y muy oscuro); ciertos auto-
res sostienen que el tueste medio es el punto en el que la 
mayoría de los compuestos aromáticos y volátiles se desa-
rrollan y alcanzan su mayor concentración. 5 Sin embargo, 
el punto óptimo de tueste está en función del método de 
procesamiento empleado, el método de preparación de la 
bebida y las preferencias del mercado. 2

El proceso de tueste es complejo y se produce como re-
sultado de la transferencia de calor vía convección y con-
ducción.  6 Además, el tueste del grano se divide en tres 
etapas: la deshidratación del grano [hasta los 100 °C (212 
°F)], el tueste 170-220 °C (338-428 °F) y la fase de enfria-
miento.2,7,8

En la actualidad, para el tueste del café se hace uso de 
un tazón vertical rotatorio o un tambor horizontal giratorio 
con paletas internas que mantienen los granos en cons-
tante movimiento mientras el aire caliente fluye a través del 
dispositivo asegurando así la transferencia homogénea de 
calor vía convección, es decir, del aire a los granos.9,10 De 
manera simultánea, en los sistemas abiertos el aire caliente 
arrastra consigo los gases generados, así como pequeños 
fragmentos residuales.

Además, el calor también se transfiere a los granos a través 
del fenómeno de la conducción, es decir, cuando estos en-
tran en contacto físico con las paredes calientes del dispo-
sitivo o con otros granos calientes.6,10 Por otro lado, también 
existen otros equipos alternativos que operan a través de 
microondas,11,12 emisiones infrarrojas u otros mecanismos 
de operación eléctrica. 11

Limpieza y selección del grano crudo en base a su ta-
maño, especie o variedad

El proceso inicia con el vaciado de los costales de 60 a 70 
kg de café crudo y despergaminado. El grano es limpia-
do de impurezas (e.g., polvo, restos de pergamino/pulpa u 
otros materiales) (Figura 1) para luego ser mezclado con 
cafés procedentes de otras regiones, de otras especies o 
variedades.10,13

Además, antes del tueste se debe prestar atención a la 
clasificación del grano de café respecto a su tamaño. Por 

Figura 1. Limpieza del grano antes del tueste. 1. Grano proveniente del campo, 2. Grano limpio de defectos, 3. Mezcla 
de defectos extraídos. Fuente: elaboración propia.

lo general, dicha clasificación se lleva a cabo a través de 
tamices de diferentes diámetros. La justificación para esto 
es que durante el tueste los granos pequeños (Ø = 6-6.25 
mm) y muy pequeños (Ø ˂ 5-5.25 mm) tienden a ser tos-
tados más rápidamente que los granos grandes por lo que 
pueden afectar la calidad del producto final.14,15

Por ejemplo, una muestra de café tostada en condiciones 
de tiempo y temperatura recomendadas para producir ca-
fés medianamente tostados puede llegar a desarrollar ca-
racterísticas sensoriales propias de los cafés negros o bien 
tostados sí esta tiene mucho grano pequeño o muy peque-
ño. Además, una muestra de café con mucho grano peque-
ño o muy pequeño tiende a perder más masa durante el 
tueste por lo que el peso final de la muestra recuperada es 
inferior a la esperada cuando el grano es uniforme respecto 
a su tamaño. 14

Por otro lado, muchas variedades de café provenientes de 
diferentes regiones geográficas tienen sabores que las ca-
racterizan, cualidad que es explotada por muchas plantas 
procesadoras de café a través de mezclas, antes o después 
del tueste, a fin de alcanzar los sabores deseados.16,17 Los 
mejores resultados se obtienen a través de mezclas que 
contienen un alto porcentaje de cafés colombianos y 
centroamericanos (cafés arábica).

Las mezclas de grano antes o después del tueste del 
grano

Muchas plantas procesadoras aprovechan los diferen-
tes sabores que caracterizan al café a través de mez-
clas, realizadas antes o después del tueste, a fin de al-
canzar los sabores y aromas deseados.6,16-18  Aunque la 
tendencia es realizar las mezclas antes del tueste; Por lo 
general, la decisión obedece a factores organizacionales o 
económicos.10,18,19

Es de hacer notar que sí se opta por mezclar los lotes de 
granos después del tueste estos deberán ser procesados, 
individualmente, bajo las mismas condiciones de tueste 
(tiempo y temperatura). 20 No obstante, en la vida real las 
mezclas después del tueste se realizan para poder tostar 
ambas fracciones bajo condiciones específicas de tiempo 
y temperatura que maximicen las propiedades organolépti-
cas de cada una, pero el proceso es más complejo y caro. 6

Las propiedades organolépticas distintivas del grano son 
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producto del lugar de procedencia, la especie (C. arabi-
ca vs C. canephora) y/o variedad cultivada (Típica o Bour-
bon), el tipo de suelos, etc. Sin embargo, los mejores re-
sultados se obtienen a través de mezclas que contienen 
un alto porcentaje de cafés arábica ya que estos tienen un 
aroma más agradable.

En la actualidad, solo dos especies han ganado importancia 
económica pues son usadas en la producción de café: Co-
ffea arabica L. (café arábica) & Coffea canephora Pierre ex 
A. Froehner var. Robusta, siendo el 65 y 35% de la produc-
ción mundial atribuida a C. arabica L. & C. canephora P. 
respectivamente.17,21-26

Siendo más específicos, los cafés arábica son arbustos 
perennes capaces de vivir por 10-15 años en la natura-
leza antes de morir 27 y se desarrollan mejor en regiones 
con precipitaciones pluviales que fluctúan entre los 1500-
2500 mm 17,28 a elevaciones oscilantes entre los 600-2000 
m.s.n.m. con temperaturas promedios oscilantes entre los 
18-22.5 °C (64.4-72.5 °F). 28-30

En contraste, los cafés robusta son arbustos más robus-
tos y resistentes a plagas y enfermedades, además de ser 
menos exigentes respecto a las condiciones ambientales 
pues se adaptan bien a elevaciones por debajo de los 600 
m.s.n.m. con temperaturas promedio oscilantes entre los 
22-26 °C (71.6-78.8 °F)  28,29,31  y precipitaciones pluviales 
que fluctúan entre los 1200-2500 mm anuales. 31

Es de hacer notar que al hacer las mezclas los cafés ará-
bica son usados para mejorar el aroma de la bebida mien-
tras que los cafés robustas se usan para mejorar el sabor y 
cuerpo (densidad) de la misma 32 además de ayudar a bajar 
los costos de producción ya que el grano de café robusta 
se cotiza casi por la mitad del precio del café arábica. 33-35

Desafortunadamente, entre más alta sea la proporción 
de café robusta la mescla resultante será de menor cali-
dad 17 razón por la cual los cafés robusta rara vez son usa-
dos sin mezclar. 15

Por ejemplo, según Frega et al.  36  las mezclas realizadas 
entre C.  arabica  y  C. canephora  en una proporción de 
80:20, respectivamente se caracterizan por presentar una 
mayor concentración de aldehídos, cetonas, alcoholes, 
pirroles, pirazinas, furanos, tiazoles, tiofenos, esteres, oxa-
zoles, lactonas, compuestos azufrados, piridinas, alcanos, 
alquenos, compuestos fenólicos, compuestos bencénicos, 
ácidos, piranonas y terpenos; Mientras que aquellas mez-
clas realizadas en una proporción de 20:80 se caracterizan 
por la presencia de compuestos azufrados.

Por otro lado, en Estados Unidos las mezclas hechas entre 
los cafés arábica y cafés robustas en una relación de 50:50 
son de las más comunes, pero se les considera de bajo 
precio.14,19 Algunos ejemplos de mezclas realizadas entre 
los cafés arábica y robusta son: el estilo Vietnamita 85:15, 
el estilo Italiano 95:5, el estilo New York 100:0, el estilo 
Frances 40:60 y el estilo Continental 80:20. 37

Alteraciones estructurales y químicas del grano duran-
te el tueste

 Por lo general, los granos de café se tuestan a tempera-
turas oscilantes entre 200-240 °C (392-464 °F) por espa-
cio de 10-15 min dependiendo del perfil de tueste deseado 
6,38-42 y según Baggenstoss 43 y Reineccius 44, el desarrollo 
del olor y sabor característico del café, el cambio de una 
pigmentación café a una negra y el incremento de volumen 
(de 50 a 100%) son los cambios más notorios producto del 
procesamiento térmico de los granos de café.

Una vez logrado la coloración y apariencia deseada o el 
tiempo programado, el tueste es interrumpido y los granos 
son enfriados por la circulación de aire a temperatura am-
biente [T = 20-22 °C (68-71.6 °F)] o a través de la aspersión 
de agua 5,6,10,13,20,44,45 para evitar reacciones exotérmicas las 
cuales pudieran afectar la calidad del producto obtenido.

En otras palabras, los granos de café empiezan a generar 
su propio calor por lo que se vuelve necesario enfriarlos ya 
sea circulando aire fresco o asperjando agua a temperatu-
ra ambiente. Del agua asperjada, la mayoría se evapora 
por causa del calor, pero una fracción permanece en el gra-
no tostado. 46 Al final, el porcentaje de humedad del grano 
tostado oscila entre 2-3%.6,44,46,47

Durante la fase de deshidratación la mayor parte de la hu-
medad del grano (10-12%) se evapora por causa de la tem-
peratura,1,7,9,20 pero es durante el tueste que se producen 
cambios en la estructura y composición de los granos a 
una escala macroscópica y microscópica producto de una 
serie de alteraciones físicas y químicas (Tabla 1); que 
resultan en una pérdida de materia seca en la forma de 
CO2, monóxido de carbono (CO) y otros compuestos vo-
látiles (e.g., aldehídos, cetonas, esteres, ácido acético, 
metanol, glicerol, etc),1,2,5-7,13,14 siendo el CO2  responsable 
del 87% de todos los gases liberados durante el tueste del 
grano.48,49

En general, las pérdidas de materia seca oscilan entre un 
2-5% para los cafés ligeramente tostados y entre un 11-
16% para los cafés oscuros (Figura 2).6,44

Figura 2. Cambios físicos del grano de café causados a diferentes perfiles de tueste. A. Pérdida de masa expresada en 
gramos. B. Aumento del volumen expresado en centímetros cúbicos. Fuente: elaboración propia.
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La pérdida de materia seca es principalmente producto de 
la degradación de las proteínas y carbohidratos del grano 
(mono-, oligo-, y polisacáridos) conforme avanza el grado 
de tueste; Sin embargo, existen fuertes variaciones al res-
pecto por la falta de estandarización del tiempo y tempera-
tura aplicada.

¹ Las discrepancias observadas entre los valores reportados pueden ser atribuidas a: la especie involucrada y las técnicas empleadas 
para la extracción y determinación (identificación y cuantificación) de analitos.
² ND: No detectado.
Tabla 1. Composición porcentual del grano de café (Coffea arabica) crudo y tostado en base a materia seca.¹

Degradación de los polisacáridos del grano de café a tres diferentes niveles de tueste.
Tabla 2. Degradación de los polisacáridos del grano de café a tres diferentes niveles de tueste.

Por ejemplo, experiencias reportadas por Redgwell et 
al.  53  indican que la degradación de los polisacáridos del 
grano oscila entre un 11-40% entre los granos ligeramente 
tostados y los bien tostados (Tabla 2) lo cual representa 
una significativa pérdida de materia seca en los granos de 
café negros o bien tostados.

Ostilio R. Portillo 
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Por otro lado, al mismo tiempo que se produce la degrada-
ción de los polisacáridos de alto peso molecular también 
se producen otros cambios tales como el cambio de una 
coloración verdosa a café producto de la caramelización de 
los azucares y a la acumulación de compuestos derivados 
de la reacción Maillard (melanoidinas). 54

Los cambios estructurales y de composición ocurren 
como resultado de:

 a) La desintegración de los carbohidratos de alto peso mo-
lecular (e.g., celulosa, galactomananos y arabinogalacta-
nos) causando su despolimerización y desprendimiento de 
sus cadenas laterales, liberando así carbohidratos simples 
o de cadena corta (e.g., mono, di y oligosacáridos).2,52,55,56

Una vez liberados, las azucares simples (mono y disacári-
dos) son degradados aún más o se condensan con otras 
moléculas dando lugar a la formación de otros compues-
tos que contribuyen tanto al sabor como al aroma del café 
tostado.  2 Por ejemplo, la degradación de la sacarosa da 
lugar a producción de ácidos alifáticos (e.g., ácidos fórmico, 
acético y láctico) y otras sustancias tales como el 5-hidroxi-
metil-2-furfural y el ácido 5-hidroximetil-2-furoico (Figura 3).

b) La desintegración de las proteínas liberando así aminoá-
cidos libres o péptidos de bajo peso molecular además de 
compuestos volátiles. 6 Más del 80% del CO2 liberado du-
rante el tueste del grano se produce como resultado de la 
desintegración de los aminoácidos mientras que apenas un 
10% se origina a partir de la desintegración de la glucosa 
presente en el grano. 49

Por otro lado, la asparagina, glutamina, cisteína y ácido 
aspártico son los aminoácidos que más amoníaco (NH3) 
liberan durante su degradación térmica. 57 Debido a la fuer-
te emisión de CO y CO2 el tueste del café, a una escala 
industrial, ha sido criticado como una fuente importante de 
gases de invernadero. Curiosamente; aunque el amoníaco 
en si no es considerado como un gas que contribuya al 
calentamiento global una vez que se mezcla con el agua 
de lluvia y se deposita en el suelo es convertido, a través 
de reacciones de nitrificación y desnitrificación, en óxido 
nitroso (N2O) el cual si está catalogado como un fuerte gas 
de invernadero. 58

c)  La caramelización que se produce cuando los carbohi-
dratos simples o de cadena corta se condensan en molécu-
las más complejas resultando en sustancias acarameladas 
solubles o compuestos insolubles de alto peso molecu-
lar.2,6,60,61

Figura 3.  Degradación térmi-
ca de la sacarosa y compues-
tos derivados. Adaptado de 
Wei et al. 59

Según Farah 50, en la etapa inicial del tueste el agua se eva-
pora; provocando una pérdida de masa que oscila entre los 
14-20% en base a materia seca 62 y cuando la temperatura 
alcanza los 130 °C (266 °F) la sacarosa se carameliza y los 
granos empiezan a tornarse de color café y a hincharse.

Durante el tueste, el grano se comporta como una cámara 
presurizada pues aumenta de volumen casi al doble de su 
tamaño original (Figura 2) 6,42 producto de la acumulación 
de vapor de agua y gases (CO y CO2) al interior del mis-
mo 6,48,51,53 causando la dilatación de las paredes celulares, 
destrucción de las células y el aumento del diámetro de sus 
poros.6,10,51,53

La sistemática acumulación de gases y vapor de agua pro-
voca que el grano emita un sonido similar al de las palomi-
tas de maíz cuando son tostadas  6,10,20,44 marcando así el 
momento preciso en que se produce la transición entre las 
reacciones endotérmicas y las exotérmicas.6,63

d) Durante el tueste del grano, a los 190 °C (374 °F), inicia 
la reacción Maillard a través de la cual los carbohidratos 
reductores y los grupos aminos (NH2) de los aminoácidos 
libres y las proteínas interactúan produciendo así los pig-
mentos responsables del cambio de coloración provocando 
que los granos cambian de color verde a café oscuro 17,38 a 
través de la formación de compuestos nitrogenados y 
sulfurados tales como los pirroles, tiofenos, oxazoles y tia-
zoles. 60

Durante la reacción Maillard, los azucares reductores (e.g., 
glucosa y fructuosa) reaccionan con los compuestos ni-
trogenados (e.g, aminoácidos libres, péptidos, oligopépti-
dos, polipéptidos, proteínas, serotonina y trigonelina) para 
formar glicosilaminas (bases tipo Schiff)  2,17,19  las cuales 
son reconfiguradas en: a) aminoaldosas a través de con-
formaciones tipo Heyns cuando el azúcar reductor invo-
lucrado es una cetosa (e.g., fructuosa) o en b) amino-ce-
tosas a través de conformaciones tipo Amadori cuando el 
azúcar reductor involucrado es una aldosa (e.g., glucosa) 
(Figura 4).2,13,43,64,65  En otras palabras, las aldosas son 
transformadas en cetosas y viceversa.

Los compuestos Amadori y Heyns en sí son incoloros y no 
volátiles, pero son degradados (fragmentados) y sirven de 
materia prima para la formación de compuestos heterocícli-
cos volátiles característicos del café tostado 2,64 tales como: 
piridinas, pirazinas, dicarbonilos, oxazoles, tiazoles, pirro-
les e imidazoles, enolones (e.g., furaneol, maltol, cicloteno) 
entre otros. 2

El procesamiento del grano de café. Del tueste a la infusión
Coffee bean processing. From roasting to infusion
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No obstante, en la última etapa de la reacción Maillard se 
producen polímeros cafés de alto peso molecular llama-
dos melanoidinas.  66  Una característica importante de la 
reacción no enzimática Maillard es que en ausencia de 
azucares reductores (i.e., glucosa y fructosa) esta no se 
produce  67  independientemente de la presencia de los 
compuestos nitrogenados.

Conforme el tueste avanza se puede escuchar un segundo 
chasquido el cual marca el punto en que el grano se ha 
tornado oscuro y quemado. Por lo general, el intervalo com-
prendido entre el primer y segundo chasquido es el utiliza-
do por la industria para terminar con el tueste del grano.4,10

Figura 4. Esquema de la re-
acción Maillard. Fuente: ela-
boración propia

Determinación del grado de tueste

Varios parámetros han sido sugeridos como medidas del 
grado de tueste tales como: el porcentaje de pérdida de 
masa durante el tueste, el aumento de volumen del gra-
no, cambios de color del grano (Figura 5) 1,17,59,68,69 causado 
por la formación de compuestos derivados de la reacción 
Maillard (melanoidinas) y la caramelización, 3 el conte-
nido de ácidos clorogénicos,4,9,59,68  la proporción entre 
la cafeína y los ácidos clorogénicos,  70  el contenido de 
aminoácidos y metilpirazinas,4,9 el grado de reflectancia de 
la luz expresado en términos de unidades de reflectancia 
(los cafés ligeramente tostados tienden a reflejar la luz más 

Figura 5. Gradiente cromática del grano de café (antes y después del molido) producto de diferentes perfiles de tueste. 1. 
Tostado claro, 2. Tostado medio claro, 3. Tostado medio, 4. Tostado medio oscuro y 5. Tostado oscuro.
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intensamente que los cafés negros o bien tostados),17,41,71 la 
proporción entre la trigonelina y sus derivados (trigonelina 
: ácido nicotínico + nicotinamida) y el examen de los gases 
producidos durante el proceso de tueste.9,72,73

Pese a que algunos de estos parámetros (e.g., la pérdida 
de masa durante el tueste y el color del grano tostado) han 
sido considerados inefectivos por parte de algunos auto-
res  17  el método cromático sigue siendo el más común y 
practicado por la industria  3,6,43  debido a una correlación 
directa entre el color del grano y la temperatura final de 
tueste y es en base a ello que se reconocen cuatro niveles 
de tueste: ligero (~ 6 min de tueste + 187 °C), medio (~ 7

Para ello la Asociación Americana de Cafés de Especia-
lidad (SCAA) ha desarrollado el sistema de clasificación 
del tueste en base a ocho discos de colores (SCA Agtron 
Roast Color Kit) los cuales presentan una serie cromática 
de los cambios de coloración observados bajo condiciones 
de tueste controlados la cual es usada para determinar el 
grado de tueste de los cafés comerciales.50,54,73

En términos generales, cada disco está enumerado con in-
crementos de diez unidades entre sí y de manera conjunta 
presentan una gradiente cromática que representa las dife-
rentes tonalidades de color que el grano de café adquiere 
dependiendo del grado de tueste aplicado (Figura 6).

No obstante, si lo que se desea son mediciones más pre-
cisas el grado de tueste del grano se puede determinar a 
través del parámetro de luminosidad  l del sistema CIELAB 
el cual ha sido usado en otras matrices alimenticias (e.g., 
cacao) como parámetro de referencia para medir el grado 
de tueste al cual el producto ha sido sometido.6,49,75

Los valores de la escala de color del sistema CIELAB [l (lu-
minosidad [0 = negro y 100 = blanco], a (espectros: -120° = 
rojo y + 120° = verde) y b (espectros: - 120° = azul y + 120° 
= amarillo)] se miden con un espectrofotómetro  47,54,76  y 

Figura 6. Gradiente cromática desarrollada por la Asociación Americana de Cafés de Especialidad. Adaptado de Leme et 
al. 54

en base a esta escala de valores una l igual a 30,  26-22 y 

20 corresponde a perfiles de tueste ligero, medio y oscuro 
respectivamente.6,18,77

El proceso torrefacto

Es una variación del tueste convencional el cual constituye 
un ejemplo típico de adulteración del café y consiste en la 
adición de azúcar, durante el proceso de tueste, en la forma 
de azucares reductores (i.e., glucosa o fructuosa) o no re-
ductores (i.e., sacarosa) a razón de ≤ 15% en base a peso 
seco 16,59,79,80 provocando su caramelización lo que produce 
la típica coloración café del sustrato y un aumento en el 
número de productos resultantes de la reacción Maillard 
(e.g., ácidos, melanoidinas, pirazinas, piridinas y furanos 
etc.).

La caramelización de la azúcar agregada provoca la for-
mación de una delgada capa quemada alrededor del grano 
tornándole más amargo y oscuro, más brillante y reduce su 
aroma 16,59,81,82 y constituye una barrera física que restringe el 
libre acceso del oxígeno lo que previene el enranciamiento 
oxidativo de los lípidos del grano tostado.59,65,83

Aunque el azúcar caramelizada reduce la intensidad del 
aroma del grano tostado pues impide el escape de los 
compuestos aromáticos volátiles 16 está también imparte 
olores tipo nuez tostada, chocolate83 o caramelo causado 
por un aumento en la producción de pirazinas, furanos y 
piridinas.16,59

El proceso Torrefacto es una práctica usual en varios paí-
ses del sur de Europa y Sudamérica 59,66 y es normalmente 
realizado a un grado de tueste más leve para evitar los 
malos sabores producidos por el azúcar quemada (tipo ca-
ramelo quemado) 16,59,66; Además el proceso es usado para 
encubrir las malas características organolépticas de los ca-
fés de mala calidad o aquellos preparados a base de  C. 
canephora (cafés robusta) 59,65,84 y para aumentar el cuerpo 
de la bebida resultante. 79

El procesamiento del grano de café. Del tueste a la infusión
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La técnica del tueste rápido

Actualmente existen sistemas que logran el tueste del gra-
no de café en menor tiempo (~ 3-5 min). Sin embargo, los 
granos de café tostados rápidamente generan una mayor 
cantidad de gases además de presentar una mayor porosi-
dad y fragilidad, una menor densidad,6,46 una mayor taza de 
migración de lípidos a la superficie del grano y un aumento 
de volumen más acelerado que aquellos que son tostados 
de manera más lenta. 6

Por otro lado, una de las desventajas de los cafés rápida-
mente tostados es que sus propiedades sensoriales son 
fuertemente afectadas por la oxidación de sus lípidos ya 
que por su tendencia de migrar hacia la superficie del grano 
entran en contacto con el oxígeno atmosférico. 2

Otras características de los cafés rápidamente tostados 
son su mayor cuerpo pues liberan un 20% más de sólidos 
solubles en la bebida, un sabor más fuerte  2,6,71  debido a 
una mayor concentración de ácidos clorogénicos; además 
de un mayor porcentaje de humedad y CO2.  6 Adicional-
mente, el tueste rápido además de resultar en un café con 
mayor cantidad de materia seca, produce un sabor menos 
quemado y un incremento en el sabor y aroma producto de 
una menor pérdida de compuestos aromáticos volátiles.2,43

Sin embargo, el tueste rápido del grano debe realizarse con 
precaución ya que este puede resultar en un diferencial tér-
mico desde la superficie del grano hasta el centro del mis-
mo. Es decir, que se puede producir una sobre exposición 
al calor en la superficie del grano provocando así que se 
queme mientras que el centro del mismo aún está crudo. 6

 

Adulteraciones del café

 

Las combinaciones de granos de ambas especies son con-
sideradas como adulteraciones cuando el manufacturador 
vende el café como un producto 100% derivado de C. ara-
bica a fin de obtener, en el mercado, mejores precios por 
un producto de calidad inferior. 85 Asimismo, las mezclas de 
lotes de granos de mayor calidad con aquellos de calidad 
inferior a fin de reducir costos de producción también son 
consideradas adulteraciones cuando el producto final es 
comercializado como un producto de alta calidad. 85

En este último caso, podemos citar las mezclas entre los 
ʻModerados colombianos’ considerados como los de más 
alta calidad y por ende más caros 86-88 con los ʻModerados 
brasileños’ los cuales pese a ser cafés arábica son califica-
dos de baja calidad y más baratos. 87

Por otro lado, las mezclas, antes del tueste, con productos 
tales como maíz, frijol soya, cebada, trigo, almidón, grano 
de cacao, pulpa seca de café y azúcar blanca o morena 
(proceso torrefacto) entre otros también son consideradas 
casos típicos de adulteración cuando el producto resultante 
es comercializado como un producto a base de café úni-
ca-mente.89,90

Desafortunadamente, la inspección visual de las muestras 
no permite discriminar las muestras genuinas de la conta-
minada razón por la cual varias técnicas analíticas (i.e., es-
pectroscopia, cromatografía, electroforesis, procesamiento 

de imágenes entre otras) han sido desarrolladas a fin de 
detectar las adulteraciones del café, pero la discusión de-
tallada de las mismas va más allá del enfoque de este en-
sayo.

No obstante, diremos que la presencia de altos niveles de 
glucosa es un marcador confiable de la contaminación por 
azúcar; Por otro lado, la presencia de xilosa en muestras 
de café tostado y molido es considerado como un marcador 
de contaminación con pulpa de café pues es uno de los 
monosacáridos constitutivos de la misma. 91 En contraste, 
la presencia de fucosa en las muestras de café es consi-
derada como un marcador de la contaminación con grano 
de soja. 91

Efecto del tueste del grano en el pH de la infusión

 

Según Franca et al. 7, los cafés con un muy bajo pH (muy 
ácidos) son de mala calidad y congruente con esta afirma-
ción Flament et al. 60 dice que el tueste óptimo se alcanza 
cuando el grado de acides de la infusión desciende a su 
punto más bajo.

Ya que la acides de la bebida tiende a aumentar durante las 
primeras etapas del proceso para luego descender gradual-
mente conforme avanza el grado de tueste 6,44 entonces los 
cafés ligeramente tostados son los más ácidos y de menor 
calidad mientras que los menos ácidos y más amargos son 
los cafés bien tostados o negros 2,6 y por consiguiente de 
mayor calidad al menos desde el punto de vista del con-
sumidor. Por ejemplo, en Europa los cafés bien tostados y 
amargos son los preferidos por un tercio de los consumi-
dores. 92

Este fenómeno se atribuye, en parte, al hecho de que du-
rante las primeras etapas del tueste se producen ácidos or-
gánicos volátiles de cadena corta (i.e., ácido acético, ácido 
fórmico, ácido butanoico, ácido hexanoico, ácido glicólico y 
ácido láctico) los cuales influyen en la acides de los cafés 
ligeramente tostados, pero estos son degradados conforme 
avanza el proceso de tueste.2,4,65,93,94

Por ejemplo, la concentración del ácido fórmico y el ácido 
acético tiende a aumentar, pero una vez iniciado el tueste 
medio esta tiende a descender. En contraste, la concentra-
ción de ácido glicólico y ácido láctico continúa ascendiendo 
más allá del término medio. 93

Además, la extracción del material soluble a través del agua 
caliente facilita la solubilización de los ácidos cloro-génicos 
(e.g., ácido cafeoilquínico) los cuales, según Flament et 
al. 60 a pesar de encontrarse en cantidades relativa-mente 
grandes, no afectan mucho la acides (pH) de la bebida; 
pero son responsables por la astringencia y amargor de la 
misma. 61

No obstante, el consenso general es que el pH de la be-
bida está directamente relacionado con el CO2  atrapado 
en el grano tostado. Una vez disuelto en agua, el café 
tostado y molido libera rápidamente el CO2 atrapado el cual 
al disolverse da lugar a la formación de ácido carbónico 
(H2CO3) el cual a su vez libera un protón (H+) al ser degra-
dado en carbonato de hidrogeno (HCO3¯) (Ecuación 1). 95
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En consecuencia, entre más moléculas de ácido carbónico 
sean degradadas más protones serán liberados tornan-do 
más ácida la bebida de café.

 

 CO2 + H2O ⇄ H2CO3 ⇄ HCO3¯ + H+ (1)

 

Finalmente, los cafés tostados rápidamente tienden a pre-
sentar un mayor grado de acides; En contraste, los cafés 
tostados más lentamente presentan una gama de atributos 
sensoriales que varían desde los aromas afrutados, el olor 
a nuez y tonalidades tostadas. 6

Efecto del tueste en la capacidad antioxidante de la in-
fusión

 

Además, la capacidad antioxidante del café, una de sus 
propiedades bioquímicas, es también afectada por el grado 
de tueste aplicado. Esta se atribuye a la presencia de una 
serie de compuestos orgánicos tales como los tocoferoles, 
compuestos fenólicos (e.g., ácidos clorogénicos, ácido vi-
nílico, ácido cafeico, ácido sinápico, etc), las xantinas (i.e., 
cafeína y teobromina) y las melanoidinas los cuales tienen 
la capacidad de estabilizar los radicales libres (e.g., NO+, 
NO-, ONOO-, H2O2, O2-, y OH-) a través de la donación de 
átomos de hidrogeno produciendo así moléculas estables 
no radicales.

Sin embargo, la capacidad antioxidante del café se ve afec-
tada por el grado de tueste al que es sometido. El punto 
óptimo de tueste para alcanzar la mayor capacidad antioxi-
dante del café es un tanto controversial ya que la evidencia 
sugiere que los cafés ligeramente tostados presentan una 
mayor capacidad antioxidante respecto a los medianamen-
te tostados y los bien tostados (cafés negros). 1

En contraste, existen reportes en los cuales la mayor ca-
pacidad antioxidante se obtuvo en los cafés medianamen-
te tostados.3,96-98 A manera de referencia, se ha estimado 
que la capacidad antioxidante de la bebida de café es 
aproximadamente cinco veces inferior a la del ácido 
ascórbico (vitamina C). 99

Las discrepancias reportadas respecto a la capacidad an-
tioxidante de la bebida de café independientemente del 
grado de tueste del grano pueden atribuirse al método 
de preparación de la infusión. Por ejemplo, Caporaso et 
al. 100 reportaron que los cafés tipo espresso presentan la 
mayor capacidad antioxidante (expresada en términos de 
mmol de Trolox por litro de infusión) respecto a otros méto-
dos de preparación.

La diferencia en la capacidad antioxidante de la bebida pro-
ducto del método de preparación de la infusión se descri-
be a través de la siguiente gradiente: café espresso (81.50 
mmol/l) ˃  café moka (71.89 mmol/l) ˃  café napolitano (47.94 
mmol/l) ˃ café americano (22.88 mmol/l). 100

 

 

El molido del grano tostado

 

Luego del tueste los granos de café son enfriados a tem-
peratura ambiente por espacio de 12-48 h antes de mo-
lerlos. 101 El molido del grano se realiza a fin de mejorar la 
extracción de solutos durante la preparación de la bebida.

Los granos tostados presentan una estructura frágil y poro-
sa producto de la presencia de micro y macro-poros (Ø = 
20-40 μm) siendo estos últimos causados por el vaciado de 
células durante el tueste 6,48 lo cual facilita el procesamiento 
del grano ya que reduce el consumo de energía requerido 
durante el molido.

Primeramente, los granos tostados (CAS: 68916-18-7) son 
rotos en pequeños fragmentos antes de ser reducidos a 
partículas más pequeñas.  102 Seguidamente, los fragmen-
tos son reducidos a partículas de diámetro variable, depen-
diendo del tipo de producto deseado, para luego ser co-
mercializado.

El tamaño de partícula obtenida depende del grado de hu-
medad de la muestra. Entre mayor sea el nivel de humedad 
las partículas obtenidas serán más grandes. En el café tos-
tado y molido, el tamaño promedio de partícula varía desde 
los 1100 µm (grueso) hasta el tamaño comercial promedio 
que oscila entre los 425-500 µm (muy fino). No obstante, 
también existen partículas aún más pequeñas (200 a 400 
µm) recomendadas para la elaboración de cafés expre-
sos. 94

Posteriormente, la separación de las partículas se realiza 
a través de tamices tipo zaranda de diferentes diámetros 
(e.g., 125, 200, 400, 630, y 1114 µm; Figura 7); y a tra-
vés del cálculo de la relación existente entre el área y el 
volumen podemos calcular la superficie específica de una 
partícula cualquiera. 46

La extracción de los compuestos que imparten el color, 
sabor y aroma del café depende del tamaño de partícula 
producido durante la trituración del café tostado, la propor-
ción de café: agua, la temperatura del agua, el tiempo que 
el café permanece en contacto con esta 79 y el método de 
preparación de la infusión.

Entre más gruesa sea la partícula su forma será más irre-
gular 46 y su superficie específica será más pequeña lo que 
limitará el grado de solubilización de los compuestos al en-
trar en contacto con el agua caliente.94,101 Por esta razón, 
entre más gruesa sea la partícula mayor deberá ser su 
tiempo de exposición al agua para poder así remover la 
mayor cantidad de compuestos hidrosolubles.

En contraste, entre más pequeña sea la partícula su forma 
será más circular y su superficie específica será mayor lo 
cual facilitará la remoción de solutos hidrosolubles en un 
menor tiempo.46,94,101-103  Por ejemplo, ha sido demostrado 
que la extracción de cafeína es más eficiente en muestras 
tostadas y molidas con partículas finas que en aquellas con 
partículas grandes.43,103

No obstante, se debe tener precaución de no moler el 
café tostado a partículas demasiado finas (< 100 µm) 
pues estas provocan: a) la extracción excesiva de solutos 
en solución,101,103 b) tienden a obstruir los filtros de las 
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Figura 7. Separación física de las partículas de café tostado 
y molido a través de tamices. Fuente: elaboración propia.

cafeteras durante la preparación de la bebida y c) ralentizan 
el movimiento del agua a través de los espacios entre las 
partículas lo que a su vez ralentiza la extracción de los 
compuestos hidrosolubles.46,104

En términos generales, se considera como un buen tama-
ño de partícula aquel que permite la máxima extracción de 
compuestos hidrosolubles del café tostado sin dejar resi-
duos en el fondo de la taza a la vez que estos no son perci-
bidos en la lengua del consumidor. 46

Pérdida de compuestos aromáticos volátiles

 

Por otro lado, según Toledo et al. 17 y Wang et al. 51 el CO2 y 
demás compuestos volátiles presentes en el grano de café 
recién tostados se encuentran retenidos dentro de la es-
tructura del grano, disueltos en los aceites y humedad aun 
presente. Además, se estima que en promedio el café re-
cién tostado retiene en su interior alrededor de 20 gramos 
de gas (CO y CO2) por kilogramo de materia seca; es decir 
que aproximadamente un 2% del peso fresco del grano re-
cién tostado es atribuido a los gases atrapados en el mis-
mo.95,105

No obstante, otros autores sugieren que la concentración 
de CO2 atrapado dentro del grano tostado es de 5.7 mg g-1 
de materia seca con un rango oscilante entre los 4.0-8.6 
mg g-1. 106

Además, sí la estructura del grano tostado no es alterada 
es decir el grano no es molido entonces el CO2 atrapado 
dentro del mismo se difundirá fuera del grano lentamente a 
lo largo de varios meses.6,49,51,105 En contraste, entre el 40-
50% del CO2 atrapado en los finos poros del grano tostado 
es liberado a la atmosfera cuando este es reducido a finas 
partículas; y esto ocurre durante los primeros cinco minutos 
después del molido del grano.13,46,48

Según Baggenstoss  43, la preparación de la bebida 5 min 
después de la trituración bastaron para lograr pérdidas sig-
nificativas de metanetiol, sulfuro de dimetilo, disulfuro de 
dimetilo, metilpropanal (> 20%), 2-metilbutanal (> 20%), 
3-metilbutanal (> 20%), 2,3-butanodiona, 2,3-pentanodiona 
(> 20%), N-Metilpirrol (> 20%), piridina y 4-vinilguayacol.

 

Por esta razón una de las desventajas de reducir el café 
a partículas pequeñas es que los compuestos aromáticos 
que imparten al café su olor característico se volatilizaran 
más rápidamente.102,107,108 Por el contrario, las pérdidas son 
menores cuando se opta por partículas más grandes.43,60

Una opción interesante para prevenir la excesiva pérdi-
da de compuestos aromáticos es el molido húmedo con 
agua a temperatura ambiente  46,102  a través del cual se 
puede obtener un tamaño de partícula uniforme y se logra 
controlar las altas temperaturas características del molido 
en seco las cuales pueden condicionar reacciones que 
afecten la calidad del producto final. 102

Sin embargo, a pesar de que el molido húmedo se caracte-
riza por producir partículas de tamaño muy pequeño (< 100 
µm) además de capturar, en solución, compuestos aromá-
ticos que normalmente se volatilizan durante el molido en 
seco; es de limitada aplicación práctica pues requiere de 
procesos industriales adicionales para la recuperación de 
compuestos disueltos en solución 46,102 similar al proceso de 
producción de cafés instantáneos.

Desafortunadamente, el molido húmedo del grano tostado 
de café con agua caliente resulta ineficiente debido a la alta 
tasa de volatilización de compuestos aromáticos lo que per-
judica las propiedades sensoriales del producto. 102

Otra alternativa viable es el uso de nitrógeno líquido duran-
te el molido del grano ya que, al igual que el agua, previene 
las pérdidas de compuestos volátiles por su baja tempera-
tura la cual evita el calentamiento del grano tostado y las 
partes móviles del molino; y una vez terminado el proceso 
este es fácilmente separado del café molido sin tener un 
efecto residual.

Aunque el uso de nitrógeno líquido aumenta los costos de 
producción este tiene la ventaja de ser un gas inerte por lo 
que no interactúa con los compuestos volátiles y no voláti-
les del café a la vez que previene su oxidación. 46

Por todo esto, se sugiere que la preparación de la infusión 
debería llevarse a cabo inmediatamente después del tritu-
rado del grano tostado 14,46 reduciendo así las pérdidas, por 
volatilización, de compuestos aromáticos. Asimismo, en 
el mercado norteamericano y el europeo el café se vende 
en envases llenos con granos tostados no triturados para 
preservar la frescura del producto y reducir las pérdidas por 
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volatilizaciones. 45 De hecho, para el año de 1996 las ven-
tas de grano entero tostado constituían entre un 15-20% del 
mercado en los Estados Unidos de América. 103

Además, por cada tonelada métrica de café molido se libera 
en el ambiente el equivalente a 1.3 m3/h de CO. 46 Por esta 
razón, luego de molerse el café debe dejarse reposar en 
una atmosfera inerte a fin de que libere el exceso de gas de 

Figura 8. Empacado del café en bolsas con aberturas que permiten el escape de los gases liberados. Fuente: elaboración 
propia.

tal manera que al empacarlo los envases o envoltorios no 
se dañen (inflen o exploten) por la acumulación de gases al 
interior de los mismos. 49

Alternativamente, se recomienda el uso de empaques equi-
pados con válvulas de escape que permiten la salida del 
exceso de gas acumulado una vez que se ha alcanzado el 
umbral de presión establecido (Figura 8).49

 
Empacado y almacenamiento del grano tostado

Luego del tueste, el café sufre una serie de cam-
bios físicos y químicos que afectan la calidad del mis-
mo 109,110 denominados como envejecimiento. 17 La pérdida 
de la calidad del café tostado se define como el deterioro del 
sabor y aroma que ocurre durante el almacenamiento como 
consecuencia de la inestabilidad de algunos compuestos 
organolépticos así como por la rancidez (hidrolítica y oxida-
tiva) y la volatilización de compuestos aromáticos.17,105,107,111

Las condiciones y tiempo de almacenamiento son impor-
tantes para preservar la calidad del café. La recomenda-
ción general es la almacenar café procesado (tostado y 
molido) con bajos niveles de humedad a fin de expandir su 
li-mitada vida de anaquel. 43

Bajo buenas condiciones de almacenamiento, los lípidos 
presentes en el café permanecen estables gracias a la 
capacidad antioxidante de una serie de compuestos pro-
ducidos durante el proceso de tueste lo que previene su 
autooxi-dación.  112-114  Sin embargo, bajo condiciones de 
mal almacenamiento (e.g., envases contaminados, expo-
sición al O2  o la humedad) pueden afectar la calidad del 
café tostado.

En general, los lípidos pueden ser hidrolizados (enrancia-
miento hidrolítico) por causa de las lipasas (enzimas lipolíti-
cas) presentes en el producto o producidas por microorga-
nismos. Aunque los lípidos hidrolizados pueden afectar las 
propiedades organolépticas del café el proceso de tueste 
inactiva las enzimas hidrolíticas presentes en el grano.

Sin embargo, también pueden ser oxidados (enrancia-
miento oxidativo u autooxidación) producto de la acción del 
O2 y de las lipoxigenasas sobre los enlaces dobles de los 
ácidos grasos insaturados con la subsecuente formación 

de peróxidos o hidroperóxidos, que posteriormente se 
polimerizan y descomponen dando origen a la formación 
de com-puestos volátiles  109,111  tales como los aldehídos, 
cetonas y ácidos carboxílicos de menor peso molecular.

La autooxidación de los lípidos es facilitada por una atmos-
fera de envasado rica en O2, la acción de la luz, la tempe-
ratura y la presencia de lipoxigenasas.

La oxidación de los lípidos del café tostado es más rápida 
cuando este ha sido molido debido al aumento de super-
ficie lo que facilita la difusión del O2.43,48,107  Una vez que 
los lípidos han sido oxidados, del café tostado emanan 
compuestos con olores y sabores desagradables con 
menor valor nutricional y una relativa toxicidad los cuales 
progresivamente se tornan más intensos. En las primeras 
etapas del proceso se forman peróxidos en los enlaces 
dobles de los ácidos grasos insaturados; Sin embargo, 
conforme la oxidación avanza estos son transformados a 
compuestos volátiles y reactivos (e.g., aldehídos y cetonas) 
responsables de los sabores desagradables.

Desgraciadamente, conforme avanza el proceso de ran-
ciamiento varios compuestos volátiles como el furfural y el 
acetaldehído, en presencia de oxígeno, pueden también 
ser oxidados dando lugar a la formación de sus ácidos co-
rrespondientes. 65

El grado de rancidez del café almacenado puede corrobo-
rarse determinando su concentración de n-hexanal el cual 
a pesar de ser un aldehído volátil no es muy potente, pero 
imparte un sabor rancio al café y está considerado como 
un marcador confiable de la oxidación lípida 2,17,105,115; Ade-
más, este se produce como resultado de la autooxidación 
de ácidos grasos polinsaturados tales como el ácido linolei-

El procesamiento del grano de café. Del tueste a la infusión
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co.2,17,111 Sin embargo, existen otros compuestos tales como 
el trisulfuro de dimetilo cuya concentración aumenta duran-
te el almacenamiento del grano de café tostado y molido 
por lo que también se le considera un marcador confiable 
de la degradación oxidativa. 17

En general, la vida de anaquel del café tostado y molido 
depende de la concentración de O2  dentro del empaque, 
el grado de humedad del producto y la temperatura de 
almacenamiento.17,43  Debido a ello, las recomendaciones 
de almacenamiento para prevenir en enranciamiento de los 
lípidos y así extender la vida de anaquel del café incluyen: 
el uso de atmosferas inertes las cuales desplazan del 80-
90% del oxígeno presente al interior del envase,17,105,109 el 
envasado al vacío con una extracción de O2  del 95% 
o más,  109  las bajas temperaturas de almacenamien-
to,105,109,111 reducción de la humedad del producto envasado 
(e.g., liofilización) y el uso de envases oscuros que filtren 
la luz.

La eficacia de estas técnicas está claramente demostrada 
por numerosos reportes. Por ejemplo, experiencias docu-
mentadas por Marin et al. 111 revelan que muestras de café 
medianamente tostadas y molidas, empacadas con una 
atmosfera no modificada y almacenadas a temperatura 
ambiente por espacio de un año experimentaron mayores 
pérdidas de compuestos aromáticos volátiles (e.g., 2-furfu-
riltiol, 2,3-butanediona y metanetiol) respecto a sus contra-
partes empacadas con atmosferas modificadas con nitró-
geno (< 1% de O2).

No obstante, aun así, se producen leves pérdidas a la ca-
lidad debido a una breve exposición al oxígeno durante el 
procesamiento, así como por el oxígeno residual presente 
en el interior del envase por esa razón todas estas medidas 
no previenen los cambios químicos durante el almacena-
miento solamente los retrasan. 109

Además, existe evidencia de pérdidas de calidad por causa 
de la inestabilidad inherente de algunos compuestos aromá-
ticos. Experiencias documentadas por Grosch 116 describen 
una reducción significativa en la concentración del 
2-furfuriltiol (~ 81%) en muestras de café tostadas, molidas 
y almacenadas al vacío a temperatura ambiente (20-22 °C) 
por espacio de 40 días; Sin embargo, se debe tomar en 
cuenta que la práctica de envasado al vacío puede afectar 
las propiedades sensoriales del producto pues una fracción 
de la composición volátil se pierde durante la extracción del 
aire. 17 Además, el vacío se pierde rápidamente debido al 
CO2 y CO liberado por los granos de café tostados y moli-
dos. 14

Según Anderson et al. 48, el CO2 atrapado en los finos poros 
de las partículas es liberado gradualmente dentro de las pri-
meras 360 h después de que el café ha sido tostado y moli-
do. Por esta razón, es necesario dar lugar a la liberación del 
gas el cual de otra manera puede provocar el rompimiento 
del envase o envoltorio sellado producto de la presión acu-
mulada especialmente cuando se usan envases o sellos 
frágiles para el empacado del café.

En resumen, la evidencia sugiere que el café tostado, mo-
lido y empacado con atmosferas reducidas o al vacío retie-
ne su aroma por los menos 12 meses 60; de igual manera, 
el empacado en atmosferas modificadas retiene su aroma 
por el mismo período de tiempo. 111 Desafortunadamente, el 
empacado sin extracción o modificación de gases tiene una 
vida de anaquel de apenas cinco meses. 111

Sin embargo, a fin de preservar la calidad y disfrutar de 
un buen café el consumidor puede evitar comprar grandes 
volúmenes de café, mantener el café bajo condiciones de 
refrigeración y siempre cerrar la tapa del envase para evitar 
las pérdidas por efecto de volatilizaciones. 108

El método de preparación de la bebida

 

Por definición la bebida de café es la infusión que se prepa-
ra vaciando agua caliente en los granos tostados y molidos 
para extraer el material soluble vía lixiviación. Sin embargo, 
por simple que esto parezca no existe un método de extrac-
ción universalmente aceptado como ʻel mejor’. 117

Durante el proceso de preparación de la bebida las par-
tículas de café se hinchan por la capacidad de sus poli-
sacáridos de alto peso molecular (e.g., arabinogalactanos, 
complejos arabinogalactano-proteicos y galactomananos) 
de ab-sorber el agua aumentando así de diámetro y reposi-
cionándose en la dirección del flujo de agua. Eventualmen-
te, esto disminuye la porosidad intergranular e intragranular 
de la capa de café molido lo que a su vez ralentiza el movi-
miento del agua a través de la misma. 101

Por otro lado, se debe prestar atención a la temperatura 
del agua puesto que sí la misma está muy fría algunos 
compuestos no serán extraídos (Figura 9),61,101 pero sí está 
muy caliente algunos que imparten sabores desagradables 
podrían ser extraídos afectando así el sabor de la bebida; 
tales como, pero no limitado a: 2-metil-isobutanol, geosmin, 
2-metoxi-3-isopropilpirazina, 2-metoxi-3-isobutilpirazina, y 
2,4,6-tricloroanisol. 118

Figura 9. Hidrosolubilidad de compuestos del café tostado a 20 °C (68 °F). Adaptado de Mestdagh et al. 101.
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Además, la temperatura del agua usada en la preparación 
de la infusión provoca marcadas diferencias en la concen-
tración de compuestos organolépticos entre el café tostado 
y molido vs la bebida per se. Por lo general, la bebida de 
café presenta concentraciones más bajas de los compues-
tos aromáticos. 5

Las concentraciones de ciertos analitos en la infusión (e.g., 
2-metil-3-furantiol, 2-furfuriltiol, 3-mercapto-3-metil-formato 
de butilo, 3-isopropil-2-metoxi-pirazina, 2,3-dietil-5-metil-pi-
razina y 3-isobutil-2-metoxi-pirazina) decrecieron significati-
vamente respecto a las encontradas en el polvo de café del 
cual se preparó. 119 En contraste, Blank et al. 119 encontró 
que las concentraciones del metional, 4-hidroxi-2,5-dime-
til-3(2H)-furanona, sotolón y la vanilina aumentaron respec-
to a las encontradas en el polvo de café del cual se preparó 
la infusión.

La diferencia de concentraciones es atribuida a un mayor 
o menor grado de hidrosolubilidad de los compuestos or-
ganolépticos por lo que algunos son extraídos rápidamen-
te (aquellos con un alto grado de polaridad) mientras que 
otros demoran más.  120 Además, la desnaturalización de 
ciertos analitos por causa de la alta temperatura del agua 
también afecta su solubilización. 119

Es de hacer notar que los compuestos con un alto grado 
de polaridad (e.g., 2,3-butanediona) confieren tonalidades 
dulces y ácidas a la infusión además de ser extraídos rá-
pidamente 94,101; Por ejemplo, durante la preparación de la 
bebida los ACs, sus monómeros constitutivos y derivados 
térmicos (quinolactonas) al ser hidrosolubles son extraídos 
del café tostado y molido casi por completo (~ 80%).121

Por el contrario, aquellos con baja polaridad (e.g., β-da-
mascenona) demoran más en ser extraídos 101,120 además 
de caracterizarse por ser amargos y requieren de mayores 
temperaturas o mayor tiempo de exposición para su hidro-
solubilización.94,101

Todo esto sugiere que la polaridad de los compuestos orgá-
nicos del café tostado influye tanto en su hidrosolubilidad, 
así como las propiedades sensoriales de la taza de café. In-
dependientemente del grado de polaridad de los compues-
tos solubilizados, por definición, el porcentaje de extracción 
(ecuación 2) se interpreta como la proporción existente en-
tre los compuestos extraídos y la cantidad de café tostado 
y molido empleada durante la preparación de la infusión. 94

De tal manera que entre más bajo sea el porcentaje de ex-
tracción más sosa o simple será la bebida; En contraste, sí 
el porcentaje de extracción es muy alta se corre el riesgo 
de afectar las características sensoriales de la infusión por 
causa de la solubilización de compuestos que confieren to-
nalidades amargas y astringentes.

Por esta razón, a fin de no afectar negativamente el sabor 
y aroma de la infusión la Asociación de Cafés de Especia-
lidad de América recomienda que el porcentaje de extrac-
ción no debe exceder el rango de 18-22% y el porcentaje de 
solidos totales debe oscilar entre 1.15-1.35%.94

En promedio, la cantidad de solutos solubles presentes en 
la bebida varia de 2 a 6 g 100-1 ml de infusión 50; De los cua-
les en C. arabica, 500-1500 mg corresponden a las mela-
noidinas, 35-500 mg a los ACs, 200-800 mg de fibra soluble 
(e.g., galactomanano y arabinogalactano tipo II), 250-700 
mg de minerales, 50-380 mg de cafeína, 100 mg de proteí-
na, 40-50 mg de trigonelina y aproximadamente 10 mg de 
ácido nicotínico. 50

Es de hacer notar que la temperatura recomendada por el 
Centro de Elaboración del Café (USA) y el Centro Nórdico 
del Café (Noruega) para servir la bebida de café oscila en-
tre los 80-85 °C (176-185 °F) 122-126; Por otro lado, la Asocia-
ción Nacional del Café de los Estados Unidos de América 
recomienda servir el café con una temperatura oscilante 
entre los 82.2-85 °C (179.96-185 °F). 127

Por otro lado, ciertos autores sugieren que la preferencia 
del consumidor oscila entre los 62.8-72.1 °C (145.04-161.78 
°F); No obstante, independientemente de tales recomenda-
ciones la evidencia indica que los consumidores no tienen 
una temperatura de preferencia para beber el café, por el 
contrario, estos tienen un rango de temperaturas que con-
sideran agradables para tal fin.122,123

Debido al hecho que no existe una temperatura universal-
mente estandarizada para servir la bebida se debe tomar en 
cuenta las observaciones de la Agencia Internacional para 
la Investigación del Cáncer (IARC) una rama de la Orga-
nización Mundial de la Salud (OMS) la cual recientemente 
dictamino como agente cancerígeno a toda bebida cliente 
cuya temperatura este por encima de los 65 °C (149 °F). 128

Por otro lado, el grado de alcalinidad o acides del agua usa-
da en la preparación de la infusión también juega un papel 
importante en la definición del sabor de la bebida. Según 
Mussatto et al.  45, sí el pH del agua es menor de 4.9 el 
sabor de la bebida es agrio mientras que sí el pH es mayor 
que 5.2 entonces su sabor se torna amargo. Por ello se 
recomienda que el pH del agua debe oscilar entre 4.9 y 5.2.

Según Cramer 14 especial atención debe prestarse al material 
del cual está fabricado el recipiente en el que sirve la taza 
de café. Los recipientes hechos de metal especialmente de 
aluminio, níquel, latón, plata y estaño afectan el sabor de la 
bebida tornándola amarga y astringente.

 

En contraste, los recipientes hechos de cerámica, barro o 
vidrio no afectan las características sensoriales de la bebi-
da 14 excepto en el caso de los recipientes hechos de vidrio 
obscuro que permiten el paso de la luz ya que estos afectan 
la percepción del color de la bebida. 19

El método escogido para la preparación de la bebida tam-
bién ejerce un impacto significativo en las características 
sensoriales de la misma debido a que la concentración de 
los analitos extraídos varía significativamente dependiendo 
del método de preparación escogido (Figura 10).
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La preparación de la bebida es en sí un proceso de extrac-
ción sólido-líquido del cual existen diferentes variaciones 
que pueden ser clasificadas como aquellas que usan filtros 
y los que no los usan (e.g., café turco, espresso, francés 
prensado, escandinavo, café frio o helado, etc.).

Experiencias documentadas por Sanchez et al. 61 quienes 
evaluaron cuatro diferentes métodos de preparación de la 
bebida (e.g, café preparado con cafetera casera, el méto-
do presurizado tipo espresso, el método de catación y el 
método de infusión filtrada) descubrieron diferencias signi-
ficativas entre los mismos.

La evidencia sugiere que los métodos tipo espresso y de 
catación son útiles para diferenciar bebidas en base a su 
sabor mientras que el método de infusión filtrada es útil 
para distinguir diferencias en base al aroma de la bebi-
da. 61 Pese a ello, debido a las preferencias del consumidor 
respecto al método de preparación dicha información po-
dría no tener impacto alguno.

A continuación, se describen en detalle algunos métodos 
de preparación de la bebida de café:

Ácido 5-cafeoilquínico (5-CQA) | Ácido 4-cafeoilquínico (4-CQA) | Ácido 3-cafeoilquínico (3-CQA).
Ácido 5-feruloilquínico (5-FQA) | Ácido 4,5-dicumaroilquínico (4,5-diCQA) | 4-cafeoilquínico lactona (4-CQL).
Ácido 1,4-dicumaroilquínico (1,4-diCQA) | Ácido 5-pcumaroilquínico (5-pCoQA) | Ácido 3,5-dicumaroilquínico (3,5-diCQA). Adaptado de 

Angeloni et al.129

Figura 10. Extracción de compuestos hidrosolubles por diferentes métodos de preparación de la bebida de café.

El café filtrado

El filtrado es el método más común de preparación de la 
bebida de café en el cual la infusión se prepara aprove-
chando la fuerza de gravedad al hacer pasar, a manera de 
goteo, un flujo de agua caliente [92-96 °C (197.6-204.8 °F)] 
a través de una muestra de café tostado y molido por espa-
cio de 3-10 minutos con lo que se logra extraer del mismo 
los compuestos hidrosolubles 101,130 los cuales se difunden 
libremente hacia la infusión para luego pasar a través de un 
filtro (de papel, metal o plástico) el cual retiene los gránulos 
gruesos de café (Figura 11).

Por lo general, a través de este método la proporción de 
infusión recuperada con respecto a la proporción de café 
usada es de aproximadamente 15:1,  95  es decir, que por 
cada gramo de café tostado y molido se recuperarán 15 
gramos de infusión de café.

De esta manera, sin la aplicación de agua caliente presuri-
zada, se logra recuperar una infusión con un buen carácter, 
relativamente libre de partículas en suspensión y con una 
baja taza de sedimentación.

A. Método de filtrado convencional, B. Método de filtrado con cafetera tipo V60. Fuente: elaboración propia.
Figura 11. Flujograma de la preparación de café filtrado.
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Por otro lado, alrededor del 90% de la cafeína presente en 
el café tostado y molido es solubilizada en el primer minuto 
de extracción. 101 No obstante, algunos compuestos insolu-
bles en agua como los lípidos también son solubilizados por 
causa de la temperatura, pero son retenidos en los filtros de 
papel razón por la cual los cafés filtrados se caracterizan 
por su bajo contenido de aceites. 101

De acuerdo con la Asociación Americana de Cafés de Es-
pecialidad, los filtros de papel usados en ciertos métodos 
retienen un buen porcentaje de los lípidos en solución así 
como otros compuestos que influencian el sabor y aroma 
de la infusión lo que reduce el cuerpo y textura de la mis-
ma  55,61; La evidencia sugiere que las infusiones prepara-
das con filtros tienen menos de 7 mg de lípidos en solución 
mientras que aquellas hechas con agua hirviendo y sin el 
uso de filtros alcanzan hasta 160 mg de lípidos por taza de 
café. 45

Finalmente, la versión Chemex de manufacturación ame-
ricana y la versión japonesa V60 constituyen dos intere-
santes variaciones de las cafeteras de filtro introducidas 
al mercado en el período comprendido entre 1950-60 (Fi-
gura 11).35  Para una mejor comprensión del método de 
preparación del café filtrado recomendamos ver el siguiente 
video: https://goo.gl/TCtG29.

 

El café tipo Moka

 

El Moka es una variación de los cafés filtrados inventado 
por Alfonso Bialetti en 1933 35,101 y es muy popular en el sur 
de Europa especialmente en España e Italia 100 al punto 
que en este último un 90% de los hogares cuenta con una 
de estas cafeteras 35,129 debido a su bajo precio y facilidad 
de uso. 129

La cafetera, generalmente de aluminio, está estructurada 
de tres partes: a) la parte más baja es el depósito de agua 
el cual al ser calentado proporciona la fuente de agua ca-
liente presurizada, b) la parte media la cual es el depósito 
de café molido y tostado a través del cual el agua caliente 
y presurizada debe abrirse paso arrastrando consigo los 
compuestos solubles del café y c) la copa superior la cual 

Figura 12. Diagrama de la cafetera tipo Moka. Fuente: elaboración propia.

está acoplada a la base y donde se colecta la infusión filtra-
da de café (Figura 12).

Aunque se trata de un sistema a base de agua presuriza-
da (~ 1.5 bar), las presiones generadas no se comparan 
a las usadas en la preparación del café expresso (~ 10 
bar).35,100 A medida que el agua caliente se abre camino a 
través de las partículas de café molido estas se humedecen 
y aumentan de volumen aprisionándose las unas a las otras 
reduciendo así la permeabilidad lo que a su vez provoca un 
aumento en la presión del agua. 101

La recomendación general durante el proceso es la de evi-
tar la extracción prolongada ya que esto favorece la solu-
bilización y extracción de compuestos orgánicos volátiles y 
no volátiles que afectan el aroma y sabor de la bebida pues 
imparten tonalidades amargas y astringes. 101

El café prensado francés

 

Es una variación de los cafés filtrados en el cual el café 
tostado y molido se mescla con el agua caliente en una 
cafetera cilíndrica conocida como prensa de café y se les 
deja reposar por unos minutos (2-5 min) para que los com-
puestos se solubilicen. 101 Después, un filtro que se ajusta 
perfectamente al diámetro interior de la cafetera es des-
plazado hacia abajo forzando los sedimentos al fondo de 
la cafetera reduciendo así la cantidad de los mismos en la 
bebida (Figura 13).

Las características sensoriales de la infusión variaran de-
pendiendo del tiempo que las partículas gruesas de café 
permanezcan en suspensión en el agua caliente. Por ejem-
plo, a través de una rápida extracción se logra recuperar 
una infusión con tonalidades dulces y ácidas. En contraste, 
a través de una exposición prolongada al agua caliente se 
logra recuperar una bebida con tonalidades más intensas 
y amargas. 101

Una de las desventajas del café prensado francés es la pre-
sencia de una mayor cantidad de sedimentos en el fondo 
de la taza por causa de los tamices metálicos usados para 
filtrar la infusión los cuales, aunque retienen los gránulos 
gruesos permiten el libre paso de las partículas finas. 101
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 Además, a diferencia de los cafés preparados con filtros de 
papel el café prensado francés presenta una mayor concen-
tración de lípidos en solución (2-10 mg por taza) 131 ya que 
los tamices usados en el proceso de filtración no retienen 
los aceites. Para una mejor comprensión del método de 
preparación del café prensado francés recomendamos ver 
el siguiente video: https://goo.gl/oh6e8Z.

El café Turco

 

La preparación del café turco inicia con la pulverización 
(partículas finas) del café tostado para luego hervirlo en 
agua caliente no presurizada por un breve tiempo produ-
ciendo así un café fuerte con espuma y un alto grado de 
solutos en solución los cuales, por gravedad, tienden a se-
dimentarse en el fondo del recipiente (Figura 14).101,132

 
Antes de dispensar la bebida, el recipiente es retirado del 
fuego para detener la ebullición del agua y permitir así la 
sedimentación de las partículas en suspensión; No obstan-
te, el proceso de difusión de los compuestos solubilizados 
continuará por cierto tiempo con lo que se logra así una in-
fusión con un carácter fuerte producto de una alta concen-
tración de metabolitos [e.g., cafeína, trigonelina, diterpenos 
(2-10 mg por taza), etc.] y otros compuestos orgánicos de 
ori-gen térmico (lactonas, furanos, pirazinas, píranos, piridi-
nas, pirroles, tiazoles, etc.).

Para una mejor comprensión del método de preparación 

Figura 13. Flujograma de la preparación de café prensado francés. Fuente: elaboración propia.

Figura 14. Flujograma de la preparación del café Turco.

del café turco recomendamos ver el siguiente video: https://
goo.gl/ircLpe.

El café espresso

 

Los cafés tipo espresso (e.g., latte, cappuccino, y america-
no) se originaron en Italia, 133 pero son populares en Europa 
y Centro América  132,134  y comparado a otros métodos de 
preparación de la bebida logran extraer del café molido 
la mayor cantidad de lípidos en solución (cafés arábica: 
45-146.5 mg ml-1  y cafés robusta: 13.65-119.5 mg ml-
1)  101,132,135,136  aumentando así la viscosidad de la bebida 
como consecuencia del agua caliente presurizada y la 
ausencia de filtros en su preparación.

Los cafés tipo espresso se preparan haciendo pasar una 
cantidad limitada de agua caliente (90 ± 5 °C) y presuri-
za-da (~ 7-9 bares) a través de la muestra de café (7 ± 0.5 
g) medianamente molida y prensada sin el uso de filtros lo 
que acelera la extracción del material soluble en un corto 
período de tiempo (25 ± 2.5 s) (Figura 15).101,106,130,132,137-140

Se debe prestar atención a la presión aplicada durante la 
extracción pues sí se aplican presiones más altas que las 
recomendadas las características sensoriales de la be-
bida son afectadas pues suelen ser más astringentes y 
amargas (olores y sabores quemados, como a madera o 
acre)  141,142  producto de una mayor taza de solubilización 
de compuestos orgánicos (Figura 16) lo que a su vez 
disminuye la aceptación de los consumidores.
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Figura 15. Esquema general de producción de cafés espresso. Fuente: elaboración propia.

En contraste, sí el proceso de extracción se desarrolla de 
la manera correcta el resultado es una infusión (~ 20-40 
mL) con un fuerte sabor y una delgada película oleaginosa 
compuesta por pequeñas gotitas de aceite (Ø <10 µm) las 
cuales contienen vitaminas liposolubles además de diminu-
tos fragmentos celulares (2-5 µm), con una coloración roji-
za o café flotando en la superficie y comúnmente llamada 
ʻcrema’.35,101,106,136

Es de hacer notar que cualquier otro método de extracción 
que no involucre la inyección de agua presurizada tampoco 
logra la formación de la crema en la superficie de la be-
bida  101  la cual según algunos autores debe constituir no 
menos de un 10% del volumen de la bebida. 104

 Además, las variedades de café robusta tienen la propiedad 
de producir un mayor volumen de crema en comparación 
con las variedades arábica 35 por lo que en la preparación 
del café tipo espresso se recomienda el uso de variedades 
robustas o las mezclas con una fuerte proporción de cafés 
robustas. 144

Figura 16. Variación en la concentración de compuestos orgánicos en el café producto de diferentes temperaturas y 
presiones de extracción. Adaptado de Masella et al. 143

La infusión es en sí una compleja matriz de compuestos 
químicos la cual está dividida en tres fases: la emulsión, 
la suspensión y la fase gaseosa (burbujas)  145  formada 
esta última por el CO2  atrapado en las partículas de 
café.136,140  Además, sí la infusión es preparada a partir 
de granos recién tostados se produce en su superficie 
una gran cantidad de crema con grandes burbujas que 
rápidamente colapsan por causa de la evaporación. 95

En resumen, aunque la calidad de los cafés tipo espresso 
depende de varios factores (e.g., calidad del grano, espe-
cie involucrada, el grado de tueste, el tamaño de partícula 
y el método de extracción empleado); el sabor de los mis-
mos ha sido descrito como la versión concentrada de los 
cafés filtrados. 35

Para una mejor comprensión del método de preparación 
del café espresso recomendamos ver el siguiente video: 
https://goo.gl/qws2Dc.
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Uno de los productos alimenticios más aromáticos es el 
café tostado, su aroma es producto de una mezcla com-
pleja de compuestos volátiles que se forman a través de la 
degradación Strecker y la reacción no enzimática Maillard 
durante el tueste del grano. La degradación Strecker es una 
reacción entre un aminoácido libre y un grupo dicarbonilo 
(e.g., dice-tona) que resulta en la liberación de amoniaco, 
CO2 y la formación de un aldehído el cual presenta en su 
fórmula molecular un carbono menos que el aminoácido del 
cual se formó.

En pocas palabras, el aroma del café es producto del efecto 
sinérgico de los compuestos que están presentes en el gra-
no crudo de forma inherente (e.g., azucares y aminoácidos) 
y aquellos que se forman durante el proceso de tueste, la 
temperatura y tiempo de tueste, las reacciones involucra-
das, el pH y la humedad del grano.

Además, el sabor de la bebida es producto del efecto si-
nérgico de sus notas y perfiles de sabor además de sus 
compuestos aromáticos. Sin embargo, el perfil aromático 
de una muestra de café tostada puede variar dependien-
do del tiempo y la temperatura aplicada durante el tueste, 
de tal manera que submuestras derivadas de una misma 
muestra y tostadas bajo diferentes condiciones pueden pre-
sentar diferentes perfiles aromáticos.

No obstante, existen otros factores que afectan el perfil aro-
mático de la bebida tales como la especie involucrada, el 
tamaño de partícula, el método de preparación de la bebida 
y la frescura del café tostado y molido. Por ejemplo, mien-
tras que la bebida de los cafés robusta tiene más densidad 
y es amarga, pero con poca acidez; el aroma de los cafés 
arábica es acaramelado y dulzón y su bebida tiene mayor 
acidez, pero menor densidad.

Por otro lado, las diferencias de sabor observadas entre las 
muestras de café (grano tostado y bebidas) derivadas de 
C. arabica y C. canephora tienen su origen en diferencias 
de concentración de los analitos organolépticos y no por el 
surgimiento de nuevos y más potentes odorantes.

En resumen, la calidad de la taza de café está condiciona-
da por un el amplio número de variantes que afectan tanto 
el proceso de tueste del grano como la preparación de la 
bebida per se. Por esa razón, difícilmente se puede hablar 
de parámetros estándares en el procesamiento del grano 
lo cual ha dado lugar, en el comercio, a una gran cantidad 
de opciones orientadas a satisfacer las preferencias de los 
consumidores. Finalmente, aunque la calidad de taza suele 
ser evaluada por catadores profesionales el precio del café 
en el mercado internacional está gobernado por la ley de la 
oferta y la demanda.
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Introducción
El café es un producto básico importante y una fuente 

de ingresos para más de 60 países de todo el mundo. El 
género Coffea contiene más de 90 especies, siendo Coffea 
arabica y Coffea canephora las especies de mayor valor 
comercial. La producción de estas especies se distribuye 
en aproximadamente un 60 y 40% respectivamente (http://
www.ico.org/). Coffea arabica es la única especie tetraploi-
de de su género, resultado de la especiación producta de 
la hibridación de C. canephora y C. eugenioides1. Coffea 
arabica es susceptible a varios patógenos, como bacterias, 
hongos, nematodos e insectos, siendo Hemileia vastatrix 
e Hypotenemus hampei las principales amenazas para el 

cultivo2. Las plantas y los patógenos han desarrollado una 
interacción altamente adaptada. Por ejemplo, los patóge-
nos biotróficos están mediados por la interacción de genes 
de resistencia (R-genes) en plantas y genes de avirulen-
cia equivalentes en los patógenos3,4. Las proteínas de tipo 
Nucleotide Binding Site-Leucine Rich Repeats (NBS-LRR) 
son una de las familias de R- genes más importantes. Es-
tas proteínas se consideran de origen antiguo y altamente 
evolucionadas, ya que pueden interactuar con las proteínas 
efectoras del patógeno3–5. Esta familia de proteínas se cla-
sifica en dos grupos según el dominio N-terminal. El primer 
grupo presenta un dominio de proteína similar al receptor 
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Predicción bioinformática de proteínas NBS-LRR en el genoma de Coffea 
arabica
Bioinformatic prediction of NBS-LRR proteins in the Coffea arabica genome

Marcela María Moncada1, Manuel Antonio Elvir1, Juan Rafael Lopez3, and Andrés S. Ortiz1,2*

Resumen: Gracias al acceso al genoma completo de Coffea arabica y el Desarrollo de multiples herramientas de 
bioinformartica que permite la búsqueda de genes de resistencia de plantas (R-genes), ha sido posible implementar 
estas estrategias en programas de mejora genética. En las plantas, los R-genes codifican proteínas involucradas en 
mecanismos de defensa contra patógenos. Los genes con dominios tipo Nucleotide-Binding-Site Leucine-Rich-Repeat 
(NBS-LRR) forman la familia de R-genes de plantas más grande. El objetivo de este estudio fue identificar genes de 
proteínas NBS-LRR en el genoma de C. arabica utilizando un enfoque bioinformático. Identificamos motivos conservados 
de R-genes de C. arabica relacionados con genes similares encontrados en Coffea canephora y Coffea eugenoides, dos 
especies evolutivas relacionadas con C. arabica. Los resultados de estos análisis revelaron proteínas con origen evolutivo 
provenientes de dicotiledóneo ancestrales, así como proteínas de resistencia específicas del género Coffea. Además, 
todas las secuencias de los R-genes de C. arabica mostraron una gran similitud con proteína CNL de Arabidopsis thaliana. 
Finalmente, la presencia de motivos altamente conservados, la distribución cromosómica y las relaciones filogenéticas de 
los R-genes de C. arabica muestran procesos de coevolución con patógenos adaptados, demostrando de esta manera la 
importancia del estudio de estos genes en la inmunidad del café.

Palabras clave: Café, NBS-LRR, Proteínas de Resistencia, Bioinformática.

Abstract: Thanks to access to the complete genome of Coffea arabica and the development of multiple bioinformatics 
tools that allow the search for plant resistance genes (R-genes), it has been possible to implement these strategies in 
breeding programs. In plants, R-genes encode proteins involved in defense mechanisms against pathogens. Genes with 
Nucleotide-Binding-Site Leucine-Rich-Repeat (NBS-LRR)-like domains form the most significant plant R-gene family. This 
study aimed to identify NBS-LRR protein genes in the C. arabica genome using a bioinformatics approach. We identified 
conserved motifs of C. arabica R-genes related to similar genes found in Coffea canephora and Coffea eugenoides, 
two evolutionary species related to C. arabica. These analyses revealed proteins with evolutionary origin from ancestral 
dicotyledons and resistance proteins specific to the genus Coffea. In addition, all the sequences of the C. arabica R-genes 
showed a high similarity with CNL protein from Ara-bidopsis thaliana. Finally, the presence of highly conserved motifs, 
chromosomal distribution and phylogenetic relationships of the C. arabica R-genes show coevolution processes with 
adapted pathogens, thus demonstrating the importance of studying these genes in coffee immunity.

Key words: Coffee, NBS-LRR, Resistance Proteins, Bioinformatics.
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Toll/Interleukin 1 o TIR-NBS-LRR (TNL). El otro grupo con-
tiene un dominio Coiled Coil en la región N-terminal o CC-
NBS-LRR (CNL). Ambos grupos están relacionados con la 
señalización de las apoptosis o reacciones de hipersensi-
bilidad (HR)  .

El dominio NBS de estas proteinas se ha relaciona-
do con motivos altamente conservados en la familia de 
ATPasas y la proteína G. Motivos como P-loop, RNBS-A, 
RNBS-B, RNBS-C, RNBS-D, kinase-2, kinase-3a y GLPL, 
se han identificado en TNL y CNL de plantas. Estos moti-
vos están relacionados con la capacidad del dominio NBS 
para hidrolizar ATP o GTP, una activación molecular de las 
proteinas NBS-LRR5,8. El dominio LRR está compuesto por 
repeticiones en tándem entre 20 y 30 secuencias consenso 
tipo LxxLxLxxNxL, donde "L" representa residuos de leuci-
na, "N" puede representar residuos de asparagina, treoni-
na, serina o cisteína, y "x" puede ser cualquier aminoácido. 
Este dominio se caracteriza por una estructura cóncava 
formada por una serie de hojas β. Esta región ha sido iden-
tificada como responsable de la interacción proteína-pro-
teína5,8,9. La presencia de NBS-LRR se ha demostrado en 
todas las especies de plantas; sin embargo, también se ob-
servó que las plantas monocotiledóneas no tenían TNL10,11. 
A través de estudios moleculares e in sillico, se ha demos-
trado la presencia de todas las familias de R- genes en Co-
ffea arabica, pero no así hasta este studio en C. arabica12,13. 
Se han identificado nueve genes de resistencia a la roya del 
café (SH1-SH9) mediante el uso de plantas diferenciado-
ras14. El gen SH3 ha mostrado dotar de resistencia vertical 
contra Hemileia vastatrix, este gen ha sido descrito como 
un gen que codifica una proteína tipo CNL, siendo este gen 
un elemento importante utilizado en los programas de me-
joramiento genético del café a nivel mundial15.

La identificación y caracterización de R- genes de 
plantas se ha realizado con enfoques tanto moleculares, 
como bioinformáticos. Sekhwal (2015) propuso un enfoque 
que permite identificar análogos de R- genes en genomas 
de plantas. Este enfoque requiere la generación de bases 
de datos de referencia de R- genes, informados que pue-
de ser seleccionados a partir de bases de datos públicas 
especializadas. Posteriormente, estas bases de datos son 
utilizadas para realizar alineamiento contra el genoma de 
la planta de interés. Los resultados obtenidos a partir de 
los alineamientos se someten a procesos de identificación 
de dominios y motivos conservados que permiten clasificar 
las secuencias en diferentes familias de R- genes16. Ac-
tualmente, las herramientas bioinformáticas permiten una 
amplia variedad de diferentes estudios y análisis que pre-
dicen con precisión la función y estructura de las proteínas, 
lo que permite identificar y caracterizaR-genes y proteínas 
de resistencia de plantas. En este estudio, utilizamos un 
enfoque bioinformático para identificar secuencias candida-
tas para NSB-LRR en el genoma de Coffea arabica, así 
como, para predecir la ubicación, estructura y localización 
cromosómica de las secuencias identificadas. Permitiendo 
reconocer nuevos factores de resistencia a enfermedades 
que puedan ser utilizadas en programas de mejoramiento 
genético del café.

Materiales y métodos 

Minera de datos
Para identificar los genes de resistencia (R- genes) en 

el genoma de C. arabica, utilizamos un enfoque descrito por 
Sekhwal y col. con algunas modificaciones16. Los genes co-
dificantes de referencia del Nucleotide Binding Site-Leucine 
Rich Repeats (NBS-LRR) se recopilaron mediante búsque-
da por palabra clave en la base de datos Plant Resistan-
ce Genes Database 3.017 (PRGdb http://prgdb.org/prgdb/) 
usando palabras clave como TNL o CNL. Los resultados se 
almacenaron en archivos fasta y se sometieron a análisis 
en la versión web de Pfam v.32.018 (https://pfam.xfam.org/) 
para identificar dominios de tipo Toll/Interleukin-like Recep-
tor (TIR), Coiled-Coil (CC), así como, dominios NBS confir-
mando la familia a la pertenecian los genes de referencia. 
Las secuencias resultantes se clasificaron en dos grupos 
en función del dominio N-terminal, TNL para proteínas de 
referencia que contenían dominios TIR-NBS y CNL para 
proteínas de referencia con dominios Coiled Coil-NBS. Las 
secuencias de genes de referencia sin dominios TIR o CC 
se descartaron de los análisis posteriores. Finalmente, el 
genoma de Coffea arabica var. Red Bourbon se obtuvo a 
nivel de scaffolds del sitio web de World Coffee Research 
(WCR) (https://worldcoffeeresearch.org/work/coffea-arabi-
ca-genome/) y se reservó para análisis posteriores.

Predicción de proteínas NBS-LRR de Coffea arabica
Las secuencias del genoma de Coffea arabica se ali-

nearon con los genes CNL y TNL de referencia utilizando 
el software BLAST versión 2.5.0 para linux (https://ftp.ncbi.
nlm.nih.gov/blast/executables/blast+/LATEST/), utilizando 
los parámetros predeterminados excepto el e-value, el cual 
se estableció en 1x10-14 con el objetivo de evitar alinear se-
cuencias con baja identidad19. Los resultados se filtraron 
mediante un script “hecho en casa” para el paquete seqinr 
v.3.6-1 R para eliminar redundancias. Posteriormente, las 
secuencias filtrados del genoma de café, se tradujeron a los 
seis ORF utilizando la herramienta de traducción ExPASy20 

(https://web.expasy.org/translate/). Las regiones de codifi-
cación se extrajeron y sometieron a anotación funcional con 
el software INTERPROSCAN v.5.39-77.0 21 (http://www.
ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/). Las secuencias de C. 
arabica que presentaban anotaciones relacionadas con los 
dominios de proteína tales como CC, TIR, NBS y LRR se 
recuperaron para usarlas en los análisis posteriores. Des-
pues, y debido a que solo las proteínas de tipo CNL de C. 
arabica (CNL-CA) presentaron los tres dominios clásicos 
de las NBS-LRR fueron seleccionadas para los analisis 
subsiguientes. Más tardes, las secuencias de tipo CNL de 
C. arabica (CNL-CA) se sometieron a análisis de identifi-
cación de motivos en el software MEME suite v5.1.1 eje-
cutable para Linux22 (http://meme-suite.org/) se utilizaron 
parámetros predeterminados, modificando la búsqueda de 
motivos a un máximo de 45 motivos. Las secuencias fueron 
luego agrupadas según los patrones de motivos comparti-
dos, gracias a la alta similitud (> 98%) entre las secuencias. 
Las secuencias agrupadas por patrones de motivos, fueron 
utilizadas en los análisis posteriores.

Análisis filogenético
Los CNL-CA se alinearon con y sin las secuencias 

de referencia de plantas con el algoritmo MUSCLE en el 
software AliView para Linux (https://ormbunkar.se/aliview/) 
para calcular árboles filogenéticos entre secuencias CNL-
CA y entre estas y secuencias de referencia. Utilizamos 
RAxML del servidor CIPRES Science Gateway v.3.3. (ht-
tps://www.phylo.org/), empleando el método de Máxima 
Verosimilitud, con 1000 bootstraps, el modelo evolutivo Jo-
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nes-Taylor-Thornton, con estimación de sitios invariantes, y 
distribución gamma (JTT+G+I).

Ubicación cromosómica
Para predecir la ubicación cromosómica, los CNL-CA 

se alinearon con pseudocromosomas de Coffea canepho-
ra, una especie estrechamente relacionada con C. arabica. 
Utilizamos el software de alineamiento del sitio web Coffee 
Genome Hub23 (http://coffee-genome.org/) con un e-value 
de 1x10-100 y un máximo de 20 secuencias de salida. Luego, 
los resultados fueron filtrados eliminando secuencias con 
menos del 85% de similitud y cobertura.

Predicción estructural
El plegamiento de proteínas de los CNL-CA se predijo 

sometiendo una secuencia representative de cada grupo de 
patornes de motivos de CNL-CA en el software Phyre v2.024 
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id= ín-
dice) con parámetros predeterminados. Simultáneamente, 
el peso molecular y el punto isoeléctrico se calcularon el 
sitio web ExPasy Compute pI/Mw20 (https://web.expasy.org/
compute_pi/) utilizando los parámetros predeterminados.

Resultados

Data Mining
Se recuperaron un total de 153 secuencias de la base 

de datos PRGdb a través de la estrategia de palabras cla-
ve. Las anotaciones de secuencia confirmaron la presencia 
de dominios de proteína NBS-LRR. Se seleccionaron 53 
secuencias que presentaban dominios relacionados con 
secuencias tipo CNL y 17 con secuencias tipo TNL. Pos-
teriormente estas fueron utilizadas como secuencias de 
referencia en el alineamiento con las secuencias del geno-
ma de Coffea arabica. También se recuperamos 164,254 
secuencias a nivel de scaffolds del genoma completo de 
WCR de Coffea arabica.

Predicción de proteínas NBS-LRR
Se identificaron un total de 4519 secuencias de tipo 

CNL y 1983 de tipo TNL en el genoma del C. arabica. Pos-
teriormente, se eliminaron los resultados redundantes, la 
secuencias resultantes fueron sometidas a anotación func-
tional. Se identificaron y anotaron un total de 76 proteínas 
tipo NBS-LRR, distribuidos en 35 CNL (46 %), 19 TNL y 41 
secuencias (29%) que solo contenian uno o dos de los do-
minios típicos de las proteínas NBS-LRR. Finalmente, solo 
las secuencias tipo CNL mostrarón los tres dominios de la 
proteína en el mismo ORF (Tabla complementaria 1). Las 
anotaciones más frecuentes dentro de los CNL-CA fueron: 
dominios NB-ARC (IPR002182), dominio Rx N-Terminal 
(IPR041118), superfamilia de dominios Leucine Rich Re-
peat (IPR03675), dominios Virus X resistance protein-like, 
coiled coil domains (IPR038005), P-loop contenidos en do-
minios de tipo nucleótido trifosfato hidrolasa (IPR027417), 
así como, superfamilia de dominios Winged helix-like DNA 
binding (IPR03388). Todas las anotaciones generadas fue-
ron relacionadas con los dominios de proteína tipo CNL.

Se identificaron dieciséis motivos altamente conser-
vados en las secuencias de CNL-CA. Tres de estos mo-
tivos se localizaron en el dominio CC, cuatro en el NBS y 
nueve en los dominios LRR (tabla 1). Todos los motivos 
altamente conservados mostraron similitud con las proteí-

nas de resistencia de Coffea arabica, C. canephora o C. 
eugenioides disponibles en las base de datos del NCBI. 
Ademas, cuatro de los 16 motivos mostraron similitudes 
con proteínas de resistencia de plantas que no pertenecen 
al género Coffea. El motivo número 5 de las secuencias 
CNL-CA mostró un 81% de similitud con una proteína de 
resistencia a enfermedades (DRP) de Corchorus capsula-
ris (Acceso: OMO 94926.1). El motivo número 11, posee 
un 66% de similaridad a una DRP de Actinidia chinesis 
(Accesión: PSS24536.1). El motivo número 15 mostró un 
64 % de similitud con la proteinas ATPP2-A2 de Hibiscus 
syriacus (Accesión: KAE8684719.1) mientras que el motivo 
número 16 es 52 % similar a una DRP putativa de More-
lla rubra (Accesión: KAB1213552.1). Todas las secuencias 
pertenecían a proteínas de tipo CNL, aunque ninguno de 
los motivos que mostraban alta similaridad se ubicaron en 
la región CC de las proteínas. También fue posible identi-
ficar siete motivos conservados relacionados con motivos 
de tipo P-Loop, RNBS-A, EDVL, GLPL, RNBS-D, Kinase-2 
y Kinas-3, los cuales encuentran comunmente en dominios 
de proteinas NBS. Tambien se identificaron siete patrones 
de motivos relacionados con el dominio CC (Figura 1). De-
bido a la gran similitud (> 98 %) entre las secuencias que 
comparten el mismo patron de motivo, creamos 9 grupos 
que contenían de 2 a 4 secuencias con patrones altamente 
consevados cada uno (Tabla 2). Por otro lado, 13 secuen-
cias no mostraron suficiente similitud con otras CNL-CA por 
lo que, posteriormente, fueron analizadas individualmente 
(Figura 2).

Análisis filogenético
El árbol filogenético de CNL-CA mostró la ptresencia 

de cuatro grupos principales. La secuencia Ca_3_358_
ORF_2_1 fue segregada del resto de las secuencias y no 
mostró relación filogenética directa con ninguna otra se-
cuencia CNL-CA (figura 3). El árbol filogenético CNL-CA 
con secuencias de referencia, reveló cinco grupos diferen-
tes y cuatro secuencias segregadas. Los CNL-CA se ubi-
caron exclusivamente dentro de los grupos resaltados en 
color azul y rojo en la figura 4. Los grupos resaltados en 
amarillo y verde incluían secuencias de plantas monocotile-
dóneas exclusivamente. El grupo azul incluye unicamente 
secuencias de plantas dicotiledóneas, mientras que el gru-
po rojo combina secuencias de dicotiledoneos y monocoti-
ledoneas. La mayoría de las secuencias CNL-CA presenta-
ron algún nivel de relación filogenética con las secuencias 
de referencia. La secuencia Ca_3_358_ORF_2_1 mostró 
una relación directa con 9 secuencias de referencia. Por 
otro lado, la secuencia Ca_50_488_ORF_2_1 no mostró 
relación filogenética con ninguna otra secuencia de refe-
rencia.

Ubicación cromosómica
Todas las secuencias de CNL-CA se alinearon con 

pseudocromosomas de Coffea canephora. Los pseudocro-
mosomas 3, 4, 5 y 8 mostraron el mayor número de loci 
alineados con CNL-CA (41, 33, 43 y 51 respectivamente) 
(Tabla 3). Los alineamientos con los pseudocromosomas 
9 y 10 no cumplían los parámetros mínimos de cobertura 
o identidad establecidos, por lo que fueron omitidos (tabla 
complementaria 2 Localizacion Cromosómica). Los pseudo-
cromosomas 3 y 8 mostraron el mayor número de CNL-CA 
sin relación ancestral con genes del núcleo cromosómico 
de las eudicotiledóneas (Figura 5). Finalmente, se localiza-
ron cuatro copias de la secuencia Ca_50_488_ORF2_1 en 

Predicción bioinformática de proteínas NBS-LRR en el genoma de Coffea arabica.
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el pseudocromosoma 8 de C. arabica, siende este especia-
lemente relevante debido a la falta de relacion filogenetica 
con otros genes tanto de café, así como de referencia.

Predicción estructural
Para obtener información structural de los genes CNL-

CA identificado, se sometimos a analisis de predicción 
estructural, obteniendo en todos los casos un 100% de 
confianza y una cobertura de entre 58 al 98% en relación 
a las proteínas utilizadas como modelo estructural por el 
software Phyre 2 (tabla 3). También calculamos los pesos 
moleculares teóricos del CNL-CA, los resultados de este 
análisis oscilaron entre 78,14 kDa (Group_5_consensus) y 
169,39 kDa (Ca_3_358_ORF_2_1). Además, calculamos 
el punto isoeléctrico teórico de los CNL-CA, el cual resulto 
entre 5.46 (Ca_75_74_ORF_5_1) a 8.64 (Ca_453_111_
ORF_5_1) (tabla 3). Todas las predicciones mostraron una 
similitud estructural con la Proteína 4 similar a RPP13 de 
Resistencia a Enfermedades (Accesión: EMD-0680) de 
Arabidopsis thaliana, las cual es una proteína similar a CNL 
(Figura 6).

Discusión
Las proteínas NBS-LRR son factores de resistencia de 

las plantas contra las enfermedades3,8. Los CNL y TNL son 
las subclases de R-genes más diversas, aunque la canti-

dad de estos factores y la distribución cromosómica varía 
según la especie de planta25,26. Identificamos 35 secuen-
cias CNL completas y 19 secuencias TNL truncadas en una 
proporción de 8:1, similar a la observado en otros estudios 
relacionados con plantas leguminosas, solanáceas, álamos 
y vides10,11,26–29. Sin embargo, se observaron resultados di-
ferentes en especies de la familia Brassicaceae como Ara-
bidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata y Brassica rapa, donde 
la cantidad de TNL fue mayor que la cantidad de CNL, lo que 
podria resultar de procesos de adaptación a patógenos11,30. 
Como sugiere Noir (2002), la presencia de TNL truncado 
de Coffea arabica podría ser un resultado de procesos de 
domesticación de la planta, como se ha onservado en otros 
cultivos12. Además, se ha observado que las gramíneas así 
como otros monocotiledones no poseen genes TNL, lo que 
sugiere que estos se desarrollaron después de la aparición 
de los monocotiledones11,29,31. Los CNL se han reportado 
previamente como importantes factores de resistencia a los 
patógenos en Coffea arabica. Por ejemplo, el gen SH3 con-
fiere resistencia vertical a Hemileia vastatrix y a su vez este 
gen codifica una proteina similar a CNL15.

El dominio LRR de los CNL-CA mostró el mayor nú-
mero de motivos conservados. Sin embargo, no se obser-
varon distribuidos uniformemente entre las secuencias, de 
manera similar a lo observado en Solanum pimpinellifolium 
y Arabidopsis thaliana, donde la proporción de motivos con-
servados de LRR fue mayor que la de NBS y CC9,32. Esto 
podría estar relacionado con la estructura terciaria de este 

Tabla 1. Características de los motivos conservados de CNL-CA.

Tabla 2. Identificaciones de secuencias agrupadas basadas en patrones de motivos.
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dominio y no con la región de interacción proteína-proteí-
na, que es específica para cada proteína de resistencia. El 
dominio NBS de los CNL-CA presentó siete motivos con-
servados diferentes, todos ellos previamente informados 
en R-genes de plantas y tres observados exclusivamente 
en el género Coffea12,33. Estos motivos están relacionados 
tanto con la función catalítica, como con las regiones de 
unión con los otros dominios proteicos34. El dominio CC de 
los CNL-CA presentó tres motivos altamente conservados 
identificados exclusivamente en secuencias del género Co-
ffea, y patrones de motivos como los observados en los 
CNL de otras plantas. También pudimos identificar el motivo 
EDVL, un motivo similar a EDVID que se ha descrito en 
la mayoría de las proteínas CNL y que media la interac-
ción molecular entre los dominios de los CNL. Tambien fue 
possible identificar otro motivos como P-loop y MHDL, los 

cuales estan relacionados con la unión a nucleótidos y la 
activación de proteínas35. Por otro lado, nuestras anotacio-
nes de proteínas CNL-CA corresponden a estructuras de 
proteínas NBS-LRR típicas, lo que respalda la evidencia 
previa relacionada con la función de estas en la respuesta 
inmune de Coffea arabica6,8,35.

Los análisis filogenéticos mostraron una distribución de 
CNL-CA similar a la observada en la soja y Arabidopsis, 
que agrupan CNL en cuatro clados filogenéticos principa-
les. Nuestro árbol filogenético mostró cuatro clados princi-
pales, similares a otras plantas, siete subclados, además 
de una secuencia segregada32,36. Además, estos resultados 
son consistentes con el análisis filogenético que compara 
las secuencias CNL de referencia y las secuencias CNL-
CA. Este análisis mostró muchas relaciones filogenéticas 
entre CNL-CA y CNL de referencia de A. thaliana y la familia 

Tabla 3. Características y localización cromosómica de los CNL-PCP.

Predicción bioinformática de proteínas NBS-LRR en el genoma de Coffea arabica.
Bioinformatic prediction of NBS-LRR proteins in the Coffea arabica genome
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Figura 1. Motivo conservado del dominio NBS identificado en las secuencias CNL-CA.

Figura 2. (a) Patrones de motivos de CNL-CA, cada bloque de color representa un motivo diferente, la longitud del blo-
que indica el número de residuos de aminoácidos que lo conforman, y la altura de los bloques indica la frecuencia y el 
grado de coincidencia de los motivos en las secuencias análisadas; (b) Bloques de motivos con su secuencia consenso

Solanaceae. El estudio realizado por Noir (2001)12 demos-
tró que el mayor número de genes de resistencia en Coffea 
arabica tiene una relación evolutiva con los genes de resis-
tencia de tomate y Arabidopsis, similar a lo observado en 
este estudio. Los resultados filogeneticos de las secuencias 
Ca_3_358_ORF_2_1 y Ca_50_488_ORF2_1 sugieren que 

las estas pueden ser una respuesta adaptativa a un pató-
geno específico, lo que puede indicar que se trata de genes 
exclusivos del género Coffea. Con respect a la distribución 
cromosómica de los CNL-CA no fue uniforme, siendo este 
resultado similar a los reportes anteriores para C. arabica y 
otras especies de plantas10,13,25,32,37. Además, el 71 % de los 
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CNL-CA muestran distribuciones de copias en tándem en 
loci alineados con pseudocromosomas de C. canephora. 
Estos resultados son similares a los observados en otros 
estudios que relacionan estas distribuciones de genes 
con los procesos de adaptación de los patógenos de plan-
tas10,32,37. Además, estas distribuciones de genes podrían 
estar relacionadas con la susceptibilidad de NBS-LRR a 
los procesos de recombinación y duplicación genética. Se 
cree que estos fenómenos son el resultado de mecanismos 
coevolutivos planta-patógeno; que afectan la inmunidad de 
las plantas, especialmente en la inmunidad activada por 
efectores (ETI), donde NBS-LRR juega un papel relevan-
te26. Finalmente, las estructuras proteicas predichas de los 
CNL-CA presentaron homología con las proteínas de re-
ferencia con funciones similares, lo que confirma que los 

genes CNL-CA codifican proteínas que son estructuralmen-
te similares a otras CNL vegetales previamente clonadas y 
dilucidadas5,9.

Conclusiones
Los resultados de este estudio sugieren que Coffea 

arabica tiene un número limitado de genes NBS-LRR en 
comparación con otras especies de café, lo que podría ex-
plicar su alta susceptibilidad a patógenos biotróficos. Sin 
embargo, la identificación de motivos altamente conserva-
dos observados exclusivamente en secuencias del género 
Coffea; la distribución cromosómica con copias en tándem 
de estos genes, podría indicar que son el resultado de la 

Figura 3. Análisis de máxima verosimilitud de C. arabica CNL.

Predicción bioinformática de proteínas NBS-LRR en el genoma de Coffea arabica.
Bioinformatic prediction of NBS-LRR proteins in the Coffea arabica genome
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adaptación a patógenos exclusivos del café. Utilizar esta 
información sobre estos R-genes en programas de mejora-
miento genético del café podria ser una estrategia util para 
el Desarrollo de nuevas variedades de café, principalmente 
en el caso variedades resistentes a patógenos.

Materiales Supplementarios
Tabla Suplementaria 1: Anotaciones de secuencias
Tabla Suplementaria 2: Localización cromosómica.
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Introducción
El siglo XIX fue un periodo de grandes cambios en 

Honduras como nación. La independencia de España en 
1821 fue solo el inicio de una serie de eventos que marca-
ron su desarrollo.  Cambios importantes en las estructuras 
políticas, económicas y sociales ocurrieron con la llegada 
a la presidencia de Marco Aurelio Soto en 1876, que, al 
igual que otros de sus sucesores, propiciaron la llegada de 
académicos extranjeros ante la escasez de académicos es-
pecializados en Honduras1.

Bajo este escenario llega a Honduras en 1878 el geó-
logo y paleontólogo alemán Reinhold Fritzgaertner, como 
parte del proyecto del gobierno de Honduras de impulsar 
la actividad minera.  Desde su llegada, Fritzgaertner con-
tribuye en Honduras no solo al desarrollo de la explotación 
minera, sino también en otras áreas de la ciencia. Sin em-
bargo, a pesar de su influencia, se ha escrito muy poco de 
su rol como académico en Honduras.

El estudio paleontológico estaba experimentando un 
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Reinhold Fritzgaertner y los reportes de fósiles de Honduras a finales del 
siglo XIX
Reinhold Fritzgaertner and the fossil reports from Honduras in the late 19th century

Leonel E. Zúniga1*, David Aguilar-Armijo2

Resumen: Durante el siglo XIX el Gobierno de Honduras propició la llegada de académicos extranjeros, siendo el geólogo 
y paleontólogo alemán Reinhold Fritzgaertner uno de los casos más notorios por su influencia en el impulso de la actividad 
minera en Honduras, sin embargo, se ha descrito muy poco su rol en la historia de la paleontología de América Central. A 
través de una extensa revisión documental en bibliotecas virtuales de Europa y América, en el repositorio virtual Tzibalnaah-
UNAH y en el Archivo Nacional de Honduras, se buscó determinar los vínculos académicos de Reinhold Fritzgaertner y 
su aporte en la investigación de la paleontología de Honduras en el siglo XIX. Fritzgaertner llega a Honduras después de 
completar sus estudios de doctorado bajo la asesoría del renombrado geólogo y paleontólogo alemán Friedrich August von 
Quenstedt y de fungir como asistente del renombrado geólogo y paleontólogo norteamericano James Hall, manteniendo 
vínculos con importantes instituciones académicas de la época. Su presencia en Honduras trascendió la minería y 
desarrolló un papel notorio en la historia de la ciencia de este país, en una época en que la evidencia paleontológica 
de Honduras adquirió importancia en el mundo académico. Fritzgaertner puede ser considerado el académico que tuvo 
el mayor conocimiento de la paleontología de Honduras en el siglo XIX, y mediante su participación en las diferentes 
exposiciones mundiales, los reportes en medios escritos de divulgación y sus vínculos académicos internacionales, 
propició el reporte de fósiles de Honduras a finales del siglo XIX.

Palabras clave: Paleontología, América Central, Historia de Honduras, Exposiciones mundiales.

Abstract: During the 19th century, the Government of Honduras encouraged the arrival of foreign academics, with the 
German geologist and paleontologist Reinhold Fritzgaertner being one of the most notorious cases due to his influence 
in promoting mining activity in Honduras; however, very little has been described of his role in the history of Central 
American paleontology. Through an extensive documentary review in virtual libraries in Europe and America, in the virtual 
repository Tzibalnaah-UNAH and in the National Archive of Honduras, it was sought to determine the academic links of 
Reinhold Fritzgaertner and his contribution to the research of paleontology in Honduras in the XIX century. Fritzgaertner 
arrived at Honduras after completing his doctoral studies under the advice of the renowned German geologist and 
paleontologist Friedrich August von Quenstedt and after serving as an assistant of the renowned North American geologist 
and paleontologist James Hall, maintaining links with important academic institutions of the time. Its presence in Honduras 
transcended mining and played a notable role in the history of science in this country, at a time when paleontological 
evidence from Honduras gained importance in the academic world. Fritzgaertner can be considered the academic who had 
the greatest knowledge of the paleontology of Honduras in the 19th century, and through his participation in the different 
world exhibitions, the reports in the written media and his international academic links, he led the report of fossils from 
Honduras at the end of the 19th century.

Key words: Paleontology, Central America, History of Honduras, World expositions.
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rápido desarrollo como ciencia en el siglo XIX, no solo por 
los importantes reportes de fósiles que ocurrieron en esa 
época2, sino también por su influencia en la discusión de 
teorías en las ciencias biológicas y la geología3–6. En 1858 
se reportó en medios académicos de Estados Unidos el 
descubrimiento en Honduras del primer fósil de vertebrados 
de América Central, describiéndose recientemente más de-
talles de ese descubrimiento, y haciendo referencia a una 
posterior aparente ausencia de exploración e investigación 
paleontológica en Honduras en el siglo XIX, no coherente 
con la importancia de este descubrimiento7.  

Este artículo describe por primera vez la importancia 
del rol de Fritzgaertner en el reporte de fósiles de Honduras 
a finales del siglo XIX, influenciado no solo por su interés en 
esta área de la ciencia sino también por su amplio acceso a 
estratos expuestos por la explotación minera en Honduras, 
su influencia en el gobierno de este país, su participación 
en exposiciones mundiales y sus vínculos académicos in-
ternacionales.

Materiales y métodos 
Se realizó una revisión documental en el Archivo Na-

cional de Honduras, y en las siguientes bibliotecas virtua-
les de América y Europa: Tzibalnaah  (Honduras, https://
tzibalnaah.unah.edu.hn/), Internet Archive (EEUU, https://
archive.org), HathiTrust Digital Library (EEUU, https://ba-
bel.hathitrust.org/), Biodiversity Heritage Library (EEUU, ht-
tps://www.biodiversitylibrary.org/), Harvard Library (EEUU, 
https://lib.harvard.edu/),USGS Publications Warehouse         
(EEUU, https://pubs.er.usgs.gov/), DSpace Smithsonian 
Institution (EEUU, https://repository.si.edu/), University of 
California, Berkeley Libraries (EEUU, https://www.lib.ber-
keley.edu/), American Journal of Science (EEUU, https://
www.ajsonline.org/), National Academy of Sciences (NAS) 
(EEUU, http://www.nasonline.org/), ProQuest (EEUU, ht-
tps://www.proquest.com/), Google Books (EEUU, https://
books.google.hn/), Journal STORage (EEUU, https://www.
jstor.org/), Digital Commons University of Denver  (EEUU, 
https://digitalcommons.du.edu/), Digital Research Library 
Of Illinois History (EEUU, http://livinghistoryofillinois.com/), 
Newspaper Archive for The Emmitsburg Chronicles (EEUU, 
http://www.emmitsburgchronicles.com/), News Paper Ar-
chive (EEUU, https://newspaperarchive.com/), The Library 
of Congress- Historic American Newspapers (EEUU, ht-
tps://chroniclingamerica.loc.gov/), Newspapers -Ancestry 
(EEUU, https://www.newspapers.com/) , California Digi-
tal Newspaper Collection  (EEUU, https://cdnc.ucr.edu/), 
Barry Lawrence Ruderman Antique Maps (EEUU, https://
www.raremaps.com/), Library of the Brigham Young Uni-
versity (EEUU, https://lib.byu.edu/), Europeana (Comisión 
Europea, https://www.europeana.eu/es ), Universitätsbi-
bliothek echnische Universität Bergakademie Freiberg 
(Alemania, https://digital.ub.tu-freiberg.de/kollektionen/ ), 
Akademiebibliothek-Berlin-Brandenburgische Akademie 
der Wissenschaften (Alemania, https://bibliothek.bbaw.de/
digitalisierte-sammlungen/akademieschriften ), Münchener 
Digitalisierungszentrum (MDZ)-Digitale Bibliothek (Alema-
nia, https://www.digitale-sammlungen.de/en/), Landesar-
chiv Baden-Württemberg (Alemania, https://www.leo-bw.
de/), National Archives (Reino Unido, https://discovery.
nationalarchives.gov.uk/), Warburg Digital Library (Reino 
Unido, https://wdl.warburg.sas.ac.uk/ ), The Open Univer-
sity and Jisc. (Reino Unido, https://core.ac.uk/), The Briti-

sh Newspapers Archive (Reino Unido, https://www.british-
newspaperarchive.co.uk/), Bibliothèque nationale (Francia, 
https://gallica.bnf.fr), Persée- MESR Université de Lyon 
(Francia, https://www.persee.fr/), y Repositorio Institucional 
UCM (España, https://eprints.ucm.es/)  

Se realizó la búsqueda enfocada en documentos publi-
cados desde el año de 1870 a la fecha y utilizando principal-
mente tres grupos de palabras clave: Grupo A “Honduras”, 
“geólogo”, “minería”, y “Fritzgaertner” o “Fritz-Gaertner”, 
“Fritz-gartner” , “Fritzgärtner” (por las diferentes formas que 
adoptó la traducción o escritura de este apellido); Grupo 
B “Honduras”, “exposición”, “exhibición”, y “colección”;  y  
Grupo C “Honduras”, “geología”, “mineral” y “fósil”, en el 
idioma español, inglés, alemán y francés. A partir de cada 
referencia identificada de nivel terciario o secundario, utili-
zando los datos contenidos en ellas, se amplió la búsque-
da para encontrar referencias de nivel primario del mismo 
evento o hecho. De los cerca de 300 documentos revisa-
dos, se seleccionaron principalmente referencias de nivel 
primario para una lectura minuciosa y análisis, con mención 
directa o indirecta a Reinhold Fritzgaertner y los fósiles y 
paleontología de Honduras en el siglo XIX.

Resultados y discusión

Fritzgaertner antes de su llegada a Honduras
Reinhold Fritzgaertner (figura 1) nació en Prusia en el 

año de 18498,9, realizó estudios en la Escuela de Minas de 
Freiberg y en la Escuela Politécnica de Stuttgart, comple-
tando estudios de Doctorado en Ciencias Naturales en la 
Universidad de Tubinga, con la tesis  “Las pentacrinitas y la 
zona de pizarras bituminosas de Lias Alpha cerca de Duss-
lingen” (Die Pentacrinites- und Oelschieferzone des Lias Al-
pha bei Dusslingen)  bajo la tutela del renombrado geólogo 
y paleontólogo alemán Friedrich August von Quenstedt 10–14.

Emigró a  Estados Unidos en la segunda mitad del siglo 
XIX y se desempeñó como geólogo14 y como asistente de 
mineralogía en el Museo de Historia Natural del Estado de 
New York de 1876 a 1878, siendo en ese entonces Director 
de este museo el reconocido e influyente geólogo y paleon-
tólogo norteamericano James Hall13,15,16. Fritzgaertner se 
orientaba no solo al estudio de los minerales sino también 
al estudio de los fósiles, inclusive a nivel microscópico11,17–19.  
En el año de 1877, James Hall y Fritzgaertner publicaron un 
artículo enfocado en la estructura de una esponja fósil20.
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Figura 1. Reinhold 
Fritzgaertner (Ima-
gen tomada de “Hon-
duras: the land of 
great depths”10).
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Nombramiento como geólogo y minerólogo del Gobierno 
de Honduras

En 1878, Fritzgaertner emigra a Honduras y es nom-
brado “geólogo y mineralojista” del Gobierno de Hondu-
ras15,21. En septiembre de 1878 se realiza la “Exposición 
Nacional de Honduras” evento impulsado por el Gobierno 
de Honduras con el fin de tener un mayor conocimiento de 
los recursos del país (incluyendo minerales) y favorecer su 
explotación y aprovechamiento22. El Presidente Marco A. 
Soto instruye ese mismo año la creación del Primer Mu-
seo Nacional en la ciudad de Tegucigalpa bajo la dirección 
de Fritzgaertner y Fernando C. Valentine22. Fritzgaertner es 
también nombrado encabezando la comisión científica-in-
dustrial que evaluaría los ejemplares (incluyendo muestras 
de minerales) y productos de la “Exposición Nacional de 
Honduras” que provenían de diversas partes del interior del 
país22.

Para el año de 1881, el Gobierno de Honduras ya re-
portaba un significativo número de minas activas y abando-
nadas en todo el país23. Su nombramiento como geólogo 
fue renovado en 188424. Fritzgaertner se desempeñó tam-
bién durante 10 años como Inspector General de Minas de 
Honduras, realizando ensayos de minerales13, por lo que 
tuvo la oportunidad de visitar diferentes sitios de este país 
y adquirir un mayor conocimiento no solo de sus minerales 
sino también de geografía y su paleontología. Contribuyó 
además en la elaboración de uno de los mapas más actua-
lizados de Honduras para la época, publicado en 188525.

Influencia de Fritzgaertner en la difusión de la riqueza 
paleontológica y mineral de Honduras

La presencia de Fritzgaertner en Honduras favoreció 
la difusión de su riqueza mineral y paleontológica. En el 
año de 1883, el presidente Soto realizó una exhibición de 
minerales y fósiles de Honduras en la Exposición Mineral 
de la Costa del Pacífico y en el Museo Estatal de San Fran-
cisco26. La exhibición incluía un fósil de gliptodonte y una 
falange ungueal de perezoso gigante, que fueron presenta-
dos en la Academia de Ciencias de California en San Fran-
cisco y descritos por el geólogo norteamericano William P. 
Blake26,27. El reporte de 1883 es notorio ya que Honduras 
cuenta con reportes recientes de fósiles de Gliptodonte y de 
Perezoso Gigante28. Ejemplares de fósiles de este tipo de 
organismos se encuentran actualmente en la colección del 
Instituto Hondureño de Antropología e Historia (figura 2). 

Fritzgaertner estuvo a cargo de la participación de Hon-
duras en la Exposición Mundial del Algodón en New Orleans 
en 188529 y en el evento derivado de esta, la  Exposición 
Norte, Centro y Sudamericana de 1886, fue nombrado tam-
bién Comisionado por el Gobierno de Honduras30,31. Tam-
bién estuvo a cargo de la preparación de la participación de 
Honduras para la Exposición Universal de París de 188932 y 
fue Comisionado por Honduras a la Exposición Mundial de 
Chicago celebrada los años de 1892-189333.

En 1888 Fritzgaertner inicia la edición y publicación 
en la ciudad de Tegucigalpa del primer periódico en inglés 
de Honduras, denominado “Honduras Progress”, que se 
distribuía hacia Estados Unidos y Europa10,34. Mediante 
“Honduras-Progress”, Fritzgaertner difundía información en 
Estados Unidos y Europa no solo de la actividad minera 
en Honduras, sino también sobre el descubrimiento de fó-
siles en Honduras. Ronald Singer, editor de “Encyclopedia 
of Paleontology”, se refiere a los reportes de Fritzgaertner 
en “Honduras-Progress” como la publicación más antigua 
de este tipo en Centroamérica35 .  

Uno de los primeros reportes de fósiles en “Honduras 
Progress” fue dado por Fritzgaertner en 1888, específica-
mente de fósiles provenientes de Minas de Oro, sitio de 
interés minero ubicado al este del Departamento de Coma-
yagua36. El reporte (figura 3) es de suma importancia, ya 
que al tipificarlos como cretácicos y reportarlos a la audien-
cia académica internacional, brindaba un fundamento para 
considerar la posibilidad de encontrar fósiles de dinosaurio 
en Honduras, lo que fue confirmado en 1971, ochenta y 
tres años después, por el fósil de dinosaurio ornitópodo co-
lectado cerca de la localidad de San Luis, Departamento 
de Comayagua37, a unos pocos kilómetros al sur oeste de 
Minas de Oro.

En 1888 “Honduras Progress” hacía referencia a la 
solicitud del Bureau de Minería de Honduras a “Socieda-
des extranjeras, firmas e instituciones, que pertenecen a 
la ciencia…” en el intercambio de publicaciones y duplica-
dos de minerales y fósiles38. Los reportes académicos de 
Fritzgaertner fueron determinantes para el establecimiento 
de la importante mina del Rosario en la localidad de San 
Juancito, Departamento de Francisco Morazán13, donde se 
descubrieron los primeros fósiles de cicadáceas de Centro-
américa y que fueron presentados en 1888 en la Academia 
de Ciencias de New York39,40, sociedad académica a la que 
Fritzgaertner pertenecía desde 187841. Fritzgaertner invita-
ba a los lectores locales de “Honduras-Progress” a enviar 
especímenes de minerales y rocas para la exposición per-
manente del Bureau de Minería de Honduras42. En 1891, el 
periódico “Honduras Progress” pasó a llamarse “Honduras 
Mining Journal”34, a través del cual Fritzgaertner continuó di-
fundiendo información sobre la paleontología de Honduras. 

En 1891, Fritzgaertner publicó el artículo Kaleidos-
kopic Views of Honduras en “Honduras Mining Journal” 
donde nuevamente hizo un llamado al público lector rela-
cionado con la actividad minera en ese país (figura 4) a 
enviar especímenes de fósiles al Buró de Minería, no solo 
por su importancia científica sino por su valor para esta-
blecer características estratigráficas de los sitios de origen 
que permitieran inducir la posible presencia o ausencia de 
minerales de interés comercial43. En el mismo artículo, Frit-
zgaertner sugiere la posibilidad de encontrar en el futuro 
importante evidencia fósil de gran antigüedad al realizarse 
una prospección del suelo profundo en las planicies de Yoro 
y en dirección a la costa atlántica de Honduras43. 

El geólogo alemán Karl Sapper, después de su visita 

Reinhold Fritzgaertner y los reportes de fósiles de Honduras a finales del siglo XIX
Reinhold Fritzgaertner and the fossil reports from Honduras in the late 19th century

Figura 2. Fragmento de caparazón de gliptodonte de la colec-
ción de fósiles del Instituto Hondureño de Antropología e Histo-
ria. (Cortesía de Leonel González IHAH y Alejandro Calderón).
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a Honduras a finales del siglo XIX, también hizo referencia 
a fósiles reportados por Fritzgaertner en las localidades de 
San Juancito y Meambar44 y Támara,  Tegucigalpa y Dan-
lí45. Un registro notorio es la referencia a un esqueleto casi 
completo de mastodonte descubierto por Fritzgaertner cer-
ca de Danlí, localidad al oriente de Honduras45.  El esquele-
to fue colectado y trasladado al antiguo Museo Nacional en 
Tegucigalpa, pero Sapper lo reporta perdido45. Sapper ade-
más, hizo referencia a la pérdida que sufrió Fritzgaertner 
en 1894 de la colección de tipo geológico que poseía en su 
casa en la ciudad de Tegucigalpa (que incluía ejemplares 
de fósiles) durante la revolución acaecida ese año45. Fritz-
gaertner  posteriormente presentó un reclamo al Gobierno 
de Honduras solicitando una indemnización por todos los 
materiales, equipo científico y documentos perdidos por el 
saqueo de su casa durante ese evento46. 

Fritzgaertner escribió un artículo sobre Honduras para 
la revista Américan Naturalist en 189047, revista académi-
ca editada por Edward Drinker Cope, famoso paleontólogo 
norteamericano que fue parte de la controversia académica 
con el paleontólogo Othniel Marsh48. En este artículo, Frit-
zgaertner hace una descripción general de sus exploracio-
nes en Honduras, su geografía y geología, sus recursos y 
hace referencia a la presencia de restos fósiles de mas-
todonte en Danlí, Potrerillos (El Paraíso), Gracias, Santa 

Rosa de Copán, Santa Bárbara y Olancho47. Fritzgaertner  
ya había escrito dos artículos para la misma revista en el 
año de 187817,18. En la figura 5 puede apreciarse los princi-
pales sitios con evidencia fósil reportados por Fritzgaertner. 

Otros reportes de fósiles de Honduras en la época fue-
ron dados por académicos con los que Fritzgaertner tuvo 
vínculos, como los fósiles (probablemente de mastodonte) 
reportados por el ingeniero norteamericano Frank Lewis 
Nason que al igual que Fritzgaertner, también perteneció 
al Museo de Historia Natural de New York49,50 y fósiles de 
aves gigantes mencionados por el renombrado explorador 
francés Alphonse Pinart después de su visita a Honduras 
en 1896 como parte de la Misión Científica Francesa para 
México y Centroamérica con quien Fritzgaertner intercam-
bió correspondencia13,51. Estos reportes de fósiles ocurren 
cuando ya existía una importante actividad de colecta de 
antigüedades en Honduras y su provisión a museos de Es-
tados Unidos y Europa, no solo por colectores (como Eric 
Wittkugel) sino también por diplomáticos y empresarios que 
se establecieron en ese país52. Otro antecedente importan-
te es la exposición en el año de 1892, en la Ciudad de Gé-
nova, Italia, de un grupo de fósiles (identificados como de 
mastodonte) colectados en Honduras53–55.

Influencia de Fritzgaertner como referente académico 
de Honduras

Desde su llegada a Honduras, Fritzgaertner rápida-
mente pasó a ser considerado un importante referente aca-
démico de Honduras. Fue nombrado por la Academia de 
Ciencias de New York como representante de Honduras41. 
En 1885 es registrado por el Museo de Etnología de Leipzig 
en Alemania como representante autorizado de Honduras56  
y en 1899 como referente de información geológica de Hon-

Figura 3. Fragmento de la página 3 del periódico “Hon-
duras Progress” del 4 de octubre de 1888, con el artículo 
Fossils in Honduras (Fósiles en Honduras), donde Fritz-
gaertner reporta el descubrimiento de fósiles de gasteró-
podos asociados a una formación cretácica (Cortesía de la 
Biblioteca de la Universidad Brigham Young).

Figura 4. Fragmento de la página 89 del periódico “Hon-
duras Mining Journal” del 30 de abril de 1891, con una 
porción del artículo Kaleidoskopic Views of Honduras (Vi-
siones Caleidoscópicas de Honduras), donde Fritzgaertner 
hizo un llamado a los interesados en la explotación minera 
en Honduras a enviar especímenes de fósiles al Buró de 
Minería de Honduras (Cortesía de la Biblioteca de la Uni-
versidad Técnica de Freiberg en Alemania).
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duras por el Servicio Geológico de Estados Unidos57.
Fritzgaertner también formuló una de las primeras des-

cripciones de una formación geológica de Honduras, espe-
cíficamente de las capas rojas del Grupo Valle de Ángeles, 
que afloran en y alrededor de la ciudad de Tegucigalpa, a 
la que denominó en 1891 “Formación Tegucigalpa”58,59. La 
Universidad de Tubinga describe a Fritzgaertner como un 
egresado distinguido por los estudios geológicos que reali-
zó de Honduras14. 

Fritzgaertner fue citado como referente de Honduras 
por Edward Drinker Cope60, por David Fairchild61 y por 
Karl Sapper44,45. Para 1890 Fritzgaertner es mencionado 
en Estados Unidos haciendo importantes descubrimientos 
científicos en Honduras12. Un documento del Gobierno de 
Honduras del año de 1894, hizo referencia a diferentes ins-
trumentos meteorológicos y de laboratorio, incluyendo un 
microscopio, que Fritzgaertner poseía en su residencia en 
Tegucigalpa46.  En la figura 6 puede observarse un ejem-
plo de datos meteorológicos de la ciudad de Tegucigalpa 
publicados por Fritzgaertner periódicamente, considerados 
de los registros de Honduras más antiguos de este tipo 42. 
Fritzgaertner falleció en la ciudad de Tegucigalpa en el año 
de 19169,62. 

Importancia de la paleontología de Honduras del siglo 
XIX en la historia de la Teoría del Gran Intercambio 
Biótico Americano

Fritzagaertner llega a Honduras veinte años después 
del reporte en medios académicos norteamericanos del 
descubrimiento en Honduras del primer fósil de vertebra-
dos de Centroamérica (1858), un molar de gonfoterio7 

(identificado inicialmente como Mastodonte), evento que no 
pasó desapercibido en la academia, ya que fue citado por 
académicos de Francia, Reino Unido, Alemania y Estados 
Unidos63–66. Es notorio que el geólogo y paleontólogo esco-
cés Hugh Falconer, citó el fósil de Honduras como una de 
las bases para afirmar la migración de proboscidios desde 

Norte América a Sur América64. Lo anterior también fue afir-
mado por Charles Darwin en una carta enviada a Falconer 
después de la revisión de su artículo67, lo que en conjunto 
puede considerarse como el fundamento inicial de la teoría 
del Gran Intercambio Biótico Americano. Darwin expresó 
en 1863: “He terminado su artículo de Elefantes anoche y 
debe dejarme expresar mi admiración. Todos los puntos me 
parecen admirablemente elaborados, y muchos muy intere-
santes. Me impresionaron especialmente sus comentarios 
sobre el carácter de la antigua fauna mamífera de América 
del Norte; está de acuerdo con todo lo que fue imaginado 
de este caso, es decir, una irrupción temporal de las formas 
de A. del Sur en A. del Norte, y viceversa” (Carta a Hugh 
Falconer, enero de 186367).

Es por lo tanto evidente, que reportes subsiguientes de 
fósiles de Honduras no habrían pasado desapercibidos en 
la comunidad académica. Desde inicios del siglo XX, la teo-
ría del Gran Intercambio Biótico Americano, fundamentada 
en gran medida en la presencia de fósiles de mamíferos en 
Centroamérica (y la aparente implícita ausencia de fósiles 
de dinosaurio), se consideró como una de las principales 
bases desde el punto de vista geológico para el fechado del 
cierre del istmo centroamericano68,69 y por ende, la conexión 
entre Norteamérica y Suramérica; y la paleontología de 
Honduras continuó siendo parte de esta discusión a través 
del siglo XX. Evidencia de ello, quedó registrada en 1942 
en el Reporte Anual del Field Museum of Natural History en 
Chicago. En la sección “Departamento de Geología”, se lee 
lo siguiente: “El Sr. Paul O. McGrew, Curador Asistente de 
Paleontología, partió a principios de noviembre en una ex-
pedición a Honduras para recolectar mamíferos fósiles. Un 
objetivo importante de esta expedición es la determinación 
de la fecha de la disputa del surgimiento del Istmo de Pa-
namá del mar. Esta fecha, sobre la que los paleontólogos 
aún no se ponen de acuerdo, es de importancia geológica. 
Su determinación resolverá varios misterios relacionados 
con las migraciones de mamíferos en el pasado geológico 

Figura 5. Sitios con evidencia fósil en Honduras reportados por el geólogo y paleontólogo alemán Reinhold Fritzgaertner 
a finales del siglo XIX.

Reinhold Fritzgaertner y los reportes de fósiles de Honduras a finales del siglo XIX
Reinhold Fritzgaertner and the fossil reports from Honduras in the late 19th century
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y ayudará en la solución de otros problemas paleontológi-
cos”70

Sin embargo, el debate alrededor del fechado del cie-
rre del istmo centroamericano ha crecido en las últimas dé-
cadas71–75, ya que la paleogeografía y la biogeografía de 
América Central y el Caribe son temas muy complejos y la 
historia tectónica de esta región aún está lejos de estable-
cerse76. El descubrimiento en Honduras en 1971, del único 
fósil de dinosaurio de Centro América37,77–80 es un elemento 
disruptivo en la historia de la paleontología de esta región 
del continente americano. Aún a finales del siglo XX y el ac-
tual siglo XXI, la paleontología de Honduras ha continuado 
siendo parte de la discusión sobre las teorías biogeográfi-
cas y la formación geológica de Centroamérica81–84, plan-
teando incluso desafíos teóricos a las mismas85,86. 

Conclusiones
Importantes reportes de sitios con evidencia fósil en 

Honduras fueron documentados después de la llegada a 
Honduras de Reinhold Fritzgaertner a finales del siglo XIX. 
Dichos reportes, ponen en relieve la presencia de este 
académico alemán en Honduras, y evidencian una activa 
colecta de especímenes fósiles en Honduras a finales del 
siglo XIX después del reporte del fósil de gonfoterio descu-
bierto en Honduras en 1858, de notable importancia en el 
fundamento inicial de la Teoría del Gran Intercambio Biótico 
Americano y las teorías asociadas a la formación geológica 
de Centroamérica.  Estos reportes también son evidencia 
de un importante flujo de información hacia Estados Unidos 

y Europa en el último cuarto del siglo XIX sobre fósiles des-
cubiertos en Honduras, desconociéndose su paradero en 
la mayoría de los casos por la ausencia de publicaciones 
que describan su identificación exacta y su sitio de depósito 
final, en una época marcada por la intensa exploración pa-
leontológica en Estados Unidos y otras partes de América. 
La paleontología de Honduras adquirió importancia desde 
el siglo XIX, lo cual sigue vigente en el actual siglo XXI, 
principalmente por el descubrimiento del único fósil de di-
nosaurio de Centroamérica, del cual Fritzgaertner anticipó 
su potencial descubrimiento.

Fritzgaertner puede ser considerado uno de los acadé-
micos residentes en Honduras a finales del siglo XIX con 
el más alto nivel académico de la época, que adquirió el 
mayor conocimiento de la paleontología de Honduras, re-
portando al menos 11 sitios con evidencia fósil; y mediante 
su influencia en el Gobierno de Honduras, su amplio acce-
so a estratos expuestos por la explotación minera en Hon-
duras como Inspector General de Minas, su participación 
en las diferentes exposiciones mundiales, los reportes en 
medios escritos de divulgación y sus vínculos académicos 
internacionales, desempeñó un papel crucial en divulgar en 
el extranjero la riqueza fósil de dicho país.  
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citud pública de especímenes para su exposición en Tegu-
cigalpa (Cortesía del Archivo Nacional de Honduras).

Leonel E. Zúniga, David Aguilar-Armijo
Volume 7 / Issue 3 / 20     •     http://www.revistabionatura.com



7

gación. A las Autoridades de la UNAH Alicia Cárcamo Jefa 
del Departamento de Biología, Elia Sarmiento Directora de 
la Escuela de Biología, Alejandro Galo Decano de la Facul-
tad de Ciencias de la UNAH, María Luisa Niño Asistente 
Estratégico de la Facultad de Ciencias de la UNAH y Nabil 
Kawas exdecano, por su apoyo a esta investigación.

Conflictos de Interés
Los autores declaran no tener conflictos de interés.

Referencias bibliográficas
1.	 Herranz A. Estado, sociedad y lenguaje: la política lingüística 

en Honduras. Editorial Guaymuras, 2000https://books.google.
hn/books?id=MdK6MzUM7DQC.

2.	 Rieppel L. Prospecting for dinosaurs on the mining frontier: 
The value of information in America’s Gilded Age. Soc Stud 
Sci 2015; 45: 161–186.

3.	 Agassiz L. Remarks on Professor Pictet’s Treatise on Palae-
ontology. Edinburgh New Philos J 1845; 39: 295–302.

4.	 Joseph JE. Saussure. OUP Oxford, 2012https://books.google.
es/books?id=Zu6xCK_EFlcC.

5.	 Pictet FJ. Traité élémentaire de paléontologie ou histoire 
naturelle des animaux fossiles considérés dans leurs rap-
ports zoologiques et géologiques. Langlois et Leclerq: Paris, 
1844https://archive.org/details/traitlmentaired04pictgoog.

6.	 Tamborini M. Paleontology and Darwin’s theory of evolution: 
The subversive role of statistics at the end of the 19th century. 
J Hist Biol 2015; 48: 575–612.

7.	 Lucas SG, Bonta M, Rogers R, Alvarado GE. The ‘Tambla’ 
(Humuya) Gomphothere (Honduras): The first report of fossil 
vertebrates in Central America. Rev geológica América Cent 
2011; : 141–151.

8.	 Castillo Canelas P. Inmigración y colonización en Honduras 
durante la Reforma Liberal, 1876-1891. Población y Desarro - 
Argon y Caminantes 2019; 15: 26–33.

9.	 Landesarchiv Baden-Württemberg. Fritzgärtner Reinhold - 
Detailseite - LEO-BW. 2021.https://www.leo-bw.de/en_US/
web/guest/detail/-/Detail/details/PERSON/wlbblb_per-
sonen/1012264750/Fritzgärtner+Reinhold.

10.	Charles C. Honduras: the land of great depths. Rand McNally 
& Company: Chicago And New York, 1890https://archive.org/
details/honduraslandofgr00charrich/page/30/mode/2up.

11.	Fritzgärtner R. Die Pentacriniten-und Oelschieferzone des 
Lias Alpha bei Dusslingen. 1872.https://books.google.hn/
books?id=XZQrAQAAIAAJ&printsec=frontcover#v=onep-
age&q&f=false.

12.	Reading Times. Prominent in Honduras. Read. Times. 1890; 
: 3.

13.	State of Honduras. Reports of the Scientific Commission of 
the Republic of France on the Guayape and Jalan River Con-
cessions and on Six Mineral Zones: Also, Statement of Ex-In-
spector General of Mines, State of Honduras. State of Hon-
duras, National Print Office: Tegucigalpa, 1897https://archive.
org/stream/reportsofscienti00hondrich#page/16/mode/2up/
search/fossil+bones+of+enormous+birds.

14.	von Engelhardt W, Hölder H. Mineralogie, Geologie und Palä-
ontologie an der Universität Tübingen von den Anfängen bis 
zur Gegenwart. J.C.B. Mohr (Paul Siebeck), 1977https://
books.google.hn/books?id=MuPE2aFs2SUC&printsec=front-
cover&hl=es&source=gbs_ge_summary_r&cad=0#v=onep-
age&q&f=false.

15.	Clarke J. James Hall of Albany, geologist and palaeontolo-
gist, 1811-1898. Rensselaer Polytechnic Institute: Albany, 
1921https://archive.org/details/cu31924012131219.

16.	New York State Museum of Natural History. Annual Report on 
the New York State Museum of Natural History. Charles Van 
Benthuysen & Sons: New York, 1878https://www.biodiversityli-
brary.org/item/110212#page/13/mode/1up.

17.	Fritz-Gaertner R. The Preparation of Rocks and Fossils for Mi-
croscopical Examination. Am Nat 1878; 12: 219–225.

18.	Fritz-Gaertner R. The Microscope as a Means of Examination 
of Rocks and Fossils. Am Nat 1878; 12: 13–17.

19.	Zúniga L, Enríquez L, Vides C, Aguilar D. Recuperación de 
tejidos blandos de perezosos fósiles gigantes (Mammalia, Xe-
narthra, Pilosa) de la zona central del Departamento de Yoro, 
Honduras. Rev Cienc y Tecnol 2019; : 32–48.

20.	Hall JW, Fritz-Gaertner R. On the Structure of Astraeospongia 
meniscus. Rep New York State Museum Nat Hist 1877; 30: 
111–116.

21.	Gobierno de Honduras. Acuerdo en que se nombra a Don R. 
Fritz Gaertner jeologo y mineralojista del gobierno. Gac Hon-
duras Periódico Of 1878; : 3.

22.	Gobierno de Honduras. Acuerdo en el que se dispone el esta-
blecimiento de un Museo Nacional en la ciudad de Tegucigal-
pa. Gac Of Honduras Periódico Of 1878; : 2.

23.	Gobierno de Honduras. Informe de la Oficina General de 
Estadística en la República de Honduras, relativo al Censo 
general de la misma, practicado el año de 1881, y dirigido al 
Señor Ministro de Instrucción Pública para conocimiento del 
Gobierno. Gac Of Honduras Periódico Of 1883; : 1.

24.	Gobierno de Honduras. Acuerdo nombrando al Señor 
Fritz-Gaertner Geólogo del Gobierno. Gac Of Honduras 
Periódico Of 1884; : 3.

25.	Cutler A, Gallup JW, Fritzgaertner R. Map of the Republic of 
Honduras, Central America. 1885.https://www.raremaps.com/
gallery/detail/67829/map-of-the-republic-of-honduras-cen-
tral-america-1885-rand-mcnally-company.

26.	California State Minning Bureau. Third Annual Report of the 
State Mineralogist, For the year ending June 1, 1883. In: 
Appendix to the Journals of the Senate and Assembly of the 
Twenty-Six Session of the Legislature of the State of Califor-
nia. State Office, JD Young, Superintendent State Printing: 
Sacramento, 1885.

27.	Hittell T. Theodore Henry Hittell’s Memoirs of the California 
Academy of Sciences. A Narrative History :1856-1906. Califor-
nia Academy of Sciences: San Francisco, 1997https://archive.
org/details/memoirsofcalifor221997cali/page/262.

28.	Fernández E. Introduccion a la paleontologia vertebrada de 
Honduras. Yaxkin 1983; VI: 31–47.

29.	The Times-Picayune. General Notes. The Times-Picayune. 1885.
30.	Emmitsburg Chronicle. The Three Americas Exposition. Em-

mitsbg. Chron. 1886; : 2.
31.	The Times-Picayune. North Central & South American Exposi-

tion. The Times-Picayune. 1886; : 8.
32.	The Critic. Captain Cotton´s Mission ,He Visit Honduras, Pres-

ents His credentials and is Welcomed. Crit. 1891; : 1.
33.	Gobierno de Honduras. Acuerdo nombrando al Dr. Fritz gaert-

ner representante del gobierno en la exposición de Chicago. 
Gac Honduras Periódico Of 1891; : 176.

34.	Valle RH. El Periodismo en Honduras (Notas para su historia). 
Rev Hist América 1959; : 517–600.

35.	Singer R (ed.). Encyclopedia of Paleontology. Fitzroy Dear-
born Publishers: Chicago, 1999https://archive.org/details/en-
cyclopediaofpa0002unse_z5b0/page/728/mode/2up.

36.	Fritzgartner R. Fossils in Honduras. Honduras Prog. 1888; : 3.
37.	Horne GS. A mid-Cretaceous ornithopod from central Hondu-

ras. J Vertebr Paleontol 1994; 14: 147–150.
38.	Irelan W. Seventh annual report of the state mineralogist. 

California State Mining Bureau: Sacramento, California, 
1889https://books.google.hn/books?id=5WBBAQAAMAAJ.

39.	Leggett TH. Notes on the Rosario mine at San Juancito, Hon-
duras, Central America. In: Trans. Amer. Inst. Min. Eng.(Buffa-
lo Meeting. 1888, pp 432–449.

40.	Newberry JS. Triassic plants from Honduras. Trans NY Acad 
Sci 1888; 7: 113–115.

41.	Fairchild H. A History of the New York Academy of Scienc-
es: Formerly the Lyceum of Natural History. Herman Le Roy 
Fairchild: New York, 1887https://quod.lib.umich.edu/m/moa/
ajm6206.0001.001/233?page=root.

Reinhold Fritzgaertner y los reportes de fósiles de Honduras a finales del siglo XIX
Reinhold Fritzgaertner and the fossil reports from Honduras in the late 19th century



8

42.	Fritzgartner R. Weather Report. May. 1889. Honduras Prog. 
1889; : 1.

43.	Fritzgartner R. Kaleidoskopic Views of Honduras. Honduras 
Min. J. (Honduras Progress). 1891; : 7–89.

44.	Sapper K. Herr Dr. Carl Sapper über seine Reise in Honduras. 
Verhandlungen der Gesellschaft für Erdkd zu Berlin 1898; 25: 
128–129.

45.	Sapper K. Über gebirgsbau und boden des südlichen Mit-
telamerika. Petermann’s Geogr Mitth 1905; 32.https://archive.
org/stream/bub_gb_HHfpAAAAMAAJ#page/n277/mode/2up/
search/danli.

46.	República de Honduras. Memoria presentada al Congreso 
Nacional por el Secretario de Estado en el Despacho de Rel-
aciones exteriores y Encargado del de Justicia e Instruccion 
Pública. Tipografia Nacional: Tegucigalpa, 1896.

47.	Fritzgaertner R. Geography and Travel, Honduras. Am Nat 
1890; 24: 939–946.

48.	New York Herald. Scientists Wage Bitter Warfare. New York 
Her. 1890; : 10.

49.	Marcou JB. Review of the Progress of North American Palae-
ontology for the Year 1887. Am Nat 1888; 22: 679–691.

50.	Nason L. On the location of some vertebrate fossil beds in 
Honduras, C.A. Am J Sci 1887; 34: 485–487.

51.	Societé de Géographie. Compte rendu des séances de la 
Societé de géographie et de la Commission centrale. Societé 
de géographie, 1897https://archive.org/stream/compteren-
dudess05fragoog#page/n83/mode/2up.

52.	Joyce RA. Painted pottery of Honduras: object lives and itin-
eraries. Brill, 2017.

53.	L’esposizione delle Missioni. Le Mission Cattol Bull Settim Illus 
dell’opera La Propagazione della fede 1892; XXI: 223–226.

54.	Missioni Cattoliche Americane. Esposizione dell Missioni Cat-
toliche Americane: Catalogo con Illustrazione e note. G. A. 
Dardanoni, 1892.

55.	Pontificio istituto delle missioni estere. Esposizione dell Mis-
sioni Cattoliche Americane. Le Mission Cattol Riv Quind 1891; 
: 150.

56.	Museum für Völkerkunde. Bericht des Museums für Völk-
erkunde in Leipzig. Druck von Grimme & Trömel: Leipzig, 
1885https://books.google.hn/books?id=UhVoAAAAIAAJ.

57.	USGS. Twentieth Annual Report of the United States Geologi-
cal Survey To The Secretary Of The Interior 1898-99. US Gov-
ernment Printing Office: Washington, 1899https://pubs.usgs.
gov/ar/20-1/report.pdf.

58.	Everett JR. Geology of the Comayagua quadrangle, Honduras, 
Central America. 1970.https://tdl-ir.tdl.org/handle/2152/25301.

59.	Williams H, McBirney A. Volcanic history of Honduras. Calif 
Univ Pubs Geol Sci 1969; 85: 101.

60.	Cope ED. On the Mammalia obtained by the Naturalist Explor-
ing Expedition to southern Brazil. Am Nat 1889; 23: 128–150.

61.	Fairchild D. The white sapote and the matasano. Florida 
Plants Immigrants 1939; : 1–7.

62.	Pinto J. Cementerio General de tegucigalpa, una historia que 
descansa en paz. 2020.

63.	D’Archiac A. Lesons sur la faune quaternaire: professées au 
Museum d’Histoire Naturelle. Germer Bailliere, 1865http://
gallica.bnf.fr/ark:/12148/bpt6k9604879n/f228.

64.	Falconer H. On the American Fossil Elephant of the Regions 
Bordering the Gulf of Mexico,(E. Columbi, Falc.): With General 
Observations on the Living and Extinct Species. Nat Hist Rev 
a Q J Biol Sci 1863; 3: 43–114.

65.	Frech F. Lethaea Geognostica. Handbuch der Erdgeschichte 
mit Abbildungen der für die Formationen bezeichnendsten 
Versteinerungen. Herausgegeben von einer Vereinigung von 
Geologen. Verlag der E. Schweitzerbart’schen Verlagsbuch-
handlung (E. Nägele): Stuttgart, 1904https://archive.org/de-
tails/bub_gb_q70yAQAAMAAJ/page/n65/mode/2up.

66.	Leidy J. Mastodon tooth from Honduras. Proc Acad Nat Sci 
Philadelphia 1859; : 91.

67.	Darwin C. Darwin Correspondence Project, “Letter no. 3901. 
1863.http://www.darwinproject.ac.uk/DCP-LETT-3901.

68.	Molnar P. Closing of the Central American Seaway and the Ice 
Age: A critical review. Paleoceanography 2008; 23.

69.	Osborn HF. The age of mammals in Europe, Asia and North 
America. Macmillan, 1910.

70.	Field Museum of Natural History. Annual report of the Director 
to the Board of Trustees for the year 1941. Field Museum of 
Natural History, 1942https://archive.org/stream/annualrepor-
tofdi123fiel#page/382.

71.	Erkens RHJ, Hoorn C. The Panama Isthmus,‘old’,‘young’or 
both? Sci Adv 2016; 2: e1600883.

72.	Jaramillo C, Montes C, Cardona A, Silvestro D, Antonelli A, 
Bacon CD. Comment (1) on “Formation of the Isthmus of Pan-
ama” by O’Dea et al. Sci Adv 2017; 3: e1602321.

73.	Molnar P. Comment (2) on “Formation of the Isthmus of Pana-
ma” by O’Dea et al. Sci Adv 2017; 3: e1602320.

74.	Montes C, Cardona A, Jaramillo C, Pardo A, Silva JC, Valencia 
V et al. Middle Miocene closure of the Central American sea-
way. Science (80- ) 2015; 348: 226–229.

75.	Stone R. Battle for the Americas. Science (80- ) 2013; 341: 
230.

76.	Erdei B, Calonje M, Hendy A, Espinosa N. A review of the 
Cenozoic fossil record of the genus Zamia L.(Zamiaceae, Cy-
cadales) with recognition of a new species from the late Eo-
cene of Panama-evolution and biogeographic inferences. Bull 
Geosci 2018; 93: 185–204.

77.	Horne GS, Atwood MG, King AP. Stratigraphy, sedimentology, 
and paleoenvironment of Esquias Formation of Honduras. Am 
Assoc Pet Geol Bull 1974; 58: 176–188.

78.	Weishampel D, Dobson P, Osmólska H (eds.). The Dinosau-
ria. 2nd ed. University of California Press: Berkeley, 2004.

79.	Zúniga L. El único fósil de dinosaurio de Centroamérica fue 
descubierto en Honduras en 1971. Innovare Rev Cienc y Tec-
nol 2019; 8: 100.

80.	Zúniga L. Evidencia fósil de dinosaurios: un aporte a la histo-
ria de la paleontología en Centroamérica. Rev Cienc y Tecnol 
2017; : 29–49.

81.	Laurito CA, Valerio AL. Paleobiogeografía del arribo de 
mamíferos suramericanos al sur de América Central de previo 
al Gran Intercambio Biótico Americano: un vistazo al GABI en 
América Central. Rev Geológica América Cent 2012; : 123–
144.

82.	Lucas SG, Alvarado GE. Vertebrate palaeontology in Central 
America: a narrative and analytical history. Geol Soc London, 
Spec Publ 2017; 442: 155.

83.	Pelegrin JS, Gamboa S, Menéndez I, Fernández MH. El gran 
intercambio biótico Americano: una revisión paleoambiental 
de evidencias aportadas por mamíferos y aves neotropicales. 
Ecosistemas 2018; 27: 5–17.

84.	Prieto-Marquez A. Global historical biogeography of hadro-
saurid dinosaurs. Zool J Linn Soc 2010; 159: 503–525.

85.	Rage J-C. Les continents péri-atlantiques au Crétacé 
supérieur: migrations des faunes continentales et problèmes 
paléogéographiques. Cretac Res 1981; 2: 65–84.

86.	Vullo R, Rage J-C. The first Gondwanan borioteiioid lizard and 
the mid-Cretaceous dispersal event between North America 
and Africa. Sci Nat 2018; 105: 1–8.

Leonel E. Zúniga, David Aguilar-Armijo
Volume 7 / Issue 3 / 20     •     http://www.revistabionatura.com



1

Volume 7 / Issue 3 / 21 / http://dx.doi.org/10.21931/RB/2022.07.03.21                                                                                               

Introducción
La ubicación geográfica de Honduras le permite tener 

precipitaciones medias de 1599.95 mm/año, con mínimas 
de 939.84mm/año y máximas de 3125.81mm/año1, suman-
do el relieve montañoso, lo hacen eminentemente un país 
con un gran potencial hídrico; producto de ello se tiene dos 
vertientes dentro del territorio que drenan tanto para el Gol-
fo de Fonseca como para el Caribe, las cuales se dividen 
hidrológicamente por 25 cuencas hidrográficas y 133 sub-
cuencas2, las aguas superficiales, los ríos en general con 
una aportación de 86x10˄6 m3/año3 y con más de 230 cuer-
pos de agua continentales que suman 1,590 km2 (Alrede-
dor del 2% del territorio nacional4). Sobre las aguas subte-
rráneas no se tienen datos certeros sobre su disponibilidad 
sin embargo los diferentes análisis de los balances hídricos 
plantean que el agua subterránea renovable su volumen se 
cuantifica alrededor de 39 10^9 m3 /año5.

Esta dinámica hídrica del país condiciona la oferta, así 
como las diferentes formas de demanda entre sus usos y 
sobre todo los sectores económicos. Si relacionamos la 
disponibilidad del agua en general, el escenario A2 la dis-
ponibilidad total del agua renovable en Honduras podría 
aumentar un 16% en 2030, pero podría disminuir un 33% 
en 2050 y un 68% en 2100 respecto al año 2000. En este 
mismo escenario la disponibilidad de agua per cápita po-
dría pasar de 12.008 metros cúbicos anuales por habitante 
a 482 metros cúbicos de agua por habitante al año en el 
corte 21006.

La combinación de cambios en la demanda y en la dis-
ponibilidad de este vital recurso con la influencia del cambio 
climático generaría una posible intensidad del uso de agua 
que posiciona a Honduras en un escenario donde la seguri-
dad hídrica está comprometida. Es por lo que la evaluación 
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Índice de vulnerabilidad al cambio climático en el sector recurso hídrico, 
aplicado en cuatro distintas localidades de Honduras
Climate change vulnerability index in the water resources sector, applied in four locations in 
Honduras

T. Peña Paz1*, Marcio Chirinos-Escobar2, Junior O. Hernández1, Kelly Almendares2 and Saúl García-Santos1

Resumen: La evaluación de la vulnerabilidad al cambio climático en el sector hídrico es una métrica que evalúa la dinámica 
física y social a la que se está expuesto, el grado de sensibilidad de un sistema y la capacidad de adaptación que desde 
la sociedad y el capital natural se tienen. Estudio se realizó en cuatro localidades de Honduras entre el centro y occidente 
del país, evaluando la dinámica hídrica vinculada al agua para consumo humano, en zonas urbanas, periurbanas, rurales 
e indígenas, para las que se diseñaron variables que evidenciaran la vulnerabilidad al cambio climático. Los resultados 
evidencian claramente como la capacidad de adaptación es clave para la adaptación al cambio climático, la variabilidad 
climática esa exposición afecta de manera nacional independiente de las regiones y la sensibilidad se ve afectada de 
mayor manera por la débil gestión del agua en cuento a la legalidad, accesibilidad, infraestructura y temas financieros. La 
calidad del agua cobra un sentido importante en la evaluación de la seguridad hídrica, así como la participación ciudadana 
en estos procesos.

Palabras clave: Vulnerabilidad, cambio climático, recursos hídricos, exposición, sensibilidad y capacidad de adaptación.

Abstract: The evaluation of vulnerability to climate change in the water sector is a metric that assesses the physical and 
social dynamics to which it is exposed, the degree of sensitivity of a system and the adaptive capacity of society and natural 
capital. The study was conducted in four localities in Honduras between the center and west of the country, evaluating 
the water dynamics linked to water for human consumption in urban, peri-urban, rural, and indigenous areas, for which 
variables were designed to show vulnerability to climate change. The results clearly show how adaptive capacity is critical 
for adaptation to climate change; climate variability that exposure affects nationally regardless of regions and sensitivity 
is most affected by weak water management in terms of legality, accessibility, infrastructure, and financial issues. Water 
quality takes on an essential meaning in the evaluation of water security, as well as citizen participation in these processes.

Key words: Vulnerability, climate change, water resources, exposure, sensitivity, and adaptive capacity.
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de la vulnerabilidad al cambio climático en el sector hídrico 
es clave para la comprensión tanto de la dinámica actual 
como la futura.

Las investigaciones que se han realizado en torno a 
la evaluación de la vulnerabilidad al cambio climático en el 
recurso hídrico por parte de la IHCIT-UNAH, han ido enca-
minadas a esas circunstancias naturales del entorno que 
condicionan la oferta, así como las circunstancias sociales, 
políticas, legales y de infraestructura que se tienen tanto 
a nivel comunitario como municipal. Se presentan cuatro 
investigaciones que evaluaron la vulnerabilidad al cambio 
climático en sector recurso hídrico en diferentes sitios, co-
munidades y municipios en el país, haciendo una contribu-
ción a la gestión del conocimiento hídrico en las zonas de 
estudio y sobre todo que son instrumentos básicos para la 
creación de medidas de adaptación más integrales, equita-
tivas e inclusivas.

Materiales y métodos 
Los impactos del cambio climático se determinan com-

binando la exposición física y las variaciones hidrológicas 
y meteorológicas, las circunstancias subyacentes de la po-
blación y el grado al cual el sistema de gobernanza de un 
país tiene la capacidad de llevar a cabo una adaptación 
efectiva7. El análisis de la vulnerabilidad se hizo a través 
de tres índices diferenciados tomando como unidad básica 
para cada uno de los casos de estudios ya sea la comu-
nidad donde se hizo a nivel de las familias/abonados que 
conforman cada una de las comunidades y las juntas de 
agua como la estructura de organización que administra el 
recurso hídrico y por municipio siempre tomando a las jun-
tas como referencia.

La mayoría de las variables aplican a ser evaluadas a 
la comunidad como la estructura base que responderá a la 
exposición, sin embargo, en el tema de sensibilidad-gestión 
del agua es hacia la junta de agua como gobierno del agua 
en la comunidad. Las variables físicas de capital natural 
son medidas a la zona de recarga de la toma de agua y ca-
racterísticas generales de los territorios de los municipios.

En cuanto a la vulnerabilidad y de acuerdo con el Panel 
Intergubernamental sobre Cambio Climático (IPCC), a la 
vulnerabilidad al cambio climático se la define como “la fun-
ción de la naturaleza, la magnitud y la tasa de variación del 
clima a la cual está expuesto un sistema, su sensibilidad, y 
su capacidad adaptativa”7. Por consiguiente, la vulnerabili-
dad a un cambio climático potencial depende de: el grado 
de exposición al riesgo; el grado de sensibilidad dentro del 
sistema; y la habilidad del sistema para adaptarse al cam-
bio. Este será la premisa conceptual en la que se basará la 
evaluación de la vulnerabilidad al cambio climático.

Area de estudio
Los cuatro casos de estudio están ubicados en la zona 

centro y occidente del país, con diversidad cultural y una 
dinámica física del agua (Climatología, morfología, bilógica 
entre otras características) diferentes, las cuales se puede 
ubicar en la figura 1. 

Estas áreas de investigación en orden temporal se des-
criben como:

·         Zona periurbana (2016): El área de estudio se 
involucran 23 comunidades hídricas8 pertenecientes a los 

municipios de Santa Ana, Ojojona y San Buenaventura, que 
se localizan en la parte sur del departamento de Francisco 
Morazán y están aproximadamente a 30 kilómetros de la 
ciudad capital, sobre la carretera Panamericana en el Cerro 
de Hule. Estas 23 comunidades hídricas pertenecen según 
su división política a las aldeas de: La Bodega, El Limón, 
Santa Ana, Nueva Arcadia y Cicatacare del municipio de 
Santa Ana, Ojojona y Aragua del municipio de Ojojona y 
San Buenaventura y el Horno del municipio de San Buena-
ventura. Esta zona es culturalmente peculiar por esta ubi-
cadas sobre terrazas agrícolas precolombinas10. 

·        Zona Ladina y Tolupán (2018): El área de estu-
dio se involucran 19 comunidades hídricas pertenecientes 
a los municipios de Victoria y Sulaco en el departamento de 
Yoro (Parte sur) y Las Lajas y La Libertad (Parte norte), en 
el caso de las comunidades del departamento de Coma-
yagua estas se ubican en los alrededores del embalse de 
la Represa Hidroeléctrica Francisco Morazán. De estas 19 
comunidades 4 de ellas son del pueblo indígena Tolupán 

·         Zona Lenca con un área protegida (2020): El 
área de estudio se encuentra comprendida por 7 municipios 
(Candelaria, Erandique, Gualcinse, Piraera, San Andrés, 
San Francisco y Santa Cruz) del departamento de Lempira, 
los cuales se encuentran dentro del corredor seco hondure-
ño, cabe destacar que dentro de la zona de estudio se en-
cuentra el Parque Nacional Congolón, Coyocutena y Piedra 
Parada (PANACON) que cumple un papel importante en el 
desarrollo de la investigación

·         Zona urbana y periurbana unida por un corre-
dor boscoso (2020): El área de estudio es la parte alta de 
la cuenca del río Choluteca, dentro de la cual está com-
prendido el corredor boscoso central de Tegucigalpa, y que 
políticamente están incluidos 19 municipios de los departa-
mentos de Francisco Morazán y Comayagua en Honduras. 
Esta parte alta de la cuenca está ubicada en la zona central 
del país.

Variabables de vulnerabilidad al cambio climático
El Índice de Vulnerabilidad al Cambio Climático (IVCC) 

que se desarrollará para las comunidades está compuesto 
por tres índices que, a su vez, son índices de riesgo dife-
renciados:

·         Índice de exposición (60%)
·         Índice de sensibilidad (65%)
·         Índice de capacidad adaptativa (25%)
Donde estas variables están regidas por la ecuación 1:
La definición de cada una de estas variables dentro 

de los índices de exposición, sensibilidad y capacidad de 
adaptación: La definición de la variable, la fuente de los da-
tos y la forma como se construyó, la relación con la vulne-
rabilidad está descrita en el apéndice A.

índice de exposición
En el discurso de cambio climático exposición se refie-

re al grado de estrés climático sobre una unidad particular 
de análisis. Puede estar representada por cambios en las 
condiciones climáticas o bien por cambios en la variabili-
dad climática, donde se incluye la magnitud y frecuencia de 
eventos extremos10. Para los diferentes casos en la parte 
de exposición se evaluaron 16 variables en cuatro compo-
nentes: Amenazas climáticas y ambientales, antropogéni-
cas, cambio climático y calidad del agua. Que serían las 
condiciones hídricas que amenazan el medio en cuanto a 
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su seguridad hídrica como se expone en la tabla 1.

índice de Sensibilidad
La sensibilidad es la medida de la susceptibilidad de la 

población a los impactos del cambio climático (un sistema 
es potencialmente modificado o afectado por un disturbio, 
interno, externo o un grupo de ellos), la cual es una función 
de las circunstancias físicas, sociales y de medios de sub-
sistencia actuales de esa población11; y para los fines del 
estudio se toman los aspectos relacionados al agua, tanto 
en calidad como en cantidad, las condiciones humanas y 
ambientales que pueden empeorar o disminuir los impactos 
por un determinado fenómeno. Las variables contempladas 
se especifican en la tabla 2.

índice de Capacidad de adaptación
Se refiere a la capacidad de un sistema de enfrentar 

los efectos del cambio climático, al potencial de implemen-
tar medidas que ayuden a disminuir los posibles impactos 
identificados. La capacidad adaptativa de una sociedad re-
fleja su capacidad de modificar sus características o com-
portamientos para enfrentar de una mejor manera o antici-
parse a los factores que impulsan el cambio10.

Para los objetivos del estudio, se consideraron los si-
guientes: 

1.        Capital humano. Se evalúan las condiciones de 
vida de las personas como una medida de capacidad para 
hacer frente a vulnerabilidades. Como ser las personas que 
saben leer, poblaciones al 2030. 

2.        Capital social. Se representa por la organización 
de las juntas, donde las redes conformadas permiten el ac-
ceso a información, recursos y créditos. 

3.        Capital financiero. Proveen información general 
de la situación económica, buscando identificar las regio-
nes que se encuentran mejor preparadas para responder 
a adversidades. 

4.        Capital natural. Es una medida del grado de 
riqueza de ecosistemas y sus funciones, así como de las 

acciones para incrementar su superficie. Se incluyeron tres 
indicadores: superficie con bosques y/o selvas, superficie 
reforestada y recarga de acuíferos.

Las variables utilizadas dentro de este índice se enu-
meran en la tabla 3.

Determinación de las ponderaciones
Basándose en la ecuación para la formula principal (1), 

para luego fundamentar el trabajo en función de la depen-
dencia de las variables a ser validado por los criterios de 
expertos que en las comunidades o municipios se den así 
también como un estudio matemático para la ponderación 
de la variable del Índice de Vulnerabilidad al Cambio Cli-
mático (IVCC), la cual se considera dependiente de otras 
subvariables: IE: Índice de Exposición, IS: Índice de Sensi-
bilidad e, ICA: Índice de Capacidad Adaptativa.

Se hace uso de la nomenclatura para mencionar la 
variable dependiente que se está analizando (Índice de 
Vulnerabilidad al Cambio Climático) es dependiente de las 
Subvariables IE, IS e ICA, leyéndose así que (variable de-
pendiente) es función de (variables independientes).

Finalmente, para el cálculo del Índice de Vulnerabilidad 
al Cambio Climático se tenía que asignar una ponderación 
a cada una de las Sub-Subvariables, ya que estas serían 
las que nos servirían para asignar el valor de la pondera-
ción de las Subvariables.

Esta ponderación se hizo de acuerdo con la incidencia 
de un fenómeno en la localidad, de esta forma los eventos 
que más tenían incidencia sobre un municipio o la comuni-
dad, por ejemplo, para el caso del Índice de Sensibilidad, 
analizamos la Sub-Variable IS1: Población, se sabe que 
está a su vez depende de factores como ser personas con 
discapacidad física y mental, niños menores de cinco años, 
población mayor de 60 años, etc. Los cuales mientras ma-
yor sea el número de personas que estén en esta catego-
ría, mayor será la ponderación que recibirá esta variable 
debido a que hará más sensible a esta comunidad. Ade-
más, al ser esta una variable linealmente dependiente del 

Índice de vulnerabilidad al cambio climático en el sector recurso hídrico, aplicado en cuatro distintas localidades de Honduras
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Figura 1. Ubicación de las áreas de estudio.
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Índice de Vulnerabilidad al Cambio Climático aportará una 
ponderación directa a este índice.

Por la tanto las ponderaciones para el cálculo del IVCC 
quedó de la siguiente manera: 

·         Índice de exposición = 0.60 
·         Índice de sensibilidad = 0.65
·         Índice de capacidad adaptativa = 0.25
IE (0.60) + IS (0.65) - ICA (0.25) = IVCC    (2)
Considerándose la escala de vulnerabilidad como figu-

ra en la tabla 4:

Validación de los resultados
Los resultados de la aplicación del índice son llevados 

a los líderes, instituciones y demás fuerzas vivas de las co-
munidades y municipios, donde en función de los resulta-
dos se opina acerca de estos y la influencia que tienen. Las 
ponderaciones que matemáticamente se asignan los acto-

res en los talleres los analizan en función de lo que ellos 
comprenden y saben del medio, para entre todos llegar a 
estos ajustes finales a las ponderaciones.

Resultados y discusión

Evaluación del Índice de Exposición
Al evaluar cada una de las variable de exposición en 

los grupos:
·        Amenazas climáticas, geológicas y ambientales
·        Amenazas antropogénicas
·        Variabilidad climática
·        Calidad del agua
Se tiene que la exposición para cada una de las áreas 

de estudio resulta:

Tabla 1. Variables del índice de exposición.

Tabla 2. Variables del índice de sensibilidad.
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 1.       Zona periurbana: En general las comunidades 
están más expuestas debido a los aspectos climatológicos 
y a la variabilidad climática del área, así mismo vale la pena 
mencionar que las amenazas existentes en la zona afectan 
al 87% de las comunidades, y las antropogénicas son más 
dispersas, las concentraciones de metales por encima del 
rango de la salud.

2.       Zona Ladina y Tolupán: En general de las 19 
comunidades en estudio el 47% presenta una exposición 
Medio Baja, el 21% presenta una exposición Media y el 
32% restante con una exposición Alta y esto debido a la 
exposición que presentan ante las amenazas en general 
y a la mala calidad de agua con la que cuentan en sus co-
munidades

 3.      Zona Lenca con un área protegida: Al realizar el 
análisis del índice de exposición, se tiene como resultado 
que la mayor exposición es la climática respecto a las de-
más. La comunidad (Candelarita), muestra una exposición 
media, mientras que las 8 comunidades restantes muestran 
una exposición baja-media, lo cual representa que aproxi-
madamente el 10% del total de la población en análisis tie-
ne una exposición media.

4.      Zona urbana y periurbana unida por un corredor 
boscoso: Al realizar el análisis de todas las variables de to-
das las componentes del índice de exposición, se evidencia 
que las amenazas climáticas son las que ejercen mayor in-

fluencia, luego las de calidad del agua llegando a amenaza 
alta. La exposición es media para 2 municipios en estudio 
siendo estos Cedros y San Buenaventura, y para los 17 
municipios restantes la exposición es baja.

En general la exposición, de cada una de las áreas re-
sulta media – alta para cada una de estas en el total del 
área; la variable de calidad del agua sobre todo en las in-
vestigaciones comunitarias si reflejan que en algunas co-
munidades es alta y otras bajas, dadas las dinámicas de las 
zonas. En cuanto a las variables de amenazas antropogéni-
cas estas son más homogéneas y se comportaban de igual 
manera en todos los territorios. 

En la figura 2, se reflejan los mapas del grado de expo-
sición para cada una de las áreas de estudio:

Evaluación del Índice de Sensibilidad
La sensibilidad se evalúa a través de las variables de:
·        Población
·        Gestión del agua
·        Vulnerabilidad intrínseca
Los resultados para cada una de las áreas de descri-

ben como:
1.      Zona periurbana: La sensibilidad en general de las 

comunidades se ve incrementada por la débil gobernanza 
del agua, la vulnerabilidad intrínseca del medio y la gestión 
del agua, que en su mayoría corresponden a valores de 
sensibilidad medio para más del 50% de las comunidades, 
importante destacar que la gobernanza del agua es la que 
da valores altos de más del 20%.

2.      Zona Ladina y Tolupán: La sensibilidad en general 
de las comunidades se ve incrementada por la débil gestión 
del agua sobre todo el estado de las infraestructuras y la 
legalización de las juntas y las tierras; en su mayoría co-
rresponden a valores de sensibilidad medio-alta con 16/19 
de las comunidades.

 3.       Zona Lenca con un área protegida: Generando 

Tabla 3. Variables de la capacidad de adaptación.

Tabla 4. Escala de vulnerabilidad.

Índice de vulnerabilidad al cambio climático en el sector recurso hídrico, aplicado en cuatro distintas localidades de Honduras
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el índice de sensibilidad con las variables de población y 
gestión del agua, se observa que el municipio de San Fran-
cisco es el que presenta una sensibilidad alta, el resto de 
los municipios tienen una sensibilidad media. 

4.        Zona urbana y periurbana unida por un corredor 
boscoso: Al generalizar el índice de sensibilidad con las va-
riables de población y gestión del agua, se observa que, so-
lamente el Distrito Central muestra una sensibilidad media, 
mientras que los 18 municipios restantes su sensibilidad es 
baja-media, la gestión del agua en estos municipios se ve 
incrementada por los temas de fortalecimiento que se han 
llevado a cabo en torno a la gestión integrada de los recur-
sos hídricos.

En general la sensibilidad en las áreas se ve afectada 
por los temas de la gestión del agua sobre todo por la lega-
lidad de las juntas y las tierras, los problemas económicos y 
el estado de las infraestructuras. La capacidad de almace-
namiento en todas las áreas es baja lo que incide en el au-
mento de la sensibilidad, ver la figura 3 para la referencia.

Evaluación del Índice de Capacidad de Adaptación
La capacidad de adaptación fue valorada bajo los ca-

pitales:
·        Capital Social
·        Capital humano
·        Capital económico y financiero

Figura 2. Mapas de la evaluación de la exposición en las zonas de estudio.
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·        Capital natural
Donde los resultados para cada una de las zonas se 

evalúa como:
1.      Zona periurbana: El mayor capital es humano y el 

social en las 23 comunidades que sobrepasa al medio, sin 
embargo, el capital financiero es muy bajo en más del 74% 
de las comunidades, y el capital natural es bajo – medio 
para más del 80% de estas comunidades.

2.      Zona Ladina y Tolupán: El mayor de los capitales 
es el social, siendo el 5% nivel medio, alto un 90% y muy 
alta 5%, y le sigue el capital económico – financiero, que 
presenta solo nivel baja y media con 16% y 84% respecti-

vamente, todo esto para las 19 comunidades participantes 
en la investigación 

3.       Zona Lenca con un área protegida: Los capitales 
en general el mayor de ellos el natural, seguido el social. 
Los capitales humanos y económicos son bajos.

4.        Zona urbana y periurbana unida por un corredor 
boscoso: Se muestra que, 7 municipios tienen una capaci-
dad de adaptación alta, representando aproximadamente 
el 36% de los municipios estudiados, mientras que el resto 
64% de ellos, tienen una capacidad de adaptación media.

En general la evaluación de los capitales es el econó-
mico y financiero el más bajo para las comunidades. Los 

Figura 3. Mapas de la evaluación de la sensibilidad en las zonas de estudio.

Índice de vulnerabilidad al cambio climático en el sector recurso hídrico, aplicado en cuatro distintas localidades de Honduras
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capitales humanos y naturales son bien variables, siendo el 
capital humano de un comportamiento medio en todas las 
comunidades evaluadas. Para el tema de las comunidades 
indígenas, los temas de interculturalidad fortalecen los ca-
pitales sociales, como lo evidencia la figura 4.

Evaluación del índice de vulnerabilidad al cambio 
climático en el sector recurso hídrico

La evaluación general de la vulnerabilidad en las co-
munidades y municipios evidencio la vulnerabilidad media 
– alta de la mayoría de las comunidades. Tanto en comuni-
dades periurbanas, urbanas y rurales, inclusive en las co-
munidades indígenas.  

Las comunidades periurbanas del estudio de 2015 re-
flejan en su mayoría una vulnerabilidad media -alta, caso 
contrario las comunidades ladinas y Tolupanes donde se 
evidencias comunidades con vulnerabilidades bajas sin 
embargo las comunidades con una vulnerabilidad alta – 
media son las Tolupanes dado su baja capacidad de adap-
tación y exposición alta.

La zona lenca con el área protegida, los municipios en 
su alrededor reflejan una vulnerabilidad media, estando dos 
de ellos con una vulnerabilidad baja y el caso de la zona ur-
bana y sus municipios el municipio del Distrito Central pese 
a la disponibilidad de los capitales tiene la vulnerabilidad 
más alta de la región.

Figura 4. Mapas de la evaluación de la capacidad de adaptación en las zonas de estudio.
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Se hizo el ensayo con estas áreas de evaluar con los 
escenarios climáticos al año 2030 lo que aumenta su ex-
posición ya evidenciada como media-alta, lo que vendría a 
incrementar esta vulnerabilidad, esto sin realizar medidas 
de adaptación ni procesos de restauración o de fortaleci-
miento de los capitales de las comunidades y municipios; 
ver figura 5.

Validación de los resultados 
La evaluación general de la vulnerabilidad se validad a 

través de talleres con las comunidades y las fuerzas vivas 
de los municipios, donde además de mostrar los resultados 

en relación con la dinámica de la zona, se dieron a lo lar-
go de las investigaciones talleres para ir construyendo el 
índice de manera conjunta, acompañados de procesos de 
capitación con las comunidades.

Se presento cada una de las partes del índice, donde 
explicaba el escenario base para cada uno de los aspectos 
de sensibilidad, exposición y capacidad de adaptación, va-
lorando si lo calculado con la información generada, calcu-
lada y validad con el proceso matemático sea congruente 
con lo que en ese momento pasaba en las comunidades y 
los municipios.

El ejercicio anterior también sirvió para definir las medi-

Figura 5. Mapas de la vulnerabilidad al cambio climmático en el sector hídrico.
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das de adaptación acorde a mitigar los efectos de la expo-
sición, disminuir la sensibilidad a través de procesos para 
la gestión integrada de los recursos hídricos, además de 
procesos de fortalecimiento de conocimiento pero sobre 
todo de aumento de los capitales, impulsando un fortaleci-
miento a la economía y soporte financiero y la restauración 
y protección de las capitales naturales, esto como medidas 
generales que los talleres se evidenciaron, permitiendo a 
las autoridades priorizar las acciones a los lugares con ma-
yor vulnerabilidad.

Discusión
El análisis de la vulnerabilidad realizado en estos 

municipios y comunidades hídricas en general refleja las 
condiciones físicas y sociales en un contexto hídrico rela-
cionando la variabilidad climática natural de las áreas con 
los ya cambios en el clima evidenciados. Además, hay que 
mencionar que los procesos de la degradación de la tierra 
han aumentado esta vulnerabilidad.

Es significativo indicar que, las variables evaluadas en 
el IVCC tienen un enfoque en los recursos hídricos como 
eje principal para evaluar el cambio climático, sin embargo 
la evaluación de la sensibilidad es hacia la gestión del agua 
para consumo, en estas evaluaciones se trataron de incluir 
algunas variables de género e interculturalidad, lo cual nos 
da una idea de la vulnerabilidad de los municipios al cambio 
climático, permitiendo tener una herramienta para futuras 
iniciativas de búsqueda de medidas de adaptación ade-
cuadas y oportunas de acuerdo a la particularidad de cada 
municipio y comunidad, llevando a mejorar la resiliencia de 
los mismos ante el impacto de la variabilidad y del cambio 
climático.

El análisis del IVCC se realizó en comunidades y mu-
nicipios que son algunos considerados de área rurales y 
otros ciudades urbanas como lo es el Distrito Central lo 
cual genera gran desafío, sumado a ello, la pandemia del 
COVID19 en las investigaciones de 2020, conllevó un gran 
esfuerzo humano, económico y de tiempo para obtener la 
información de todas las variables del índice, considerando 
la particularidad de cada municipio, todo para poder llegar a 
una integralidad adecuada de las variables, y así, elaborar 
el índice.

Sin embargo, los resultados obtenidos han sido bas-
tante buenos en relación con los procesos de validación 
donde los actores evidenciaron lo pertinente a las valora-
ciones de la vulnerabilidad como acertadas para los mu-
nicipios no discrepando del modelo matemático utilizado.

Al final las variables de sensibilidad y capacidad de 
adaptación han sido las que más han influido más en las 
evaluaciones municipales dando vulnerabilidad medias y 
altas en muchos de ellos. La exposición climática es evi-
dente en todas las investigaciones donde una alta exposi-
ción hace que se eleve esta vulnerabilidad, esto evidencia, 
además, lo amenazante que es clima actualmente no solo 
en esta zona sino en todo el país.

La sensibilidad general puede evaluarse con dinámi-
cas más específicas de los territorios, además de evaluar 
la parte agrícola y de salud relacionada al agua que seguro 
van a elevar la sensibilidad ya que esta solo fue evaluada 
para la gestión del agua.

La capacidad de adaptación de los municipios puede 
verse influenciada por los procesos culturales de las comu-
nidades y los municipios que fortalecen este capital social, 

sin embargo, la participación ciudadana en temas relacio-
nados al agua su protección y restauración es una eviden-
cia clave de este capital social hídrico además también de 
poder evaluar más específicamente la interculturalidad y la 
inclusión de los jóvenes y las mujeres en las decisiones 
relacionadas al agua.

El análisis que se realizó nos lleva a comprender el es-
cenario actual que ya con los procesos de la variabilidad 
climática, degradación de la tierra y la gobernanza/gober-
nabilidad se tienen una vulnerabilidad media, los escena-
rios climáticos para la región Centroamericana en general 
evidencian claros eventos extensos de sequía y lluvias 
cada vez más intensas lo que llevará a estas comunidades 
a incrementar su vulnerabilidad.

Conclusiones
La vulnerabilidad ante el cambio climático en las áreas 

de los municipios en estudio, muestran una vulnerabilidad 
media – alta en la mayoría de los municipios, la exposi-
ción climática es determinante para aumento de esta vul-
nerabilidad, por lo que el fortalecimiento de la capacidad de 
adaptación en el corto plazo es la clave para disminuir este 
riesgo climático.

La evaluación del escenario base nos permite cons-
truir el escenario futuro, este es la base de los procesos 
de adaptación y mitigación que se deben de realizar en los 
territorios, conocer la resiliencia de los diferentes pueblos y 
ecosistemas, como la dinámica hídrica se ha visto afectada 
por los procesos de degradación y que al no haber medidas 
de restauración fortalecimiento de capacidades el escena-
rio futuro no es alentador.

La elaboración del índice de vulnerabilidad al cambio 
climático es clave y debe utilizarse como herramienta para 
identificar las vulnerabilidades en el sector hídrico que a la 
vez se interrelacionan con los sectores agrícolas, salud y 
demás, esta con la finalidad de generar iniciativas que con-
lleven a implementar medidas de adaptación y mitigación 
que enfrenten los efectos del cambio climático en las dife-
rentes comunidades y municipios evaluados pero con una 
perspectiva más clara de la priorización no solo del territorio 
sino del que hacer en el territorio de manera oportuna, inte-
gral, equitativa e inclusiva.
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Coffee's Phenolic Compounds. A general overview of the coffee fruit's 
phenolic composition.

Ostilio R. Portillo*1 and Ana C. Arévalo²

Abstract: Phenolic compounds are secondary metabolites ubiquitously distributed in the plant kingdom which come in 
a wide array of molecular configurations which confer them a comprehensive set of chemical attributes such as, but not 
limited to: nutraceutical properties, industrial applications (e.g., dyes, rawhide processing, beer production, antioxidants), 
and plant self-defense mechanisms against natural enemies also known as the Systemic Acquired Resistance (SAR). 
However, despite the fact, that there is a large number of phenolic-containing food products (e.g., chocolate, green tea, 
wines, beer, wood barrel-aged spirits, cherries, grapes, apples, peaches, plums, pears, etc.), coffee remains, in the 
western hemisphere, as the main source of dietary phenolic compounds reflected by the fact that, in the international 
market, coffee occupies the second trading position after oil and its derivatives. The following discussion is the product 
of an extensive review of scientific literature that aims to describe essential topics related to coffee phenolic compounds, 
especially chlorogenic acids, their purpose in nature, biosynthesis, determination, metabolism, chemical properties, and 
their effect on cup quality.
 
Keywords: phenolic acids, caffeoylquinic acid, antioxidant capacity, metabolism, biosynthesis.

Introduction

The majority of polyphenolic compounds (e.g., flavonoids 
and phenolic acids) present in coffee are characterized by 
presenting in their molecular structure a basic nucleus of 15 
carbons distributed in two aromatic rings (A & B) linked by 
three carbons (ring C) 1 and among these the most abun-
dant are chlorogenic acids (CAs) which are esters formed 
by quinic acid by esterification with trans-cinnamic acids 
such as caffeic acid, p-coumaric acid, and ferulic acid.

They are a group of secondary metabolites derived from 
phenylalanine which are involved in the defense, structu-
re, and survival of plants, so they play an important role 
in adapting them to stress conditions (eg, diseases and 
pests).2 According to Joet et al. 3, “CAs are a source of cin-
namic acid derivatives and are therefore considered inter-
mediate precursors of lignin”.

The CAs constitute the predominant water-soluble, non-vo-
latile polyphenolic fraction present in the coffee bean endos-
perm 4,5, although they can also be found, in smaller quanti-
ties, in the leaves and pulp.

Finally, it’s  in planta  function is associated with resistance 
to certain diseases,3,6,7  which seems to be evidenced by 
high CAs levels in varieties resistant to coffee cherry disea-

se (Colletotrichum kahawae) versus the low levels recorded 
in susceptible ones.7 They also protect plants because they 
confer the ability to absorb ultraviolet rays.8

Biosynthesis

CAs are synthesized through the esterification of transcin-
namic acids (ie, caffeic acid, ferulic acid, and  p-coumaric 
acid) with quinic acid (Figure 1).1,4,8-14 CAs can be divided 
according to the number of cinnamic substituents and their 
coupling position to the cyclohexane ring of the quinic acid.
In coffee, CAs biosynthesis occurs in the perisperm 16 and 
the leaves and then are transported and intracellularly accu-
mulated in the seeds forming complexes with caffeine 3 and 
reach their maximum concentration when the fruits are 
green.2,17

The CAs concentration in the coffee bean endosperm is a 
maternal quantitative trait with additive effects in in-tra-spe-
cific crosses 18 which follows a sigmoid trajectory and it va-
ries during seed development, recording its greatest accu-
mulation four weeks before grain maturation  19; However, 
CAs are strongly synthesized in the early stages of endos-
perm development; constituting between 15 to 20% of the 
grain on a dried matter basis.3
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Figure 1. The metabolic pathway for the synthesis of CAs and monolignols.

The metabolic segment that leads to the siripolysaccharidesngil lignin synthesis (green section) is exclusive of angiosperms.
Cinnamoyl-CoA reductase (CCR) | Cinnamon alcohol dehydrogenase (CAD) | 4-coumate: CoA ligase (4CL).
Caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase (CCoAOMT) | Caffeic acid O-methyltransferase (COMT).
Feruloyl-CoA quinato feruloyl transferase (FQT) | 5-hydroxylase ferulate (F5H).
Hydroxycinnamoyl-CoA quinate hydroxycinnamoyl transferase (HQT) | p-Coumaroyl CoA 3-hydroxylase (C3’H).
Hydroxycinnamoyl-CoA: shikimate/quinate hydroxycinnamoyl transferase (HCT) | Secretory peroxidase (POD).
Phenylalanine ammonia liasa (PAL) | Trans-cinnamate 4-hydroxylase (C4H) | p-Coumaroyl CoA 3-hydroxylase (C3’H).

Adapted from Joët et al. 6, Cheng et al. 2, Joët et al. 19, & Weng et al. 15.

The evidence suggests this phenomenon is attributed to the 
genes responsible for CAs biosynthesis which are highly 
transcribed during the early stages of endosperm formation 
and their activity declines as the grain reaches maturity.20

On the other hand, during germination, a CAs fraction sto-
red in the coffee seed endosperm is mobilized and used as 
precursors for monolignols biosynthesis (ie, guaiacyl, syrin-
gyl & p-hydroxyphenyl) which are the building blocks used 
in lignin production required for embryo development.3,21

The coffee CAs’ subgroups generally have three isomeric 
forms which differ depending on the number and position of 
the acyl groups in which the quinic acid is esterified.12 The 
CAs nomenclature is based on the numbering system deve-
loped by the International Union of Applied Pure Chemistry 
(IUPAC) 22 and so far the identified CAs’s subgroups in co-
ffee are, but not limited to:

•	 ·                 Six diesters of caffeoyl-feruloyl-quinic acids 
(CFQA) and feruloyl-caffeoyl-quinic acids (FCQA) that 
are only present in Robusta coffee (Figure 2).23,24
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•	   ·                Monocaffeoyl-quinic acids (isomers: 3-, 4- & 
5-CQA) responsible for 76 to 80% of CAs (Figure 
3).8,10,13,25

•	   ·                Dicaffeoyl-quinic acids (isomers: 3,4-, 3,5- & 
4,5-diCQA) responsible for 15 to 20% of the total CAs 
(Figure 3).2-4,10,17,26

•	  ·         Dimethoxy-cinnamoyl-caffeoyl-quinic acids.27

•	   ·                Monoferuloyl-quinic acids (isomers: 3-, 4- & 
5-FQA) responsible for 5 to 13% of the total (Figure 
3).2,3,10,17,26

•	  ·         Diferuloyl-quinic acids and dimethoxy-cinnamo-
yl-feruloyl-quinic acids.27

Figure 2. Robusta coffees’ mixed diesters of caffeoylferuloyl-quinic acids..

•	 ·                 p-Coumaroyl-quinic acids (isomers: 3-, 4- & 
5-CQA) (Figure 3).1,26,28

•	 ·         Di-p-coumaroyl-quinic acids & p-Coumaroyl-ca-
ffeoyl-quinic acids.27

•	 ·         p-Coumaroyl-feruloyl-quinic acids.27

•	 ·         p-Coumaroyl-dimethoxy-cinnamoyl-quinic acids.27

•	 ·         Dimethoxy-cinnamoyl-quinic acids.27

Recently, new CAs in coffee beans have been reported in 
trace amounts,11 but for a complete list of the 82 CAs of 
raw coffee beans registered to date consult Wei et al. 11 & 
Narita et al. 10CAs content in coffee

CAs content in coffee

ACs are the precursors of phenolic compounds in roas-
ted coffee beans  6 and are found in relatively large quan-
tities in both coffee beans and coffee leaves.29 On avera-
ge, C. canephora and C. arabica grains vary between 10 
to 11.3%  6,14,27,29  and 6 to 7% on a dried matter, respecti-
vely 3,6,14,21; however, other authors report ranges between 7 
to 14.4% and 4 to 8.4% respectively.2,4,23

The difference in CAs concentration between Robusta and 
Arabica coffee varieties is attributed to mono-caffeoylquinic, 
mono-feruloylquinic and dicaffeoylquinic acids levels are 
approximately 1.2, 3 & 2 times higher in C. canephora than 
what is observed in C. arabica.10

According to Caprioli et al. 30, there is a clear trend in CAs 
levels found in roasted coffee beans which have been also 
reported by several authors that shows that mono-caffeo-
ylquinic acids are the most predominant ones followed by 
mono-feruloylquinic acids and dicaffeoylquinic acids. Such 
trend is described by the following equation: 

5-CQA > 4-CQA > 3-CQA > 5-FQA > 4-FQA > 3-FQA > 
3,4-diCQA > 4,5-diCQA > 3,5-diCQA > 4-FQA> 3-FQA > 
3,4-diCQA > 4,5-diCQA > 3,5-diCQA.30,31

The variation in CAs concentration is influenced by the 
species/variety, the geographical origin,10,24,32,33  the degree 
of grain ripening, cultural practices,10,33 the processing me-
thod,10 environmental conditions,33 mixtures made before or 
after roasting,34 and the analytical method used to quantify 
them.

For example, according to Narita et al. 10 other species such 
as C. vatovavyensis, C. pseudozanguebariae, C. vianneyi, 
C. perrieri & C. rhamnifolia contain less than 1% of CAs (on 
a dried basis). Also, Marin et al. 35 found a CAs concentra-
tion gradient during different stages of coffee bean develop-
ment in C. arabica in which the levels decrease depending 
on grain maturity (ie, immature green > mature > pinon > 
over-mature).
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Table  1. Variation in coffee phenolic composition based on dried matter basis.

Figure 3. Chlorogenic acids and their precursors.
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Soluble or instant coffees are a good example of CAs con-
tent variation induced by grain processing which tends to 
display a variable concentration largely due to Arabica and 
Robusta coffee blends made before roasting and to the de-
gree of roast applied during processing.33,34 Table 1 shows 
the differences in CAs concentration between different types 
of coffee caused by the processing to which the grain is sub-
jected.

One of the differences that stands out is the drastic reduc-
tion in CAs concentration in instant coffees as a result of 
the heat treatments to which both the grain and the infusion 
are subjected during processing (ie, roasting and extraction 
of soluble compounds).37 Conversely, the increase in CAs 
concentration in instant and decaffeinated coffees is also 
noticeable. This can be elucidated due to the decaffeination 
process per se since caffeine extraction indirectly increases 
the relative concentration of the other analytes.37

On the other hand, abiotic factors such as water stress, 
high luminosity, low temperatures, boron deficiencies, and 
nitrogen fertilizer applications can cause an increase in CAs 
levels in coffee beans.4,38

Finally, the composition analysis conducted by Vaast et al. 
39 revealed that CAs levels were higher in grains harvested 
from plants exposed to the sun than those found in grains 
harvested from plants grown under shade.

 

 Determination of CAs in coffee beans

 

There is a wide range of analytical techniques used in the 
identification and quantification of phenolic compounds ran-
ging from non-specific techniques such as the Folin-Denis 
test to more sensitive techniques such as High-Resolution 
Liquid Chromatography (HPLC) coupled to different detec-
tors, as well as a series of methodologies that include the 
combination of spectroscopic techniques, mass spectrome-
try (MS) among others.40  However, the most widely used 
methods in determining CAs are HPLC, capillary electro-
phoresis, and micellar electrokinetic chromatography.41

CAs’ extraction is carried out using polar organic sol-
vents such as isopropanol, water, and hydro-alcoholic 
mixtures with MeOH and isopropanol in different propor-
tions 38,40 through techniques of infusion extraction,42 diges-
tion,43 and ultrasound.28

Compounds’ identification and quantification can be carried 
out directly in the recovered extract or in the purified frac-
tions. The most commonly used technique is HPLC 40 usua-
lly coupled to a Diode Array Detector (DAD) using gra-dients 
of MeOH, acetonitrile, water or mixtures of these as solvent 
A and an acid such as phosphoric acid, acetic acid or acid 
citric as solvent B.28,38,42,44

The identification is performed by comparing the retention ti-
mes peaks (Rt) reported by the sample with that of the stan-
dards (controls), with subsequent structural confirmation by 

HPLC coupled to mass spectrometry (HPLC-MS).38,42  For 
the compounds quantification Farah et al. 38 reported as an 
analysis parameter the peak area corresponding to 5-CQA.

Samanidou  40  reported a validated analytical method for 
the simultaneous analysis of caffeine and polyphenols in 
different coffee samples (eg, Turkish coffee, instant coffee) 
using DLC-coupled HPLC and a MeOH-acetronityl gradient 
(95: 5 v/v) as solvent A and acetic acid 0.01% as solvent B.

Monitoring and quantification were performed based on 
each analyte’s maximum wavelength (max), reporting that 
CAs and caffeine have a max of 330 and 270 nm, respec-
tively; Peak identification was performed based on Rt. The 
reported quantification limit for this method was 0.8 to 2.0 
mg l-1 for all compounds. The quantification limit is the con-
centration of a given analyte that produces a signal strong 
enough to be detected with a specific confidence level.

Figure 4. Typical chromatogram of CAs and caffeine simul-
taneous analysis from an instant coffee sample.Adapted 
from Samanidou 40..

A typical chromatogram obtained with this method using an 
instant coffee sample is shown in figure 4.

Before the analysis, HPLC requires the application of spe-
cific procedures for sample preparation (ie, Size-exclusion 
chromatography, Solid-phase extraction or a combination 
of both) in addition to lengthy analysis times, the need for 
highly specialized technicians coupled with the fact that not 
many laboratories have the required equipment; Therefore, 
it is understandable why CAs determination in food matrices 
is an expensive analytical procedure.

As a result, researchers have sought more viable and eco-
nomical alternatives for CAs quantification without caffeine 
interference, and in this order of ideas Belay et al. 41 propo-
se a simple, fast and sensitive quantification method using 
an uv-visible spectrophotometer, an apparatus commonly 
found in most laboratories. CAs and caffeine absorb radia-
tion in the region between 200 to 500 nm thus potentially 
leading to misidentification of both molecules due to their 
spectra over position, so Belay et al. 41 propose the use 
of dichloromethane to extract the caffeine first and subse-
quently quantify the CAs in the resulting residue.

Figure 5 shows CAs references spectrum vs the spectrum 
of CAs retrieved from green coffee beans extract. Sample 
purification (ie, caffeine extraction) was performed with di-
chloromethane; Therefore, an over position of the spectra 
can be observed, indicating the method's efficiency.CAs in-
fluence on cup quality

Coffee's Phenolic Compounds. A general overview of the coffee fruit's phenolic composition.
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Figure 5. A. CAs references spectrum. B. Spectrums over position of CAs references and CAs retrieved after samples 
purification.
Adapted from Belay et al. 41

CAs influence on cup quality

CAs influence on coffee cup quality is controversial. CAs 
are essential for defining the drink quality because they 
affect the infusion color (pigment formation), aroma and fla-
vor (pH and bitterness).3,4,45 However, according to Flament 
et al. 46 despite being in relatively large quantities, CAs do 
not significantly affect the coffee beverage’s acidity (pH).

Likewise, there is evidence that 3,4-dicaffeoylquinic acid 
in high concentrations improve the quality of the bevera-
ge 19,47; In contrast, there are also reports that the addition 
of dicaffeoylquinic acids confers an unpleasant (bitter) taste 
to the infusion 2,4,16 whereas high concentrations of 5-O-ca-
ffeoylquinic acid have been associated with poor cup quality 
alt-hough it has been described as a non-bitter compound.48

Regardless of the conflicting reports, there is an inverse re-
lationship between CAs levels and the quality of the coffee 
cup; in other words, the higher the CAs concentration, the 
lower the quality of the infusion.4,10,33,36

Considering that caffeoylquinic acids constitute between 76 
to 82% of the total CAs present in the coffee grain endos-
perm  14,28  of which 5-caffeoylquinic acid (aka chlorogenic 
acid isolated from coffee beans for the first time by Got-
ter in 1908) is the most abundant being responsible for 56 
to 62% of the total  4,10,12  which is tantamount to 4 to 5% 
of the dried weight of the grain 49 and 3-caffeoylquinic acid 
(aka neo-chlorogenic acid) and 4-caffeoylquinic acid (aka 
cryo-chlorogenic acid) each add ~ 10% to the total,4,10 then 
it can be concluded that in general caffeoylquinic acids, as 
a whole, are responsible for affecting the quality of the in-
fusion.

Due to its higher CAs content; in addition to a more bitter 
taste, greater astringency, and aroma such as ‘wet wood 
or wet cardboard’ 50-52 the cup quality of C. canephora (aka 
Robusta) is considered inferior when compared to C. arabi-
ca 46,53,54 and the reason why commercially available coffee 
is produced exclusively based on C. arabica or a mixture of 
both.28,32,53,55,56 For this reason, the grain of Robusta varie-
ties is commercialized for approximately half the value of 
C. arabica.57-59

 

Finally, although the concentration of phenolic compounds 
in the coffee cup depends on several factors such as the 
species/variety, the chosen method for drink preparation 
(Figure 6) among others (eg, roasting level, mixes before 
or after roasting, water temperature, etc) 34; It is estimated 
that the cup of Robusta coffees contains ~ 70 to 350 mg of 
CAs,1,60 while the cup of Arabica coffees contains ~ 70 to 
200 mg of CAs.60

Effect of grain toasting on CAs

 As a result of roasting, CAs levels decrease significant-
ly  43,62  meanwhile quinic acid levels tend to increase due 
to CAs break down.30 According to Tfouni et al. 28, the de-
crease in CAs levels is attributed to the rupture of covalent 
bonds between carbon atoms which facilitates isomeriza-
tion in the early stages of roasting and epimerization, lacto-
nization and degradation in the later stages.

Consequently, the higher the roasting temperature, the 
lower the CAs levels in the roasted grain.55 According to Fla-
ment et al. 46, in C. arabica’s roasted coffee beans, there is 
approximately 4.3% of CAs on dried matter basis. However, 
in very roasted coffees about 50 to 60% of the initially pre-
sent CAs are degraded as a result of the high roasting tem-
peratures 46,49 for this reason, in well-roasted coffees (black 
coffees) CAs are found only in very low quantities.8,60,63

Consequently, the longer the time and the higher the roas-
ting temperature, the lower the CAs concentration in the 
coffee drink (Figure 7); and the higher the concentration of 
caffeic acid and other low molecular weight phenolic com-
pounds.2,64

This phenomenon is exemplified by the results reported by 
Ferraz et al. 65 who studied the CAs degradation during the 
coffee beans roasting. Their studies revealed that depen-
ding on the degree of roasting (temperature vs time), CAs 
losses can reach up to 99.1% (Table 2).
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Adapted from Bravo et al. 61. Circles represent means expressed as mg/g (n = 3).
3-caffeoylquinic acid (3-CQA) | 4-caffeoylquinic acid (4-CQA) | 5-caffeoylquinic acid (5-CQA).
3,4-dicoumaroylquinic acid (3,4-diCQA) | 3,5-dicoumaroylquinic acid (3,5-diCQA).
4,5-dicoumaroylquinic acid (4,5-diCQA) | Total caffeoylquinic acids (Total CQAs).
Total dicaffeoylquinic acids (Total diCQAs).
Total caffeoylquinic acids + dicaffeoylquinic acids (Total CQAs + diCQAs).

Figure 6. CAs extraction through different beverage preparation methods.

Adapted from Perrone et al. 25. Circles represent means expressed as mg/100 g of coffee on dried basis.
3-caffeoylquinic acid (3-CQA) | 4-caffeoylquinic acid (4-CQA) | 5-caffeoylquinic acid (5-CQA).
3-feruloylquinic acid (3-FQA) | 4-feruloylquinic acid (4-FQA) | 5-feruloylquinic acid (5-FQA).
3-p-coumaroylquinic acid (3-pCoQA) | 4-p-coumaroylquinic acid (4-pCoQA) | 5-p-coumaroylquinic acid (5-pCo-QA).
3,4-dicoumaroylquinic acid (3,4-diCoQA) | 3,5-dicoumaroylquinic acid (3,5-diCoQA).
4,5-dicoumaroylquinic acid (4,5-diCoQA) | 3,4-diferuloylquinic acid (3,4-diFQA).
Figure 7. Chlorogenic acid levels at different roasting times (170 °C).

Coffee's Phenolic Compounds. A general overview of the coffee fruit's phenolic composition.
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Concomitantly the coffee bean CAs levels are reduced, as 
a result of their thermal hydrolyzation, a series of aro-matic 
compounds with a greater or lesser degree of complexity 
are produced which according to Shibamoto 66 are gene-
rally present in the roasted grain in the following concen-
tration gradient: catechol > 4-ethylcatechol > phenol > 
benzoic acid > 2,5-dimethylfuran > 2-methylcyclohexanone 
> 1,2-cyclohexadione > furfuryl alcohol > pyridine > 2-cy-
clohexen-1-one > 3-ethylcatechol > 2-hydroxycinnamic acid 
> cyclotene > 1-hydroxy-2-propanone > 2-methylpyrazine.

Table 2. CAs content in raw coffee beans and at different roasting levels.

 

 ACs’ metabolism

CAs intake varies considerably depending on consumption 
habits, to the point that it ranges between 100 to 1000 mg 
per day for moderate and strong consumers, respectively; 
However, with the increase of instant coffee consumption, 
this can reach up to 1500 mg per day.34

However, based on the evidence it is known that the grea-
ter the amount of ingested CAs, the lesser the amount that 
will be hydrolyzed and metabolized, presumably, due to an 
oversaturation of the system,22,34,67  enzymatic limitations, 
and limitations in the transport mechanisms through the 
small intestine among other factors.34

Table 3. ACs pharmacokinetic parameters in blood plasma after the intake of 412 mmol of ACs dissolved in 200 ml of 
instant coffee.
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Once ingested, CAs remain stable since salivary enzymes 
and gastric secretions cannot hydrolyze them especially 
when they interact with dietary proteins forming insoluble 
complexes resistant to the catabolic action (proteolysis) 
of digestive enzymes (eg, trypsin, chymotrypsin, pepsin & 
pancreatin).34

On the other hand, a small fraction is absorbed through the 
stomach wall via passive diffusion 34,68; meanwhile, the rest 
continues their journey reaching the small intestine where 
they are hydrolyzed by the mucous membrane and intesti-
nal microflora 67,69-71 to such degree that only their metabolic 
derivatives and a small non-catabolized fraction manage to 
cross the wall of the upper gastrointestinal tract (small intes-
tine) 49,68,70,72 via passive diffusion 34 with an absorption rate 
of up to 33%. In consequence, the plasma shows only small 
concentrations of them (Table 3).34,68,71-73

Once absorbed, a fraction of CAs manages to pass intact to 
the bloodstream where it interacts with plasma proteins (al-
bumins) forming complexes,34 meanwhile the other fraction 
and its metabolic derivatives before being excreted through 
the urine (< 5%) in a free or conjugated form  72  are sub-
mitted into a series of hepatic metabolic processes which 
include methylations and conjugations (eg, sulfatations, 
and glucuronidations) catalyzed by phase II enzymes (eg, 
sulfotransferases, and glucuronyl transferases) 34,72,75 which 
are characterized for being highly polymorphic and display 
a variable degree of activity.34

Sulfation is a conjugation reaction catalyzed by a sulfo-
transferase between a molecule and a sulfo group; whereas 
glucuronidation is a reaction mediated by a glucuronosyl-
transferase that results in the addition of a glucuronic acid 
molecule to a given substrate.

For example, SULT 1A1 is a sulfotransferase capable of ca-
talyzing the hepatic transformation of caffeic acid and dihy-
drocaffeic acids; Additionally, glucuronyl transferases UGT 
1A1 & UGT 1A9 catalyze the transformation of hy-droxycin-
namic acids.34

As a result, most ingested CAs manage to reach the colon 
where they are metabolized by a good number of genera 
that comprise the intestinal microflora (eg, Escherichia coli, 
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus gasseri, Eubacterium 
sp., Enterococcus sp., Micrococcus sp., Fusobacterium 
sp., Streptococcus sp., Peptostreptococcus sp., and Chros-
tridium sp.).34,49,68,76 For this reason, several authors argue 
that coffee antioxidant capacity is mainly due to α-Tocophe-
rols and vitamin C (ascorbic acid) which reach much higher 
concentrations and turn out to be more powerful antioxi-
dants than CAs.74

 Most CAs (up to 71%) are metabolized at the colon by the 
intestinal microflora 12,68,73,75 which means that the ester type 
of bonds that keep the molecules structure are enzymati-
cally broken thus releasing its constituent monomers of 
lower molecular weight which being conjugated with other 
compounds, by the action of reductive enzymes, lead to de 
novo formation of other substances (eg, dihydrocaffeic acid, 
& dihydroferulic acid) which in turn being also metabolized 
are conjugated with other compounds (eg, SO4) thus produ-
cing molecules that are not originally present in the coffee 
drink.12

This phenomenon is evidenced by a variety of resulting 
compounds present in the plasma and urine some of 
which are considered reliable markers of phenolic com-
pounds intake (Table 3).

 The list of metabolites excreted through the urine includes, 
but is not limited to: caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric 
acid, synaptic acid, gallic acid, 3,4-dihydroxyphenylacetic 
acid, dihydrocaffeic acid, dihydroferulic acid, 4-hydroxy-
benzoic acid, 2,4-dihydroxybenzoic acid, isoferulic acid, 
and m-hydroxyphenyl propionic acid.34

For example, in a study in which the participants inges-
ted two cups of coffee three times a day at intervals of 
4 h in between, detected in the urine of the participants 
the presence of ferulic acid, isoferulic acid, dihydroferulic 
acid, 3-methoxy-4-hydroxybenzoic acid, hippuric acid, and 
3-hydroxyhippuric acid.73

However, the rapid presence of compounds, in plasma, 
derived from their hydrolysis suggests an early and limited 
metabolism which probably occurs at the upper gastroin-
testinal tract where they are hydrolyzed by the action of 
ester-ases.12,34,72

Finally, concentrations of mono-caffeoylquinic acids (eg, 
5-CQA) and mono-feruloylquinic acids (eg, 3-FQA, 4-FQA, 
& 5-FQA) in plasma followed by an increasing concentra-
tion of dihydrocaffeic and dihydroferulic acid after 4-5 h 
of ingestion (Table 3) provides support for a biphasic me-
tabolism, in other words, one fraction is rapidly absorbed 
and metabolized at the level of the small intestine while 
the other one is metabolized and absorbed at the lower 
gastrointes-tinal tract (colon).12,34

For a more detailed discussion about CAs metabolism 
read Stalmach 72 & Farah et al. 34.

 

 Roasted coffee’s CAs and antioxidant capacity

 

ACs have antioxidant activity, which confers them proper-
ties such as antiviral, antifungal, hypoglycemic,27,55,77 he-
pa-to-protective, antispasmodic,27,55  anti-bacterial and 
antihistaminic activity.30,77  There is also pharmacological 
evidence that demonstrates the antiviral properties of 
non-volatile phenolic compounds (eg, caffeoylquinic, and 
dicaffeoylquinic acids) against adenoviruses, the herpes 
virus,57 HIV virus and human influenza virus.77

CAs antioxidant capacity is conditioned by the hydroxyl 
groups position within the aromatic ring; For example, 
3-CQA has two free hydroxyl groups to donate hydrogens, 
conversely, the other isomers only have one; As a result, 
3-CQA may have a higher antioxidant activity compere to 
its positional isomers. In recent research, it was reported 
that 3-CQA has low molecular weight and greater activity 
against hydroxyl radicals and may be the largest contribu-
tor against peroxidic radicals present in concoctions ba-
sed on green coffee beans.24

CAs are polyphenolic aromatic compounds derived from 
the phenylpropanoids metabolism  4,6  which tend to be 
quantified together with other polyphenols present in the 

Coffee's Phenolic Compounds. A general overview of the coffee fruit's phenolic composition.
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sample and expressed as total polyphenols in terms of mg 
of 3,4,5-trihydroxybenzoic acid (gallic acid) per gram of 
dried matter.42,44

However, their antioxidant capacity can be expressed in di-
fferent forms such as milligrams of α-Tocopherol equiv-alent 
per milliliter of extract (mg Toc/ml), milligrams of ferrous iron 
(Fe+2) equivalent per milliliter of extract (mg Fe [II]/ml), milli-
grams of vitamin C equivalent per milliliter of solution,78 and 
milligrams of Trolox per gram of dried mat-ter.13,69,79,80 Trolox 
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) 
is a synthetic and hydrosoluble analog of vitamin E.

Being reducing agents, CAs block the production of free 
radicals and prevent the automatic oxidation of lipids via re-
dox reactions, thus preventing the oxidation of low-density 
lipoprotein (LDL) and very-low-density lipoprotein (VLDL) 
which in turn delays the development of atherosclerosis in 
humans.44,67,72,77

In addition, due to their antioxidant properties, CAs are 
considered potential substitutes of synthetic phenolic com-
pounds with antioxidant properties traditionally used by in-
dustry to prevent oxidative food rancidity.81 Among the most 
commonly used synthetic antioxidants we can cite: butyla-
ted hydroxyanisole (BHA [E-320]), butylated hydroxy-tolue-
ne (BHT [E-321]), TBHQ, α-Tocopherol (E-307), and last but 
not least gallate propyl (E-310) 81 which maximum permissi-
ble level in food should not exceed 10 μg g-1 of dried matter 
(Figure 8). 

However, for this to happen, CAs must: be thermo-stable 
and effective even at low concentrations, toxicologically 
safe, fat-soluble and easily homogenized, odorless and tas-
teless so that they do not alter the sensory characteristics 

Figure 8. Synthetic phenolic compounds with antioxidant properties.

of food. Unfortunately, CAs are not thermo-stable, are not 
fat-soluble, and some of them tend to alter the taste of food 
by imparting bitter notes.

On the other hand, due to their higher ACs concentration, 
the beverage prepared from Robusta coffees generally 
shows a higher antioxidant capacity than that one prepa-
red based on Arabica coffees.24,27,32  In contrast, some au-
thors argue that, since CAs are degraded during roasting 
regardless of the species involved, the greater antioxidant 
capacity observed in Robusta coffees is due to their higher 
caffeine concentration which also has antioxidant capacity 
and is also thermostable, which means it’s not degraded 
during roasting.64

In general, the higher the temperature and processing time, 
the lower the CAs levels 10,82 and consequently the lower the 
beverage’s antioxidant capacity; with certain documented 
exceptions. For instance, Cho et al.  42  reported that light-
ly roasted coffee (9 min at 240 °C) contained 49% more 
polyphenols (55 mg of gallic acid equivalent [GAE] per gram 
of dried matter) than those quantified in unroasted beans 
(36.93 mg of GAE per gram of dried matter). However, from 
this point forward a downward gradient was clearly obser-
ved when the processing temperature increased: medium 
roasted (41.49 mg of GAE per gram of dried matter), dark 
roasted (35.95 mg of GAE per gram of dried matter), and 
very roasted (26.80 mg of GAE per gram of dried matter).

Similar results were obtained by Somporn et al. 44 who re-
ported an increase in the antioxidant capacity of slightly 
roasted coffee samples (Table 4). Likewise, the concentra-
tion of phenols and the antioxidant capacity of these sam-
ples gradually decreased as the roasting level increased.44
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Likewise, experiences reported by Perrone et al. 83 provide 
evidence of increased antioxidant activity, in both species 
(C. canephora & C. arabica), measured through the ferric 
reducing antioxidant power assay (FRAP), when coffee 
samples were slightly roasted. After submitting coffee sam-
ples to various levels of processing (ie, 6, 7, 8, 9, 12, & 15 
min at 220 °C) a greater antioxidant activity was recorded 
in the whole coffee brew of slightly roasted grains (6 min) 
compared to what was observed in raw grains and other 
roasting levels.83

The sudden increase in coffee’s antioxidant capacity throu-
gh light roasting can be elucidated by the disruption of ce-
llular structures during the pyrolysis facilitating the release 
of primary antioxidants (eg, low molecular weight phenolic 
compounds).84 Additionally, due to the increase in tempera-
ture, the structure of many primary antioxidants may chan-
ge resulting in the formation of secondary antioxidants (eg, 
heterocyclic compounds, and melanoidins) causing the in-
fusion’s antioxidant capacity to increase or remain unchan-
ged with respect to the antioxidant capacity of aqueous ex-
tracts derived from raw coffee beans.2,24,42,44,84

 As the processing temperature increases these compounds 
tend to be denatured, that is, they are polymerized or 
self-oxidized, which results in the formation of compounds 
with lower antioxidant capacity.62,84

From all this, it can be concluded that coffee bean light roas-
ting is the best from a nutritional point of view; However, we-
ll-roasted or dark coffees enjoy greater commercialization 
than light or medium ones.38

Finally, the infusion preparation method also influences the 
CAs concentration in the coffee beverage and consequently 
its antioxidant capacity. For instance, it is estimated that an 
espresso cup contains more CAs than conventionally pre-
pared coffees due to the pressure with which hot water is 
applied during the extraction of soluble compounds.34

According to Ludwig et al.74, one cup of  espresso  coffee 
contains between 24-423 mg of caffeoylquinic acids; which 
would explain why espresso-type of coffees (eg, cappucci-
no, American, etc) have twice the antioxidant capacity com-
pared to what is observed in wine and pomegranate juice.85

Coffee pulp's phenolics

Despite the diversity of phenolic compounds, according to 
Farah et al.  4, “There are no reports of tannins in the wet 
coffee beans, but the mesocarp contains 0.8 to 2.8% of hy-
drolyzable tannins in addition to small amounts of insoluble 
or condensed tannins”. The most important tannins in the 

Table 4. Coffee's total phenol content and antioxidant capacity (% inhibition) at different roasting profiles.

coffee mesocarp (pulp) are the proanthocyanidins, which 
are polymers of flavan-3-ols 86 of relatively high molecular 
mass and can be hydrolyzable or condensed  4,87 and are 
characterized by their bitter flavors.

Interestingly, condensed tannins concentrations are higher 
in varieties with yellowed-skin fruits compared to those with 
red fruits.27,88 According to De Colmenares et al. 86, coffee 
pulp’s condensed tannins concentration ranges from 0.88 
to 1.19% based on dried matter; and the list of them in-
cludes, but is not limited to: epicatechin (21.6%), catechin 
(2.2%), rutinic acid (2.1%), and protocatechuic acid.88

Condensed tannins are secondary metabolites of pheno-
lic nature and high molecular weight, bitter taste, and rich 
in hydroxyl and carboxylic groups; which can be detected 
through a colorimetric test.89  These are called proantho-
cyanidins or procyanidins 90 and belong to the flavonoids 
class whose chemical structure consists of flavan-3-ol mo-
nomers connected to oligomeric or polymeric molecules 
through β-type bonds (C4→ C8 & C4→ C6) (Figure 9: E, 
F & G).91 However, α-type links also exist (C2-O-C7 or C2-
O-C5).92,93

Proanthocyanidins diversity depends on variations in their 
chemical configuration caused by the number and arran-
gement of the hydroxyl groups in rings A and B (Figure 9: 
B, C & D), types of bonds, degree of polymerization, and 
the presence of additional substituents (eg, gallic acid).92,94

The condensed tannins polymerization level determines 
their bio-availability. According to Santos-Buelga et al.  92, 
tannins with a lower degree of polymerization (ie, dimers, 
and trimers) are more likely to cross the intestinal wall than 
more complex polymers.

Tannins also have antioxidant capacity directly related to 
the hydroxylation pattern. Stabilizing free radicals lies in 
their ability to donate protons derived from hydroxyl groups 
attached to their structure; In other words, the more hy-
droxyl groups coupled to the B ring, the greater their an-
tioxidant capacity. Thus, gallocatechin has a greater an-
tioxidant capacity than catechin.

This chemical trait is limited by the degree of polymeriza-
tion (DP) since there is evidence of an increasing gradient 
from monomers to trimers followed by a clear reduction as 
the DP progresses into higher molecular weights.92  The 
reduction of antioxidant capacity in high molecular weight 
molecules is due to the steric hindrance, which decreases 
the molecule’s ability to react with other compounds.
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Although condensed tannins confer desirable agronomic 
traits such as fungal resistance (in vitro  inhibition of  He-
mileia vastatrix spores germination) and insect protection; 
they also have antinutritional effects since they form com-
plexes with nitrogen-containing compounds (eg, peptides, 
oligopeptides, polypeptides, and proteins) via hydrophilic 
and hy-drophobic interactions producing complexes with a 
greater or lesser hydro-solubility which also tend to precipi-
tate during digestion.87,88,95

The tannin-protein complexes formation occurs due to the 
interaction of phenolic groups, which act as protons donors 
(H+) and proteins’ carbonyl groups which act as recep-
tors.92 For instance, when condensed tannins interact with 
proline-rich salivary enzymes they cause their precipitation, 
which is perceived as astringency in the oral cavity; which 
also increases with tannin DP.86

However, the human diet contains approximately 0.1% of 
condensed tannins and they do not survive in the human 
body for long since they are metabolized both by the tissues 
and the intestinal flora.92

(A) Proanthocyanidins monomeric structure where “n” indicates the degree of polymerization. The letters serve to identify 
mono or heterocyclic phenolic rings.
(B, C, D) Monomeric structure of propelargonidins, procyanidins and prodelfinidins respectively.
(E) β-Procyanidin trimer showing epicatechin-(4β→ 8)-epicatechin-(4β→ 8)-catechin bond type.
(F) B5 procyanidin molecule showing epicatechin-(4β→ 8)-epicatechin bond type.
(G) Procyanidin A2 molecule showing type A epicatechin-(2β→ O→ 7 & 4β→ 8)-epicatechin bonds between epicatechin 
mono-mers.

Figure 9. Condensed tannins’ monomers and oligomers’ chemical configuration.

Tannin-protein complexes not only limit the bio-availability 
and antioxidant action of the phenolic fraction but also cau-
ses the protein fraction denaturation through alterations in 
its secondary and tertiary structure which affects their phy-
siological functions as in the case of enzymes.1

The ability to couple and neutralize enzymes it’s of great 
interest for Phyto-pathologists and Plant breeders since it is 
a mechanism through which plants protect themselves from 
digestive enzymes released by invasive fungi 91; However, 
when condensed tannins of lower molecular weight and 
lower DP (eg, dimers, and trimers) are absorbed through 
the intestinal wall they can form complexes with enzymes 
and other blood proteins (eg, hemoglobin) thus interfering 
with their physiological functions.

As a result, even when the coffee pulp is a good source 
of protein (7.5-15.0%), lipids (2.0-7.0%), and carbohydra-
tes (21-32%)  27,  its use to feed monogastric or polygastric 
animals (ruminants) is contraindicated or should be limi-
ted 86,88 due to the high condense tannins content (~ 30-60% 
of pulp extracted polyphenols depending on the organic sol-
vent) and their antinutritional effects.96
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Coffee antioxidant capacity determination

Coffee phenolic compounds’ antioxidant capacity is measu-
red in vivo or in vitro using the grain’s polyphenolic extract 
instead of individually evaluating each compound.

A good method to assess the antioxidant capacity of given 
compound measures both: the degree of inhibition and 
the time of inhibition of the oxidation rate. Therefore, it is 
challenging to assess polyphenolic compounds’ antioxi-
dant capacity based on the results provided by a single 
approach  97,98  reason why coffee grain extract antioxidant 
capacity is usually measured through a series of methods 
or techniques such as but not limited to:

a) 2,20-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) a 
stable free radical better known as ABTS+ used to measure 
the total antioxidant capacity of a given extract.97,99-101

It is a colorimetric test based on the cation discolora-
tion  102  when interacting with lipophilic or hydrophilic an-
tioxidant compounds.103 Such interactions are based on the 
exchange of electrons through redox reactions 104 and the 
results are usually expressed in equivalent mmol or µmol of 
Trolox per milligram of extract 85,97,99,100,105 or in terms of the 
ability to neutralize free radicals (Formula 1).

b) 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazil (DPPH), and tris(2,4,6-tri-
chloro-3,5-dinitrophenyl) methyl (HNTTM) are usually used 
to discriminate between the proton donation process (H+) 
and the electron transfer mechanism.99

DPPH is a stable free radical that exhibits an intense violet 
coloration when in solution. However, after interacting with 
other free lipophilic antioxidant radicals or compounds, it is 
neutralized by turning it into α,α-diphenyl-β-picrylhydrazine, 
whose color is pale or yellow  106-109, which is considered a 
visible marker of the compound or solution antioxidant ca-
pacity.

The results of this test can be expressed in terms of equi-
valent mmol or µmol of Trolox per milligram of dried ma-
tter,97,105  the ability to neutralize free radicals, or effective 
concentration (EC50).

 

 

The EC50 is expressed in terms of mg ml-1 and is defined 
as the amount of extract required to reduce the initial absor-
bance by 50%.22,109 In other words, the lower the EC50, the 
higher the antioxidant capacity of the extract and vice versa.

However, although ABTS+ and DPPH are typically used, un-
der in vitro conditions, to evaluate the antioxidant capacity 
of many compounds derived from food matrices, the results 
are not easily extrapolated to biological systems since such 
radicals are of a synthetic nature.97,110

In addition, the results obtained by both differ because 
ABTS+ is able to interact with lipophilic and hydrophilic com-
pounds 85; Conversely, DPPH’s capacity is limited to lipophi-
lic compounds. On the other hand, due to ABTS+ tendency 
to interact with any hydroxylated aromatic compound, it’s 

not possible to discriminate between the antioxidant capaci-
ty of polyphenolic compounds per se and that of the Maillard 
reaction derived compounds such as lactones or melanoi-
dins.104,111

Finally, DPPH interacts only with free antioxidant com-
pounds, that is, those that are not coupled to other molecu-
les forming complexes.103 Consequently, antioxidants cou-
pled to other molecules are unable to interact with DPPH. 
Therefore, when working with DPPH the result is to be in-
terpreted as a partial or limited estimate of the sample’s an-
tioxidant capacity.103

c)  β-Carotene/linoleic acid method. When β-Carotene and 
linoleic acid are jointly water-bath incubated (50 °C), the la-
tter releases hydrogen peroxide (H2O2) ions which promote 
the oxidation of the former one.112

However, antioxidants in the coffee extract neutralize the 
free radicals thus preventing the β-Carotene chromopho-
re oxidation 108,112 which otherwise oxidizes and, in the pro-
cess, loses its color.

Consequently, when comparing coffee extracts the one 
which prevents more efficiently the β-Carotene oxidation 
will be the one with the highest antioxidant activity and thus 
it is compared with several synthetic antioxidants used as 
controls or references.

d) Ferric reducing antioxidant power (FRAP). The method 
is based on a single electron transfer and it is designed to 
work with biological samples.103,110 This method indirectly 
estimates a compound’s antioxidant capacity because it 
measures its reducing properties by interacting, in an aci-
dic aqueous solution, with the 2,4,6-tripyridyl ferric triazine 
complex (Fe+3-TPTZ) 97,101,108 breaking the free radical chain 
through the donation of a proton (H+).108

 The result is the reduction of Fe+3-TPTZ into the blue colored 
ferrous tripyridyltriazine complex (Fe+2-TPTZ).101,103,108,112  In 
summary, if the reduction occurs (Fe+3-TPTZ → Fe+2-TPTZ) 
then the compound’s redox capacity is confirmed, which 
qualifies it as a reducing and antioxidant agent due to its 
ability to stabilize free radicals through proton donation 
(H+).108

In addition, the results can be expressed in terms of 
FeSO4  equivalents per gram of coffee extract based on 
dried matter 110 or µmol of vitamin C per milligram of dried 
matter.97

e)  Oxygen radical absorbance capacity (ORAC). It’s a fluo-
rescent method based on the transference of protons (H+) 
and measures a substance’s antioxidant capacity based on 
the neutralization of pyroxy radicals.107,110  The results are 
usually expressed in terms of µmoles of Trolox equivalents 
per gram of coffee extract on a dried matter base.110,113,114
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f)   Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). This 
technique can be used to estimate a sample’s total an-
tioxidant capacity and total phenolic compounds based on 
functional groups’ vibration.105 In addition, this technique re-
quires less time during its implementation than previously 
described approaches.

Conclusions

From a chemical point of view, the coffee drink is a complex 
mixture of organic compounds (eg, caffeine, CAs, melanoi-
dins, diterpene lipids, etc) some of which can exert physio-
logical effects on humans and animals 115; however, the pos-
sibility that these effects are the result of their synergistic or 
antagonistic action cannot be ruled out.

Although its chemical composition includes nutritional com-
pounds, some with bioactive activity, the World Health Or-
ganization (WHO) defines coffee as “a non-dietary compo-
nent”  116; however, it is considered the primary source of 
dietary antioxidants in industrialized countries (eg, ~ 66% 
in Brazil, ~ 64% in Norway, ~ 45% in Spain, ~ 56% in Ja-
pan) 1,34,49,84,117-120 and it is estimated that the daily consump-
tion of 4 to 5 cups of coffee covers ~ 64 to 66% of the an-
tioxidant dietary requirements.69,121

It can be speculated that the chemo-protective effects of 
coffee are partly due to its ability to intracellularly neutralize 
oxidizing agents such as free radicals, many of which are 
positively charged molecules (eg, NO+, NO-, ONOO-, H2O2, 
O2

-, NO, & OH-) in search of electrons to stabilize.

However, the coffee drink antioxidant capacity is the result 
of the synergism between several factors such as the con-
tent of CAs and other phenolic compounds of lower mole-
cular weight, caffeine and melanoidin content, species/va-
rieties, mixtures made before or after roasting & the degree 
of roasting.

The evidence suggests that light and medium roasted 
coffees have a greater antioxidant capacity than black or 
well-roasted coffees. This is attributed to CAs breakdown 
during the grain pyrolysis; As a result, it can be inferred that 
the antioxidant capacity of black or well-roasted coffee is 
attributed to caffeine and melanoidin content whose con-
centration increases as the roasting of the grain progresses.

On the other hand, Robusta coffees have a higher antioxi-
dant capacity than Arabica coffees due to higher CAs con-
tent. Unfortunately, the quality of the coffee cup is negati-
vely affected by the high CAs concentrations, which is why 
Robusta coffees are often rated as inferior, and their price is 
punished in the international market.

In summary, although a higher CAs concentration is nutritio-
nally favorable, a balance should be sought, since in excess 
it not only affects the drink quality but also they are not used 
efficiently due to an oversaturation of the enzymatic trans-
port system in the upper intestinal tract.

This balance can be achieved by controlling the proportions 
between Arabica and Robusta coffees blends before or after 
roasting, the roasting point, and eliminating the poor quality 
beans, that is, the green or immature beans because they 
contain more CAs than the mature ones, the over fermented 

beans and those with black or oxidized cuticle because they 
contain up to 25% more 3-caffeoylquinic acid, 4-caffeoylqui-
nic acid, and 4-feruloylquinic acid compared to good quality 
grains 4 thus causing an increase in the drink acidity.11
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Introducción
El área de estudio se localiza en la zona sur de Hon-

duras, políticamente en los municipios de Choluteca, El 
Corpus, Santa Ana de Yusgüare y Namasigüe, todos ellos, 
ubicados dentro del departamento de Choluteca. Desde el 
punto de vista hídrico, la zona de investigación está den-
tro de la parte alta y media de la Cuenca del Río Sampile, 
específicamente tres microcuencas El Calero, Calderas y 
Santa Isabel.

La Cuenca del Río Sampile, que es vertiente al Océano 
Pacífico, presenta un dinamismo desde su parte alta por 

ser fuente del agua superficial a la ciudad de Choluteca (a 
través del cerro Guanacaure), la parte media – alta con ac-
tividad minera artesanal y la parte baja por tener la agroin-
dustria de caña, melón y sandía.

Geomorfológicamente es una cuenca rodeada por 
montañas, al norte por el Cerro de Piedra, al noreste se 
encuentra el Cerro Calaire, en la parte media de la cuenca 
se encuentra el Cerro Caleros, al este se encuentra la re-
serva forestal Cerro Guanacaure, al noreste encontramos 
el Cerro San Judas que comprende parte del territorio del 
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Levantamiento y evaluación del catastro del recurso hídrico en tres 
microcuencas del Río Sampile
Survey and evaluation of the water resource cadastre in three micro-basins of the Sampile 
River

Kelly Almendares-Rivera1*, Saúl García-Santos2, Tania Peña-Paz2 and Marcio Chirinos-Escobar1

Resumen: Investigación basada en el levantamiento y análisis del catastro de fuentes de abastecimiento de agua para 
consumo humano presentes en tres microcuencas pertenecientes al Río Sampile en la zona sur de Honduras. Esta 
iniciativa nace ante la necesidad de tener en el país, y principalmente en el área de estudio, información hídrica de 
oferta, demanda, su condiciones sociales y ambientales. Para lograrlo, se analizó oferta, usando valores de parámetros 
climáticos, y estudios de descripción física, y para, el análisis de demanda y análisis del contexto social, ambiental 
y del agua, mediante campo, el catastro de fuentes de agua dentro de cada microcuenca en estudio, utilizando una 
ficha de levantamiento de información. Los resultados muestran una oferta hídrica con la valoración de precipitación, 
escorrentía, recarga y evapotranspiración, la demanda actual y futura, carece y proyecta carencia de cobertura en un 
100% a la población, se identificó también, falta de personería jurídica de las juntas administradoras de agua, y amenazas 
como, presencia de ganadería, agricultura y zonas cafetaleras dentro de las microcuencas, zonas con susceptibilidad a 
inundaciones, sequías y deslizamientos, y carencia de análisis de calidad de agua. La investigación es una herramienta 
de gestión integrada de los recursos hídricos.

Palabras clave: Fuentes de agua, catastro, oferta hídrica, abastecimiento, demanda hídrica, dinámica social, dinámica 
ambiental del agua.

Abstract: Research based on the surveying and analyzing the cadaster of water sources available for human consumption 
in three micro-watersheds of the Sampile River, in the southern region of Honduras. This initiative comes from the necessity 
of having available in the country, mainly in the geographical area of study, water information on the offer and the demand, 
as well as the social, environmental and water status. To achieve this objective, the offer was analyzed using climate 
parameters and physical description studies, while the demand and the social, environmental and water context were 
analyzed through field research, using a surveying format to obtain the cadaster of the water sources available in each 
micro-watershed. The results show a water offer that, based on the values of precipitation, runoff, groundwater recharge 
and evapotranspiration, is insufficient to fulfill in one-hundred percent of the demand requirements for the current and future 
population. Additionally, the lack of proper legal status of the water administration councils was identified as well as some 
other essential threats such as the presence of cattle raising, agriculture and coffee farms within the micro watersheds, 
areas vulnerable to flooding, droughts or landslides, or the lack of water quality testing. This research represents an 
important tool for the integrated management of water resources.

Key words: Water sources, cadaster, water offer, supply, water demand, social dynamics, environmental dynamics of 
water.
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municipio de El Corpus y el Cerro Los Coyotes ubicado en 
el Valle de Choluteca.

La geología del área de estudio está representada por 
rocas volcánicas tobáceas, siendo las principales las ignim-
britas dacíticas y riolíticas, siendo las riolíticas las que ma-
yor presencia tienen en la zona, las cuales se encuentran 
compactadas, también, se encontraron tobas ignimbríticas, 
las cuales se muestran alteradas, poco compactas y poro-
sas, con presencia de líticos de pómez, basalto, cuarzo y 
biotita, igualmente en gran parte de la microcuenca El Cale-
ro se encontraron brechas con fragmentos de basalto, poco 
compactadas por lo que casi no presentan fracturas. Ade-
más, se encontraron depósitos aluviales depositados en las 
partes bajas de las microcuencas que se caracterizan por 
ser materiales no consolidado de gravas, arenas gruesas  
y arcillas, producto de la alteración de las rocas piroclásti-
cas, andesitas y granitoides. Algunos depósitos coluviales, 
que se constituyen principalmente de grandes bloques de 
ignimbritas, tobas y andesitas, ocasionalmente bloques de 
granitos, y depósitos residuales, las rocas que han sido al-
teradas y no han sufrido erosión y transporte significativo se 
les conocen como residual, estas han sido alteradas y for-
man conos de deyección, principalmente las ignimbritas, lo 
que ha originado el desarrollo de gruesas capas de material 
alterado, principalmente arcillas, arenas arcillosas y suelos 
limosos. La geología estructural, muestra un sistema de 
fallas, con mayor frecuencia en campo corresponde a NW-
SE a NE-SW, con movimientos lateral derecho, también se 
observa una tendencia oblicua generalmente a la izquierda, 
este sistema es dominante en las diaclasas y fracturas que 
afecta las rocas1-4. En algunos casos se han observado mo-
vimientos amplios que han desarrollado grandes bloques 
basculados, separados por un conjunto paralelo de fractu-
ras con alta rugosidad.

Con base a la información geológica presentada se 
han definido tres unidades hidrogeológicas principales; 
sedimentos no consolidados, rocas porosas y rocas frac-
turadas. Los elementos no consolidados pueden formar 
acuíferos locales o discontinuos, pero solamente de mode-
rada a poco productivos, moderadamente productivos en 
sedimentos del Cuaternario no consolidados de ambiente 
fluvial, las rocas porosas pueden formar acuíferos locales, 
discontinuos o extensivos de moderada a alta productivi-
dad, formando acuíferos confinados a semiconfinados, es-
timando un espesor de aproximadamente 220 m, y para 
el caso de las rocas fracturadas, generalmente este tipo 
de rocas permite el desarrollo de acuíferos menores con 
recursos locales y limitados, presentan baja a nula produc-
tividad5, se ha estimado un espesor de 190 m, en ambien-
tes geológicos similares en Nicaragua, República Checa y 
Bohemia, han demostrados que el fracturamiento de estas 
rocas no supera los 30 m, por lo tanto la zona con mejores 
posibilidades de almacenar y permitir la circulación de agua 
debe de estar en un rango no superior a los 35 m; por lo que 
se identificaron acuíferos libres, fracturados, confinados y 
semiconfinados, asociando principalmente a la granulome-
tría, porosidad y fracturamiento. 

El comportamiento climatológico de la Cuenca del Río 
Sampile está relacionado con fenómenos meteorológicos 
de diferentes escalas que modulan las variables climáticas 
en esta región, asociándose al desplazamiento norte-sur 
de la Zona de Convergencia Intertropical (ZCIT), la convec-
ción y el transporte de humedad desde el Océano Pacífi-
co, ondas tropicales, vaguadas, brisa marina (Monzón) y 
ocasionalmente ciclones tropicales, lo cual genera régimen 
pluviométrico bimodal, presentándose dos estaciones bien 
definidas: una seca que va desde noviembre a abril y otra 
lluviosa desde mayo a octubre, teniendo valores pico, en-
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tre mayo y junio y septiembre y octubre, y con una reduc-
ción de la precipitación entre julio y agosto relacionados a 
la canícula o veranillo, y es en el mes de septiembre que 
se presentan las precipitaciones más intensas, con valores 
promedio que oscilan entre 1666 a 2180 mm anuales. Para 
el caso de la temperatura, los datos reflejan un comporta-
miento anual marcando un ciclo estacional, sin embargo, 
la orografía del territorio hondureño juega un papel impor-
tante, por lo que la temperatura se comporta inversamente 
proporcional a la altura, debido a esto la cuenca alta y me-
dia presenta valores más bajos de temperatura, siendo el 
promedio anual de las temperaturas, valores que oscilan 
alrededor de 25.60°C en las partes altas de la cuenca y 
28.80°C en las partes bajas de la cuenca.

De acuerdo con la caracterización hidrológica la cuen-
ca presenta características morfológicas tales como la 
pendiente media de 18.32%, indicando que se encuentran 
discurriendo sobre una superficie fuertemente accidentada, 
donde el 20% de 370 km² de área de la cuenca se presen-
tan pendientes pronunciadas. De acuerdo con el factor de 
compacidad esta  unidad hidrológica se identifica de forma 
rectangular a oblonga, generando drenaje de baja tenden-
cia a las crecidas, alejándose de la forma circular lo que in-
dica que las crecientes tendrán menor coincidencia debido 
a que los tiempos de concentración serán distintos desde 
diferentes puntos de la cuenca6. Además, sus cauces prin-
cipales se encuentran en su etapa de vejez lo que indica 
poca fuerza de erosión dando lugar a la sedimentación. La 
delimitación de las microcuencas como su hidrografía fue 
en base a los modelos de elevación digital que, debido a 
la resolución de las celdas de información, el producto fi-
nal del modelamiento, requirió correcciones manuales las 
cuales se basaron en información proporcionada por hojas 
cartográficas e imágenes satelitales de la zona de estudio. 

El agua es de suma importancia para el humano, pues 
no solo es vital para el funcionamiento adecuado del orga-
nismo, sino también, está relacionado al desarrollo de las 
poblaciones del mundo7. En Honduras la Ley General de 
Agua vigente, establece que el agua es un recurso funda-
mental para el desarrollo social y económico de la pobla-
ción, por lo tanto, la protección y conservación del recurso 
hídrico son acciones prioritarias del Estado. Toda gestión 
integrada del recurso hídrico en el país debe tener la partici-
pación y responsabilidad de las instancias de gobierno, sus 
organizaciones y el pueblo organizado, por lo tanto, los me-
canismos de administración del agua a nivel local llamadas 
juntas de agua, patronatos u otra, tienen la responsabilidad 
de salvaguardar este recurso8.

Por lo tanto, el estudio tiene por objetivo el levanta-
miento y la evaluación del catastro del recurso hídrico en la 
Cuenca del Río Sampile específicamente en las microcuen-
cas: El Calero, Calderas y Santa Isabel; que involucra un 
censo y muestreo de estas fuentes, un análisis de la oferta, 
demanda, y los aspectos sociales, ambientales y del agua.

Dentro de los principales hallazgos, se puede mencio-
nar que, el porcentaje de recarga hídrica de la precipitación 
anual para las microcuencas en estudio es bajo, y esta es 
adquirida por el sistema a través de fallas identificadas en 
el área, además, que la evapotranspiración es el elemento 
principal en la oferta hídrica, pues es el que presenta un 
mayor porcentaje de pérdida de precipitación. En cuanto 
a la demanda se registraron y analizaron en las tres mi-
crocuencas un total de 64 tomas de agua para consumo 
humano, abasteciendo alrededor de 3275 familias, de las 
fuentes de agua identificadas, 45 son de tipo superficial y 
19 de tipo subterránea (pozos artesanales y perforados), 
resultando que en ese momento no cubría la demanda ac-
tual, y una proyección al futuro de la población, indicaría 
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Figura 2. Mapa del comportamiento climático de las microcuencas de Santa Isabel, Calero y Calderas representando las 
variables de precipitación en mm y temperatura en °C.
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una reducción aun mayor en el abastecimiento. Y de acuer-
do al contexto social, ambiental y del agua analizado, las 
fuentes de agua identificadas son administradas por juntas 
de agua, y aproximadamente la mitad de ellas se encuen-
tran legalizadas, es decir, cuentan con personería jurídica, 
y dentro de las principales amenazas reconocidas están las 
de tipo antropogénico como la agricultura, la ganadería, ca-
fetales y viviendas en la parte alta de las fuentes de agua, 
y las de tipo natural, se identificaron la sequía, derrumbes/
deslizamientos e inundaciones.

Materiales y métodos 

Oferta hídrica
La caracterización climática del área en la que se em-

plaza la Cuenca del Rio Sampile se desarrolló en el año 
2017 con los datos meteorológicos observados en las es-
taciones del Servicio Meteorológico Nacional (SMN) y de la 
secretaria de Recursos Naturales y Ambiente (MiAmbiente) 
que se ubican próximas a la Cuenca en estudio con un pe-
riodo de datos de 1976-2005. 

También se realizó una evaluación de las estaciones 
meteorológicas en la zona de estudio mediante visitas de 
campo para validar las variables de medición y el funciona-
miento de las mismas,  y asíla realización de propuesta de 
una red de estaciones para el seguimiento del monitoreo de 
la zona de estudio con más datos recolectados.

El cálculo considera las estaciones ya existentes en la 

zona y su lámina media de precipitación caída en el área de 
estudio, se calcula para el área el coeficiente de variación 
de las láminas de lluvia en la red existente, mediante la 
expresión9: 

Figura 3. Mapa de distribución de fuentes de agua censadas en las microcuencas del Santa Isabel, Calero y Calderas 
(subterráneas y superficiales), puntos de aforo, delimitación de microcuencas y comportamiento de la elevación en el 
área de estudio.

Cv: Coeficiente de variación de la precipitación en n 
estaciones existentes en porcentaje

El número de pluviógrafos (N) es: 

Siendo es el error admisible en porcentaje, siendo el 
valor para la zona de estudio del 5%.

Debido a la falta de información de datos históricos en 
los causes de las microcuencas se requirió realizar aforos 
puntuales en los puntos de control de cada unidad hidroló-
gica, para determinar el caudal que cada una de las micro-
cuencas percibe en un tiempo específico y comparar dichas 
magnitudes obtenidas en campo con las magnitudes teóri-
cas de caudales producidos por escorrentía a partir de un 
balance hídrico de la zona de estudio. 

Este método consiste en medir en un área transversal 
de la corriente, previamente determinada, las velocidades 
de flujo con las cuales se puede obtener luego el caudal. El 
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molinete tipo pigmeo empleado para el aforo en flujos me-
nores10, posee la ecuación para el cálculo de velocidades: 

Demanda hídrica
La metodología del trabajo realizado consistió en el le-

vantamiento de la información mediante un instrumento de 
encuesta15 la cual fue llenada con la intervención de direc-
tivos de las juntas de agua de cada comunidad como los 
encargados de administrar, operar y realizar el respectivo 
mantenimiento a los sistemas de agua, del mismo modo 
se realizó la verificación in situ de cada fuente y la respecti-
va memoria fotográfica. La encuesta incluye las siguientes 
temáticas: A) Datos generales y georreferenciación de la 
fuente. B) Usos del agua. C) Tiempos de servicio. D) Pa-
rámetros fisicoquímicos del agua. E) Estado actual de los 
sistemas de conducción, distribución y almacenamiento. F) 
Reconocimiento de la problemática. Se evaluaron los datos 
de las poblaciones y se realizó el cálculo de consumo de 
acuerdo con la dotación diaria por persona establecida por 
la Organización Mundial de la Salud (OMS) para satisfacer 
sus necesidades en condiciones óptimas16, realizando una 
evaluación de escenario de crecimiento de la población al 
2040 de acuerdo a las metodologías utilizadas por el Insti-
tuto Nacional de Estadística (INE)17.

Dinámica social
En este apartado se utilizó una descripción del contex-

to social, ambiental y del agua por medio del análisis de la 
información recolectada durante las giras de levantamien-
to de información de las diferentes tomas de agua en las 
microcuencas de Santa Isabel, Calero y Calderas, cabe 
resaltar que para este análisis solamente se consideró lo 
expresado por las personas de la comunidad durante las 
giras. La descripción evalúa la dinámica social-legal que 
comprende a la organización administradora de agua en 
cada comunidad y las zonas de aprovechamiento hídrico 
(zona alrededor de la obra toma), la dinámica ambiental – 
antropogénicas, (evaluación las amenazas en la toma y su 
alrededor) y la dinámica de los recursos hídricos, donde se 
habla un poco del sistema de distribución (cantidad) y la 
calidad del agua.

Tabla 1. Ubicación de estaciones meteorológicas en la zona estudio utilizadas para la caracterización climática y cálculo 
de estaciones adicionales.

Tabla 2. Ubicación de puntos de monitoreo de caudales de los cauces principales de las microcuencas del Santa Isabel, 
Calero y Calderas.

Se realizó el aforo a finales del mes de octubre de 2017 
en los puntos de cierre de cada una de las microcuencas 
para determinar el caudal que fluye a través de las sec-
ciones de  los distintos cauces principales de cada micro-
cuenca.

La metodología empleada para determinar el balance 
hídrico fue el modelo desarrollado por Thornthwaite y Ma-
tter11,12 (Thornthwaite  & Matter, 1955) (Herrera W, 1988), 
el cual involucra los datos de precipitación (PP), precipita-
ción efectiva (Po), cantidad de escorrentía (ESC) en base al 
número de curva que relaciona la precipitación acumulada 
(PPa), la cobertura del suelo, el uso del suelo y las condicio-
nes de humedad13, infiltración (INF), que es el resultado de 
la diferencia entre la precipitación y la escorrentía previa-
mente calculada, evapotranspiración potencial (ETP) men-
sual en la zona de estudio, humedad del suelo disponible 
actual (HA) por mes, la cual está determinada por el factor 
de campo, el punto de marchitez permanente y la profundi-
dad de las raíces cuando los valores de PPa son positivos 
y además por la pérdida potencial acumulada cuando son 
negativos, cambio de humedad en el suelo  mensual (CH) 
que se obtiene de la diferencia de la humedad del suelo 
de un mes a otro. Los valores negativos indican la canti-
dad de agua cedida a las plantas, los positivos muestran 
que el suelo se recarga hasta alcanzar la cantidad máxima 
que puede retener. La Evapotranspiración real es igual a 
la potencial cuando los valores de PPa son positivos y la 
recarga (REC) se refiere a aquella agua que infiltra hacia 
capas inferiores del suelo, cuando  la precipitación excesiva 
origina un aumento progresivo de humedad, la cual rebasa 
la humedad que el suelo puede retener14.
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Resultados

Oferta hídrica
De acuerdo con el  análisis referente a la cantidad óp-

tima de estaciones meteorológicas en función del análisis 
de la precipitación se determinó un numero de catorce (14) 
estaciones adicionales a las existentes describiendo las 
coordenadas y elevaciones de la ubicación en la zona de 
estudio que comprende la Cuenca del Rio Sampile. 

entre julio y octubre se produce una recarga a los cuerpos 
de agua subterráneos equivalente al 8.27% (4,293 mᶾ de 
agua) de la precipitación anual, para la microcuenca de Ca-
lero  dentro de la época lluviosa el 38.76% (20,116 mᶾ de 
agua) de la precipitación anual se convierte en escorrentía, 
el 52.33% (27,166 mᶾ de agua) se evapotranspira, y en el 
periodo comprendido entre julio y octubre se produce una 
recarga a los cuerpos de agua subterráneos equivalente al 
8.92% (4,628 mᶾ de agua) de la precipitación anual y para 
la microcuenca de Calderas dentro de la época lluviosa el 
38.20% (27,544 mᶾ de agua) de la precipitación anual se 
convierte en escorrentía, el 54.22% (39,099 mᶾ de agua) 
se evapotranspira, y en el periodo comprendido entre julio 
y octubre se produce una recarga a los cuerpos de agua 
subterráneos equivalente al 7.58% (5,464 mᶾ de agua) de 
la precipitación anual.

Demanda hídrica
En la microcuenca Santa Isabel se contabilizaron ca-

torce (14) tomas de agua superficiales, las cuales abas-
tecen a cuatro comunidades y ubicadas en la parte me-
dia-alta y alta de la microcuenca. Las tomas subterráneas 
(pozos) suman seis (6), abasteciendo a seis comunidades, 
todas pertenecientes al municipio de Namasigüe; estos po-
zos alcanzan profundidades de entre los 24-36 metros y 
su nivel freático entre los 5 – 17 metros, ubicados en la 
parte baja de la microcuenca. Un total aproximado de 665 
familias abonadas, es decir conectadas al sistema formal-
mente (3,719 personas) que están siendo beneficiadas por 
estos sistemas de distribución de agua, teniendo una ma-
yor demanda las fuentes de San Rafael (138 abonados) y 
las dos de San Agustín  (225 abonados). Importante men-
cionar, que todas las fuentes superficiales poseen tanques 
de almacenamiento que van desde 4,000 – 15,000 galones, 
los cuales la mayoría requiere mejoras considerables. La 
demanda actual con una dotación de 100 litros por persona 
por día (l/p/d) y en relación con la disponibilidad del agua 
(Disponibilidad en tanque) no es cubierta en la mayoría de 
las comunidades, que en promedio es el 74% de la pobla-
ción. Con un escenario de crecimiento de la población al 
2040  se prevee reducirá al menos al 50% de la población 
según la disponibilidad almacenada. En cuanto a la deman-
da agrícola, la comunidad censada que cuenta con una 
mayor área cultivada es San Rafael con 35 Mz de maíz y 
frijoles con muy escasos sistemas de riego.

La demanda de agua en la microcuenca Calero en ge-
neral se tiene para uso agrícola y consumo humano, con un 
total de veintinueve (29) tomas de agua (entre superficiales 
y subterráneas) identificadas como fuentes formales (Jun-
tas de Agua), teniendo siempre la incertidumbre de tener 
fuentes de agua no registradas y de uso individual en el 
área de la microcuenca. En este sentido, las tomas de agua 
superficiales contabilizadas son dieciocho (18), las cuales 
abastecen a 8 comunidades incluyendo el casco urbano del 
municipio de Santa Ana de Yusguare, ubicadas en la parte 
media-alta y alta de la microcuenca, las tomas subterrá-
neas (pozos) suman once, abasteciendo a 7 comunidades 
en donde se encuentran dos barrios o sectores del casco 
urbano de Santa de Yusguare; estos pozos alcanzan pro-
fundidades entre los 3-86 metros y su nivel freático entre 
los 1 – 36 metros, ubicados en la parte media-baja y baja 
de la microcuenca. La población que se abastece hace un 
total aproximado de 2,037 familias abonadas, es decir co-
nectadas al sistema formalmente (10,271 personas benefi-
ciadas). De estas, las que tienen mayor demanda serían las 

Tabla 3. Ubicación de estaciones adicionales para el área 
de estudio calculadas a partir de las estaciones meteoroló-
gicas existentes en la zona de estudio.

Los caudales calculados para las microcuencas de 
Santa Isabel, Calero y Calderas presentan los valores de 
880.46 lts/seg, 1063.71 lts/seg y 1512.27 lts/seg respecti-
vamente teniendo en cuenta que estos fueron tomados en 
uno de los picos lluviosos de la región por lo que estaría-
mos midiendo valores máximos en cada una de las micro-
cuencas.

En cuanto a la oferta y disponibilidad del recurso hídri-
co,  la microcuenca de Santa Isabel presenta un periodo de 
no lluvia (noviembre y abril), donde se percibe aproxima-
damente el 8.64% (4,487 mᶾ de agua) de la precipitación 
anual, en contraste al 91.36% (47,439 mᶾ de agua), 8.35% 
(4,336 mᶾ de agua) de la precipitación anual, en contraste 
al 91.65% (47,577 mᶾ de agua) de la época lluviosa para la 
microcuenca de Calero  y de 8.60% (6,199.00 mᶾ de agua) 
de la precipitación anual, en contraste al 91.40% (65,909.00 
mᶾ de agua)  en la microcuenca de Calderas, donde se pre-
senta una tendencia bimodal en la precipitación presentan-
do el primer pico entre mayo y junio, y el segundo en el mes 
de septiembre, alcanzando valores medios de precipitación 
de hasta 305.45 mm, 316.63 mm y 480.87 mm respecti-
vamente para el caso de la microcuenca Santa Isabel, de 
hasta 303.05 mm, 308.05 mm y 476.70 mm para Calero 
y 292.03 mm, 294.95 mm y 451.59 mm para Calderas. 
Para la microcuenca de Santa Isabel dentro de la época 
lluviosa el 40.44% (20,996 mᶾ de agua) de la precipitación 
anual se convierte en escorrentía, el 49.46% (25,684 mᶾ 
de agua) se evapotranspira, y en el periodo comprendido 
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Tabla 4. Balance hídrico de la microcuenca de Santa Isabel donde PP: precipitación, ESC: escorrentía, INF: infiltración, 
ETR: evapotranspiración real y REC: recarga.

Tabla 5. Balance hídrico de la microcuenca de Calero donde PP: precipitación, ESC: escorrentía, INF: infiltración, ETR: 
evapotranspiración real y REC: recarga.

Tabla 6. Balance hídrico de la microcuenca de Calderas donde PP: precipitación, ESC: escorrentía, INF: infiltración, 
ETR: evapotranspiración real y REC: recarga.

Figura 4. Gráfico del comportamiento del balance hídrico en el área de estudio, A: microcuenca Santa Isabel, B: micro-
cuenca Calero y C: microcuenca Calderas.
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fuentes de Barrio los Mangos en Santa Ana de Yusguare 
(650 abonados) y la del Puente (520 abonados). Todas las 
fuentes superficiales poseen tanques de almacenamiento 
que van desde 1,500 – 20,000 galones, los cuales la ma-
yoría requiere mejoras considerables. La demanda actual 
con una dotación de 100 l/p/d y en relación con la disponi-
bilidad del agua (Disponibilidad en tanque) no es cubierta 
en la mayoría de las comunidades, que en promedio es el 
62% de la población. Con un escenario de crecimiento de 
la población al 2040  se prevee reducirá al menos al 69% 
de la población según la disponibilidad almacenada. En la 
demanda para uso agrícola, la comunidad censada que 
cuenta con una mayor área cultivada es El Puente con 150 
Mz de ocra, la cual cuenta con riego por goteo.

La demanda de agua en la microcuenca Calderas 
cuenta con un total de quince (15) tomas de agua (entre 
superficiales y subterráneas), las tomas de agua superficial 
contabilizadas son trece, las cuales abastecen a cinco (5) 
aldeas del municipio de El Corpus, ubicadas en la parte 
alta de la microcuenca. Las tomas subterráneas (pozos) 
suman dos, abasteciendo una de ellas a la comunidad de 
San Isidro en El Corpus, y la otra a la comunidad de Pueblo 
Nuevo en el municipio de Santa Ana de Yusguare, estos 
pozos alcanzan profundidades entre los 7-79 metros y su 
nivel freático entre los 2 – 5 metros, ubicados entre la parte 
media-baja y baja de la microcuenca. La población que se 
abastece hace un total aproximado de 573 familias abo-
nadas, es decir conectadas al sistema formalmente (3,087 
personas beneficiadas aproximadamente). De estas las co-
munidades que tienen mayor demanda son las fuentes de 
San Juan Abajo (130 abonados) y la de Barrio Nuevo (120 
abonados), ambas del municipio de El Corpus. Todas las 
fuentes superficiales poseen tanques de almacenamiento 
que van desde 1,500 – 56,000 galones, los cuales la mayo-
ría requiere mejoras considerables. La demanda actual con 
una dotación de 100 l/p/d y en relación con la disponibilidad 
del agua (Disponibilidad en tanque) no es cubierta en la 
mayoría de las comunidades, que en promedio es el 56% 
de la población. Con un escenario de crecimiento población 
al 2040 se prevee reducirá al menos al 67% de la pobla-
ción según la disponibilidad almacenada. En cuanto a la 
demanda agrícola, la comunidad censada que cuenta con 
una mayor área cultivada es Pueblo Nuevo con 1,000 Mz 
de melón y 150 Mz de caña.

Dinámica social y ambiental
En el tema de organización de las nueve comunidades 

de la microcuenca Santa Isabel ocho de las nueve están 
legalizadas, además, mencionar que seis comunidades 
son dueños del terreno donde está la toma de agua. En 
la microcuenca de Calero, once de las doce comunidades 
están constituidas como juntas de agua y otra es manejada 
por autoridades municipales, de las doce, solamente cua-
tro están legalizadas y siete de las doce comunidades son 
dueños del terreno donde está la toma de agua y para la 
microcuenca de Calderas de las doce comunidades, once 
son administradas a través de  juntas de agua y una es de 
la alcaldía municipal, solamente cuatro están legalizadas y 
siete comunidades son dueños del terreno donde está la 
toma de agua.

En general las amenazas que se presentan en la zona  
de recarga hídrica de las tres microcuencas son la agricul-
tura, ganadería, la actividad cafetalera, presencia de vivien-
das y actividades mineras (en la microcuenca Calderas), y 
en cuanto a las naturales las amenazas son las inundacio-

nes cuando hay lluvias intensas, sequía (disminución del 
caudal) en la época de no lluvia y deslizamiento/derrumbes.

La infraestructura hídrica (obras de captación, líneas 
de conducción, almacenamiento y red de distribución) to-
das las comunidades de Santa Isabel cuentan con todo el 
esquema, reportándose comunidades con disminución en 
la cantidad del agua en verano. En el caso de las Micro-
cuencas de Calero y Calderas sólo seis y ocho comunida-
des respectivamente cuentan con el esquema completo de 
infraestructura quedando a una mayor vulnerabilidad en el 
tema de aprovechamiento del recurso hídrico.

Discusión
Este estudio muestra que la oferta pluviométrica es 

alta, con valores aproximados de los 1400mm anual, pues 
la Región Centroamericana es privilegiada por la disponibi-
lidad debido a las cantidades de lluvia que caen en la zona, 
ya que tiene una influencia directa de las dos vertientes Pa-
cífico y el Atlántico, además, por su cercanía a la línea del 
ecuador su clima es considerado Tropical18, sin embargo, 
debido a la presencia de zonas agrícolas y ganaderas, ge-
nera poca cobertura boscosa, provocando que, la recarga 
en sistemas acuíferos sea baja, observándose en la oferta 
hídrica un mayor porcentaje de precipitación que se evapo-
transpira y escurre, y si se analiza ese comportamiento en 
las tres microcuencas en estudio, la que presenta un mayor 
porcentaje de recarga es la del Calero, la de mayor porcen-
taje de escurrimiento es la microcuenca de Santa Isabel y 
la que presenta mayor evapotranspiración es en Calderas.

En cuanto a la demanda hídrica, es de reconocer que 
el crecimiento poblacional en los últimos años ha genera-
do problemas ambientales, siendo uno de ellos la escasez 
de agua, la cual es asociada por un limitado abastecimien-
to19, 20, y esa realidad se ve reflejada en la zona de estudio, 
pues de acuerdo al total de fuentes de agua que se evi-
denciaron y a la población total que se abastece de ellas, 
que es aproximadamente 3275 familias distribuidas en 35 
comunidades, la cobertura en términos de abastecimiento 
es limitada, para el caso de cada microcuenca, es la micro-
cuenca de Caldera la que presenta mayor abastecimiento, 
con un 44% de población abastecida, seguido de Calero 
con 38% y Santa Isabel con un 26%, lo que muestra clara-
mente que hay un déficit de abastecimiento de agua para 
consumo en la zona de estudio, esto, de acuerdo a la oferta 
hídrica presentada, y, además, a que la infraestructura de 
almacenamiento presente en las comunidades de las tres 
microcuencas en estudio, es insuficiente.

Además, es importante mencionar que, en temas de 
gestión integrada de los recursos hídricos, las juntas de 
agua, que son las instancias de administración del agua a 
nivel de comunidades, deben estar debidamente legaliza-
das, es decir, contar con la personería jurídica, la cual es la 
herramienta legal, que permite a las comunidades acceder 
a la adquisición de terrenos en busca de acciones de pro-
tección y conservación de las fuentes de agua, y también, 
les aprueba a tener una representación oficial ante el Ente 
Regulador de Servicios de Agua Potable y Saneamiento 
(ERSAPS) y otras instancias institucionales del país, y con 
ello también a tener acceso a ayudas del estado y otras 
instituciones del país21, 22, para el caso del área de estudio 
los resultados reflejan un bajo porcentaje de juntas de agua 
legalizadas, siendo las de la microcuenca de San Isabel la 
que presenta un mayor porcentaje de legalización, segui-
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das, las juntas de Calderas y con un porcentaje más bajo 
las de Calero, los porcentajes bajos, son atribuidos a que, 
la población desconoce los beneficios de obtener la perso-
nería jurídica, en otras ocasiones hay temor y tratan de ser 
cuidadosos en someterse a este tipo de trámites, y en algu-
nos casos, no tienen el apoyo institucional adecuado, que 
los oriente o dé apoyo técnico requerido en la inscripción23. 
Adicionalmente, a esta deficiencia de gobernanza local, se 
observó la evidente problemática de sequía pluviométrica y 
deslizamientos por lluvias intensas, y a la presencia de gru-
pos de agricultores, cafetaleros y ganaderos dentro de las 
microcuencas, provoca que la gestión integrada del recurso 
hídrico en la zona sea limitada.

En general, esta investigación es una herramienta para 
diferentes instancias de gobierno y no gubernamentales, 
que tengan relación e influencia en la Cuenca del Río Sam-
pile, y específicamente en las tres microcuencas en estu-
dio, para establecer acciones que vayan encaminadas a 
fortalecer la gestión del recurso hídrico en la zona.

Conclusiones
El comportamiento hidrológico de las tres (3) micro-

cuencas de Santa Isabel, El Calero y Calderas, es similar, 
con diferencias mínimas en sus magnitudes tanto en preci-
pitación, escorrentía, infiltración y evapotranspiración, con 
una tendencia bimodal en la precipitación presentándose el 
primer pico entre los meses de mayo y junio y el segundo 
pico en el mes de septiembre, donde en dicha temporada 
se da la recarga de los cuerpos subterráneos, producién-
dose una recarga de aproximadamente el 9% de la preci-
pitación anual que adquiere el sistema, donde el 40% de la 
precipitación anual escurre sobre la superficie y el 51% de 
la precipitación se evapotranspira.

Se inventariaron en las tres microcuencas un total de 
64 tomas de agua para consumo humano, de las cuales 
45 son de tipo superficial y 19 de tipo subterránea (pozos 
artesanales y perforados), teniendo para la microcuenca de 
Santa Isabel 20 tomas (14 superficiales y 6 subterráneas), 
para microcuenca El Calero 29 tomas (18 superficiales y 11 
subterráneas) y para Calderas 15 tomas (13 superficiales y 
2 subterráneas).

Para la microcuenca Santa Isabel el 89% de las juntas 
de agua están legalizadas, de ellas el 67% cuentan con 
título de propiedad de al menos el lugar donde se encuentra 
la fuente de agua, para El Calero 20% de las juntas de agua 
están legalizadas, de ellas 50% cuentan con título de pro-
piedad de al menos el lugar donde se encuentra la fuente 
de agua, y para Calderas 36% de las juntas de agua es-
tán legalizadas de ellas 64% cuentan con título de propie-
dad de al menos el lugar donde se encuentra la fuente de 
agua. Las principales amenazas identificadas son de tipo 
antropogénico siendo la agricultura, la ganadería, cafetales 
y viviendas en la parte alta de las tomas, y así mismo se 
identificaron las de tipo natural como la sequía, derrumbes/
deslizamientos e inundaciones.
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Cada día es evidente como un recurso natural tan im-
prescindible para el desarrollo de la vida, como es el agua, 
se ve amenazado por diversos factores de contaminación; 
debido a diferentes procesos industriales necesarios para 
atender sus demandas (industria textil, alimenticia y cosmé-
tica)1. Tal es el caso de la contaminación causada por los 
colorantes de tipo azoico, que son compuestos químicos 
nitrogenados, y que se caracterizan por la presencia de un 
grupo azo (-N=N-) en la molécula que une, al menos, dos 
anillos aromáticos. Son utilizados ampliamente en la indus-
tria textil ya que proporcionan una coloracion intensa a las 
telas, algunos de ellos son mencionaodos en la figura 1 (con 
su estructura química)2. Estos colorantes presentan como 
principal consecuencia la contaminación de agua obstaculi-
zando el paso de la luz, provocando que organismos autó-
trofos no produzcan su alimento y de esta manera interrum-
pan la cadena trófica en ecosistemas acuaticos. Adicionado 
a esto, se aumenta la posibilidad de indicios de toxicidad ya 
que los colorantes azoicos pueden ser cancerígenos debi-
do a su producto desdoblado: la bencidina. Esta sustancia 
induce varios tumores humanos y animales, asimismo, la 
reducción de la bencidina produce aminas aromáticas que 
afectan la salud humana, causando alergias y en animales 
de laboratorio se han observado efectos negativos en el 
hígado, riñones, sistemas inmunitario y nervioso3,4.

Debido a esta problematica, proponemos en esta co-
municación: el uso de una técnica de remediación deno-
minada adsorción, que consiste en la acumulación de las 
partículas de un soluto en dilución o de un gas en la su-
perficie de un material solido; y que se ha convertido en 
una alternativa para la eliminación de colorantes en fuen-
tes de agua, debido a su flexibilidad, simplicidad, rapidez 
y eficacia5. Para hacer uso de la adsorción como técnica 
de descontaminación de aguas por colorantes azoicos, re-
comendamos la utilización de los Hidróxidos Dobles Lami-
nares (HDL) conocidos comúnmente como materiales tipo 
Hidrotalcitas (HT) (figura 2). Estos compuestos estan basa-
dos en una estructura laminar del mineral brucita (Mg(OH)2) 
en donde el Mg2+ está coordinado octaédricamente con los 
iones hidroxilos (OH-), en estos compuestos el catión di-
valente (Mg2+) es sustituido isomórficamente por un catión 
trivalente (Al3+), provocando un exceso de carga positiva 
en las láminas, que luego es compensada con aniones hi-

dratados en el espacio interlaminar y la estructura de estos 
compuestos es muy variable6. 

A continuación en la tabla 1, resumimos los estudios 
más recientes encontrados en la literatura donde los au-
tores han evidenciado la eficacia adsorbente de los colo-
rantes azoicos mediante el uso de los HDL, estos estudios 
fueron realizados en condiciones de laboratorio. 

Como podemos observar en la tabla 1, los HDL tienen 
gran capacidad de adsorción por arriba del 90%. Claramen-
te, los resultados de adsorcion se veran influenciados por el 
tipo de HDL utilizado, y esto podría deberse a la modifica-
ción de la composición laminar que afecta a las propieda-
des básicas como son: intercambio aniónico y potencial Z, 
que influirán probablemente en la interrelación del complejo 
formado. Para ello es importante estudiar más a fondo la 
interacción HDL-contaminate.

El agua es un recurso indefectible para realizar diver-
sas actividades industriales, teniendo como resultado un 
gran problema de contaminación, misma que se incremen-
ta día con día y que genera grandes volúmenes de agua 
residual que requieren ser tratados antes de su disposición 
final, siendo los HDL una gran alternativa para tal fin. En 
vista a lo anteriormente expuesto, concluimos que el uso de 
los HDL evidencidos en la literatura presentan muy buenos 
resultados como material adsorbente, debido a su eleva-
do porcentaje de adsorción, al tiempo relativamente bajo 
en realizar el proceso y a la inocuidad con el ambiente del 
complejo contaminante-HDL formado, logrando una consi-
derable reducción de colorantes de tipo azoico, generando 
una respuesta sencilla y económica en comparación con 
otras técnicas de remediación, esto debido a su elevada 
versatilidad y elevada capacidad de incorporar diferentes 
cationes tri y tetravalentes en sus laminas, así como la mo-
dificación de sus aniones hidratados en el espacio interla-
minar. Se recomiendan más estudios en los que se utilicen 
HDL con combinaciones terciaria y cuaternarias de metales 
en sus laminas y más diversidad de aniones en el espacio 
interlaminar que evidencien la capacidad de adsorción y la 
mejora de los parametros en el proceso, ademas de poner 
interés particular en el mecanismo de adsorción de estos 
contaminantes en los HDL para el tratamiento de la descon-
taminación de las aguas.
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Figura 1. Algunos 
ejemplos de colo-
rantes azoicos: a) 
(a) Naranja reac-
tivo 107, (b) Ama-
rillo reactivo 145, 
(c) Naranja reacti-
vo 122, (d) Negro 
reactivo 52.

Tabla 1. Reporte de estudios sobre el uso de HDL como material absorbente.
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Abstract: Emergency services worldwide have been exceeded in their capacities due to the SARS-CoV-2 pandemic, a 
generalized situation in countries with robust health systems and aggravated in lagging countries. As a result, focused 
computer solutions have been developed for self-diagnosis, triage, and follow-up of suspected and confirmed patients of 
SARS-CoV-2. But as it is a new disease, the symptoms evolve in a short time and the diagnostic protocols must be updated. 
The applications that integrate algorithms in their code to help sanitary processes need to be modified, recompiled, and 
published integrating these changes. This article presents a solution through the implementation of a neural network that 
only requires updating an external file without the need to modify whole applications.
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Introduction
In December 2019, the novel SARS-CoV-2 coronavirus 

was identified as the cause of the COVID-19 pandemic1. 
Early symptom overlaps with other conditions such as the 
common cold and influenza, making early detection and 
diagnosis crucial for healthcare professionals. This is an 
acute respiratory tract disease whose management proto-
cols are continuously evolving because it is caused by an 
unknown virus. It is difficult for medical personnel to keep 
up to date with management protocols, and the difficulty 
is even more significant when faced with the saturation of 
health care centers and, in addition to this, the overwork, 
which generates a high level of complexity in the treatment 
of patients2,3.  

Nowadays, cloud-based technologies and the broad 
access to services based on the Infrastructure as a Servi-
ce (IaaS) paradigm is the norm, generating a tendency to 
virtualize services with computational capacity in the form 
of Virtual Machines (VM), using elastic power in terms of 
resources in the deployment of IT solutions; allowing to de-
liver and distribute to many users in a short time multiple 
software solutions for specific purposes4. These technolo-
gies were leveraged by the National Autonomous University 
of Honduras (UNAH) to develop a protocol for managing 
suspected and confirmed SARS-CoV-2 patients, which was 
subsequently integrated into a Doctor application 1847, 
which is currently available in Android and iOS-based devi-
ce stores. This application is intended for use by the public 
and healthcare personnel at different levels.

The difficulty of software solutions-oriented to be used 
in the diagnosis of SARS-CoV-2 infection is that typically 
the patient evaluation forms need to be updated very often, 
which implies modifying the applications on mobile devices. 
This is laborious for developers and users who do not have 
broadband access to mobile or fixed Internet, a common si-

tuation in the Latin American region. In many countries, the 
digital divide resists closing, while in others, it is increasing, 
complicating the deployment of applications that need to 
operate offline without the possibility of frequent updates5.

To provide a helpful solution with the ability to combine 
the growing facilities of the cloud with a focus on changing 
protocols and the difficulty of broadband access, a neural 
network has been devised. These are defined as a series of 
algorithms that strive to recognize the underlying relations-
hips in a set of data through a process that mimics the way 
the human brain works. In this sense, neural networks refer 
to systems of neurons, whether organic or artificial.

This article aims to show the benefits of using techno-
logies related to neural networks in healthcare processes 
when testing an application during a pandemic emergen-
cy. Highlighting the ability of neural solutions to adapt to 
change faster than a human being. This article presents the 
organization of the source code, its logic and integration, 
and the details of its development so that it can be used by 
developers working to integrate management protocols into 
software solutions.

Materials and methods 
The entire world has faced an unprecedented crisis due 

to the COVID pandemic. Multiple institutions have made the 
necessary resources available to deal with the health emer-
gency and fully recover regular activity to face the changes 
caused by the pandemic. One of the main challenges in this 
regard is to stop the chains of contagion that may arise once 
mobility has been recovered and work, educational and 
commercial activity is reactivated. Artificial intelligence and 
neural networks have been used in various ways in softwa-
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re solutions to support the treatment of SARS-CoV-2. When 
writing, the most widely used use is for biomedical image 
analysis. Its applications have been grouped as follows:

·          Digital tracking: They are based on techniques 
that use some form of passive or active surveillance. One of 
the studies presents the development of a method to guide 
people to protect themselves from someone who has high 
exposure to the virus or has symptoms of SARS-CoV-2. For 
this, different models of deep convolutional neural networks 
have been implemented by using an intelligent monitoring 
system (using cameras with certain specific capabilities), 
which become a complementary tool to be installed in diffe-
rent places so that people can automatically adopt biosecu-
rity guidelines6.

Also, there is research related to the development of 
methodologies to predict the evolution over time of the num-
ber of individuals infected with SARS-CoV-2 in a country.  
Specifically, one is based on the synergy of explicit mathe-
matical formulas and deep learning networks, which produ-
ce algorithms whose input is only the existing data in the 
country through the cumulative number of individuals repor-
ted to be infected. The analytical formulas involve several 
constant parameters, which were determined from the avai-
lable data using an error minimization algorithm.

·          Biomedical imaging: In one study, the use 
of models based on previously trained convolutional neural 
networks has been proposed for the detection of pneumonia 
in coronavirus-infected patients using thorax tomography, 
using three different binary classifications with four classes 
(COVID-19, normal (healthy), viral pneumonia and bacterial 
pneumonia). By using cross-validation, the performance re-
sults provided a very accurate classification of the patients, 
higher than 96% of efficiency7.

On the other hand, another article makes use of logistic 
regression with the before mentioned convolutional neural 
networks; this model uses a public repository of X-ray ima-
ges of various patients. The results obtained for sensitivity 
and accuracy exceed 92% of efficiency8.

·          Clinical data: These use medical data to diag-
nose, usually using some protocol. An article published by 
Banerjee9 describes the use of machine learning in conjunc-
tion with simple statistical tests to identify SARS-CoV-2 po-
sitive patients using data from complete blood counts, but 
without knowledge of the individual's symptoms or medical 
history.

Another article is based on the fact that data analysis 
using machine learning accelerates optimized solutions in 
clinical healthcare systems. These essentially offer the effi-

cient predictive capability and are a diagnostic alternative. 
Due to the prevalence of the spread of COVID-19, an urgent 
need has arisen in the healthcare industry to find a new 
drug to suppress the pandemic outbreak. A deep neural 
network model is presented that accurately considers the 
protein-ligand interactions of different medications. The res-
ponse of protein-ligand interactions is detected to find the 
exchange that effectively fights the SARS-CoV-2 virus; this 
study uses the genomic sequences of patients that have 
been submitted to the GISAID database10.

The algorithm developed is from the group of solutions 
that operates with clinical data since it is intended to auto-
mate triage and can be integrated into any application that 
requires making decisions based on data. The tools used to 
develop the source code and training data of the decision 
tree of the neural network are described next. Notepad++ 
v7.8.5 editor was used for coding11 and Python v3.7 pro-
gramming language12. The development libraries were as 
follows: 

·          TensorFlow: is a free, open-source software 
library for data flow and differentiable programming in va-
rious tasks. It is a symbolic mathematical library and is also 
used for machine learning applications such as neural ne-
tworks, uses Apache 2.0 license, and is under the auspices 
of Google Research13-15.

·          NumPy: is a library for the Python programming 
language, which adds support for arrays and multidimen-
sional arrays, along with a collection of high-level mathe-
matical functions for operating on these arrays. NumPy's 
ancestor, Numeric, was created by Jim Hugunin with contri-
butions from several other developers and is offered under 
the BSD license16-18.

·          Pandas: It is a software library for the Python 
programming language for data manipulation and analysis; 
it offers data structures and operations to manipulate nu-
merical tables and time series. It supports importing data 
from various file formats such as comma-separated-values, 
JSON, and SQL, among others. Data manipulations that 
can be performed include merging, reshaping, selecting, 
as well as cleaning functions. It is released under the BSD 
license19-21.

The general methodology has been used to encode the 
algorithm22. For the development of the neural network, the-
re was a questionnaire made up of binary questions with a 
series of symptoms where each affirmative answer has a 
weight or score so that the most severe conditions increase 
an index that serves as a value that triggers the actions to 
be taken by the patient or health personnel. The structure 
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Figure 1. The questionnaire structure, the number of questions, and answers are expected to be altered as SARS-CoV-2 
management protocols evolve.



3

of this questionnaire and its handling is detailed in Figure 1. 
The baseline questionnaire was developed by the Univer-
sidad Latina de Costa Rica by the COVID-19 Prevention 
Commission23 based on the guidelines of the Department 
of Health of Philippines24, expanded by internists from the 
Facultad de Ciencias Medicas25 and Secretaria de Salud de 
Honduras26, according to clinical experience. 

For the training of the neural network, a comma-sepa-
rated file was used with the answers to the different ques-
tions and their resulting index (sample and known data) so 
that each line represents a training element. The questions 
used on this occasion and their weights are described in Ta-
ble 1, it is very likely that as the knowledge of SARS-CoV-2 
infection expands, the questions are shown as well as the 
associated weights will vary. This file should be in the same 
folder where the source code is located.

To train the neural network, the source code is execu-
ted with the interpreter, which will start the training process. 
The user can adjust the internal parameters of the program 
in terms of execution values according to his needs, consi-

dering that a neural network is a mathematical function that 
takes one variable and returns another, where both are con-
sidered vectors. The structure of a simple neural network is 
shown in Figure 2.

The connections between each neuron have a wei-
ght-adjusted by an iterative training process. Generally, 
there is a layer of weights between the input and output 
called the hidden layer. Additionally, the hyperparameters 
are variables that are defined before the training of the neu-
ral network; the way the network will be trained is defined 
by the number of hidden layers and the learning rate, while 
the structure is determined by the learning rate (which takes 
values from 0 to 1) and the decay gradient that is linked to a 
defined optimization function.

The learning rate is the speed at which the model lear-
ns, which is linked to additional parameters that serve to 
refine the error distribution; this helps to update the weights 
of the connections between neurons each time the training 
is executed. Depending on the optimization algorithm, a de-
cay of the learning rate may occur, varying during exercise; 

Use of neural networks for triage of SARS-CoV-2

Figure 2. Structure of a basic neural network. The arrows indicate the connection of neurons.

Table 1. Questionnaire for triage of the patient suspected of SARS-CoV-2 infection.
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in other cases, it remains constant in each of the epochs 
(or training iterations). The important thing is to achieve that 
the learning rate has convergent values; this is the property 
of finite functions to get closer and closer to a limit when a 
variable of a function varies in terms of a series; this gives 
rise to the existence of the decay, to adjust the weights dy-
namically during training.

The neural network proposed in this paper uses the 
Adam (Adaptive moment optimization) optimizer27, this al-
gorithm implements a method that calculates individual 
adaptive learning rates for different parameters from esti-
mates of the first and second moments of the gradients. 
This optimizer was chosen because it is simple to imple-
ment, is computationally efficient, has low memory require-
ments, and is suitable for problems that are large in terms of 
data. It is also ideal for non-stationary situations and issues 
with very noisy or sparse gradients.

Upon completion of the neural network training, several 
resulting files are obtained, which are described in Table 2. 
These files contain the variables, operations, network de-
sign and parameter values. The purpose of these files is 
to continue the evolution of the network by having a more 
significant number of data and parameters, including the 
possibility of implementing the training in a production appli-
cation.

To evaluate the validity of our algorithm, different ma-
thematical methods will be used. In the field of artificial inte-
lligence and especially in the problem of statistical classifi-
cation, a confusion matrix is a tool that allows visualizing the 
performance of an algorithm used in supervised learning. 
The benefit of a confusion matrix is to make it easy to see if 
the system is confusing classes28. The ROC (Receiver Ope-
rator Characteristic) curve is a graph used to show the diag-
nostic capabilities of binary classifiers. It was first used in 
signal detection theory but is now used in many other areas 
such as medicine, radiology, natural hazards, and machine 
learning.

It is constructed by plotting the actual positive rate 
(TPR) against the false positive rate (FPR). The true po-
sitive rate is the proportion of observations that were co-
rrectly predicted as positive out of all positive observations, 
known as true positive (TP) and false negative (FN) derived 
from (TP / (TP + FN)). Similarly, the false positive rate is 
the proportion of observations that are incorrectly predicted 
as positive out of all negative comments as known as false 
positive (FP) and true negative (TN) derived from (FP / (TN 
+ FP)). For example, in medical tests, the actual positive 
rate is the rate at which people are correctly identified to test 
positive for the disease in question29.

Results
The results are presented as a comparison of the sta-

ff's diagnoses against what was obtained by the algorithm. 
This is to make evident the advantages of both diagnostic 
mechanisms.

Confusion Matrix
To verify that the classification algorithm has a perfor-

mance that allows it to be used with sufficient confidence to 
aid in the triage of SARS-CoV-2 suspects, a tool is known 
as a confusion matrix was used22. This is a technique for 
summarizing the performance of a classification algorithm; 
by calculating it, you can get a better idea of what is doing 
well and what types of errors are being made. It is important 
to note that the classification accuracy variable alone can 
be misleading if you have an unequal number of observa-
tions in each class.

By performing clinical auscultation based on the expe-
rience and memory of healthcare personnel in triage, taking 
a sample of 3256 people, of which 2241 were classified 
as not having the disease (true negatives (TN)), 670 were 
positive at the clinical level but were classified as negative 
(false negatives (FN)), 339 identified as positive (true posi-
tives (TP)) and of these 6 were negative at the clinical level 
but were erroneously classified as positive (false positives 
(FP)). The true positives were confirmed with laboratory 
analysis.  

The data above showed an actual positive rate of 
0.983, which indicates the ability of the algorithm used to 
correctly detect the disease; this is known as sensitivity. The 
actual negative rate is 0.770, which describes the ability to 
accurately identify healthy patients, called specificity. The 
false-positive rate is 0.230, and the false-negative rate is 
0.017. The accuracy of this classification is 0.792. The spe-
cificity of this classification was 0.770.

By using the questionnaire together with the neural ne-
twork, we proceeded to implement it to take a sample of 128 
people independent to avoid data bias. They used the im-
plementation of this neural network on a mobile application 
called Doctor 184730. They were followed up for a month and 
a half until they had a valid clinical test to confirm the patho-
logy under study. Of these samples, 44 people did not have 
the disease, and the algorithm classified them as negative 
(true negative), six were positive at the clinical level, and the 
algorithm classified them as negative (false negative), and 
76 coincided as positive between test and algorithm (true 
positive) and two were negative at the clinical level, but the 
algorithm classified them as positive (false positive).

Type I errors are equivalent to 7.68%, and Type II has 
a proportion of 3.84%; these values are low and result from 
good class balancing. This, together with the sensitivity of 
the questionnaire and the efficient design of the neural ne-
twork algorithm, offers a viable solution for triage. Using the 
confusion matrix, the neural network showed a precision of 
0.927, an accuracy of 0.938, a true positive rate of 0.974 
(sensitivity), and the true negative rate is 0.880 (specifici-
ty). The false-positive rate is 0.120, and the false-negative 
rate is 0.026. The specificity of this classification was 0.880. 
Compared with the results of human triage, the use of the 
neural network has a better behavior.  

Table 2. Files resulting from the neural network training.
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ROC Curve
The ROC curve in our case shows the balance between 

sensitivity (or TPR) and specificity (1-FPR). Classifiers that 
give curves closer to the upper left corner indicate better 
performance. As a baseline, a Random classifier is expec-
ted to score points along the diagonal (FPR = TPR). The 
closer the curve is to the 45-degree diagonal of the ROC 
space, the less accurate the test will be. Note that the ROC 
does not depend on the class distribution. This makes it 
useful for evaluating classifiers that predict rare events such 
as disease or disaster. In contrast, assessing performance 
using precision (TP + TN) / (TP + TN + FN + FP) would fa-
vor classifiers that always predict a negative result for rare 
events.

To compare different classifiers, it may be helpful to 
summarize the performance of each classifier in a single 
measure. A common approach is to calculate the area un-
der the ROC curve, which is abbreviated as AUC. It is equi-
valent to the probability that a randomly chosen positive 
instance will rank higher than a randomly chosen negative. 
A classifier with a high AUC may occasionally score worse 
in a specific region than another classifier with a lower AUC. 
But in practice, the AUC works well as a general measure of 
predictive accuracy. In Figure 3, you can see the behavior of 
the classification, with a better score of neural networks. In 
these results, the total sample, 3256 people, is considered. 
To these data, the neural network was applied and compa-
red with the results of human triage.  

The area under the curve (AUC) and standard error 
(SE) and confidence interval (CI) with better values using 
neural network (R_NEURAL); when comparing the statis-
tics of both classification algorithms, their differences are 
marked since the sensitivity and specificity of the neural ne-
twork exceed human capabilities. It is shown in Table 3 that 
there is a difference in the area under the curve of 0.455, 
and this value is supported by a standard error of 0.0545, 
indicating a low variance between the sample of each of the 
algorithms. The confidence interval is in the upper middle 
region of the AUC, with a minimum level of significance that 
invalidates a null hypothesis. SE was obtained using the 
DeLong method31. 

The samples used have high sensitivity, but as far as 
accuracy is concerned, the classification of triage using 
health experience is very low (0.336) compared to that 
shown by the neural network (0.927); the same can be said 
for specificity, which was higher for the neural network than 
for human triage. As for the false negative rate, the neural 
network performed a worse classification than its counter-
part, but as for the false positive rate, it was better than the 
human classification.

Discussion
It is necessary to be aware that the results on this oc-

casion greatly benefit triage using neural networks. Still, 

Table 3. Ranking stats comparison.

Figure 3. The sensitivity of the neural 
network R_NEURAL is higher than 
the human R_HUMAN. Care in triage 
using only the experience of health 
professionals was at the minimum ac-
ceptable.
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we must not neglect that the nature of the human being is 
more effective when needing action in unusual or exceptio-
nal moments. Hence, technology is only a tool to accelerate 
results. Neural networks cannot create knowledge; they can 
decide autonomously based on training based on previous 
events that sensitize them according to the different me-
thods and applications for which they have been designed. 
The proposed neural network behaves with the same effi-
ciency as others published for similar purposes, with high 
levels of sensitivity and specificity, making them very relia-
ble for sanitary purposes.

The neural network represents a technical advantage 
in the medium and long term. However, initially, it is not su-
fficiently sensitive to the heuristic results presented; it can 
save technical hours in crises, as it can only be trained with 
base data. The results obtained make it a viable solution in 
complex applications and situations of high variability, but at 
no time does it replace the experience and common sense 
of a health professional. However, as technology evolves, it 
may be achieved. Humans will most likely surpass techno-
logy in detecting exceptions and new situations for several 
years.

Changes in needs cause care protocols to be modified 
and health personnel to be trained; this is a slow, lengthy, 
and costly task. The use of technologies makes it possible 
to close this gap for the benefit of patients since it would 
give time to update what is necessary. This process can be 
dangerous because if the expert who gives the guidelines is 
wrong in expressing them or has flaws, it can cause a solu-
tion to generate cascading problems, complicating care and 
distorting the advantages of adopting technology.

On a large scale, if artificial intelligence is developed 
with criteria of quality and relevance to be used for health 
purposes, it can be expected to obtain speed and more ex-
cellent coverage of health services. Still, there will always 
be a margin of situations in which a human professional 
should intervene. And many ethical criteria should evolve 
and adapt since the results shown in this work show that hu-
mans have a behavior that can be improved technologically.

Conclusions
Since the revolution of informatics and computer te-

chnology in the 1980s, mankind has become increasingly 
involved with technology in various areas of knowledge. 
Health sciences are currently receiving a great deal of at-
tention and development. The emergence of new pandemic 
threats occurs spontaneously; unlike in the past, now we 
have more tools and knowledge to face them.

SARS-CoV-2 is a disease caused by a coronavirus, 
which has wreaked havoc on many people, as well as on 
the economic and productive levels of countries. Mortality 
reaches 5% of infected patients in specific geographic re-
gions, but the recovery and after-effects of suffering from 
this disease require months to be fully overcome. The de-
crease in the quality of life of infected, recovered, and heal-
thy patients is notorious due to social restrictions, which 
force society, in general, to make use of technology for pro-
duction and health purposes.

The use of neural networks offers advantages as a va-
luable tool to adapt to complex variable situations; in this 
study, the developed algorithm classified COVID-19 pa-
tients much better than health personnel, mainly due to pre-
senting a consistent behavior over time; instead, the human 

depends on many other factors. While the staff cannot be 
removed, combining a more robust technology can signifi-
cantly benefit the patient.

Science benefits from technology because it allows it to 
accelerate processes, model and take better quality data. 
The neural network proposed here demonstrates the fle-
xibility required in situations of high variability, where hu-
man capacity is exceeded by the high volume of data to 
be analyzed. The use of hard coding or a stored question-
naire, updated in databases and applications, requires the 
modification of software and data structures in servers for 
later distribution in the terminal equipment, with the conse-
quences of implementation and debugging in each version. 
On the other hand, a neural network can be ported into an 
application and updated online, allowing the use of hetero-
geneous multi-origin data and not limited to closed-respon-
se questionnaires.

The data has high accuracy and sensitivity, which in-
dicates that it has sufficient capacity to handle the different 
conditions of the users that employ a neural network imple-
mentation. Caution should be taken that incremental evolu-
tions of the algorithm and questionnaire used as a source 
and data management do not present the phenomenon ca-
lled imbalance (this is a highly accurate model but with a 
low sensitivity or specificity); in that case, it should be made 
to proceed to perform a class balancing. But the results ob-
tained when analyzing the data through a confusion matrix 
and the ROC curve have shown that the neural network pre-
sented for triage tasks can be trusted.

The use of computerized systems in triage allows rapid 
adaptation to changes in treatment protocols for infectious 
diseases such as SARS-CoV-2 to maturity that would allow 
use for long periods without the need for changes in appli-
cations. This provides healthcare professionals with less 
reliance on their memory skills and would give them time to 
strengthen their clinical capabilities.

The use of artificial intelligence technology in primary 
care applications, specifically in triage and reduction of de-
lays due to infections caused by the SARS-CoV-2 virus, is 
feasible and should incorporate follow-up data from labora-
tory studies and deep biomedical image analysis networks. 
The algorithm combined with the questionnaire provides a 
neural network with the capacity to be used in production 
for triage since high accuracy, sensitivity, and specificity are 
obtained that equals or exceeds that of humans.
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Introducción
El agua se considera uno de los recursos naturales de 

mayor importancia, siendo los ríos y quebradas las fuen-
tes principales de agua renovable tanto para los sistemas 
dulceacuícolas como para los humanos; a pesar de ello se 
encuentran amenazados por diferentes actividades antro-
pogénicas y son pocos los ríos que no han sido contamina-
dos. En la actualidad se reconoce que los ecosistemas de 
agua dulce funcional y biológicamente complejos proveen 
muchos servicios a la sociedad además de ser hábitat para 
la flora y fauna, estos servicios son costosos y a menudo 
imposibles de reemplazar cuando los sistemas acuáticos 

son degradados1. Es por ello por lo que se han venido em-
pleando diferentes métodos para medir el grado de altera-
ción que presentan estos ecosistemas y uno de ellos es el 
uso de macroinvertebrados acuáticos como bioindicadores 
de la calidad ecológica, el cual se ha generalizado en todo 
el mundo2. Los organismos acuáticos evolutivamente han 
desarrollado adaptaciones tanto morfológicas como fisioló-
gicas para tolerar diferentes rangos de contaminación del 
agua. Estos límites de tolerancia varían, y así, frente a una 
determinada alteración se encuentran organismos sensi-
bles que no soportan las nuevas condiciones impuestas, 
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Aquatic macroinvertebrates as bioindicators of ecological quality in three micro-watersheds 
of the Sampile River, Choluteca, Honduras

Johan Rodas Vallejo1*, Jorge Carranza Sánchez1, Dilia Montoya Chang1 y Gerardo Borjas Machado1

Resumen: En la actualidad los cuerpos de agua dulce se encuentran bajo constante presión debido a una creciente 
demanda del recurso, destinada principalmente para las diferentes actividades antropogénicas que se desarrollan en 
zonas cercanas a ellos, generando impactos que provocan alteración (contaminación) en las condiciones fisicoquímicas 
y en la estructura de las comunidades biológicas, de allí la importancia de monitorear los cuerpos de agua para poder 
determinar su condición. El principal objetivo de este trabajo fue realizar una evaluación rápida de la calidad ecológica 
utilizando macroinvertebrados acuáticos como bioindicadores, para ello se muestreó en la época lluviosa del año 2017 
un total de 22 puntos localizados en diferentes cuerpos de agua que abastecen a comunidades en las microcuencas 
Santa Isabel, Calero y Calderas dentro de la cuenca del río Sampile en el departamento de Choluteca. Se aplicó el índice 
biótico Biological Monitoring Working Party - Costa Rica (BMWP-CR) para conocer la calidad del agua, los resultados 
indicaron que ninguna de las fuentes evaluadas presentó una calidad del agua buena, pudiéndose asociar a actividades 
antropogénicas que se desarrollan en el área de estudio, así como a la influencia de la época lluviosa en la que se 
desarrolló el muestreo.  

Palabras clave: Actividades antropogénicas, calidad ecológica, evaluación rápida, índice biótico, macroinvertebrados 
acuáticos.

Abstract: At present, freshwater bodies are under constant pressure due to increasing demand for the resource, mainly 
for the different anthropogenic activities that are developed in areas near them, generating impacts that cause alterations 
(pollution) in the physicochemical conditions and the structure of the biological communities, hence the importance of 
monitoring the water bodies to determine their condition. The main objective of this work was to perform a rapid assessment 
of the ecological quality using aquatic macroinvertebrates as bioindicators; for this purpose, a total of 22 points located in 
different water bodies that supply communities in the Santa Isabel, Calero and Calderas microbasins within the Sampile 
river basin in the department of Choluteca were sampled during the rainy season of 2017. The Biological Monitoring 
Working Party - Costa Rica (BMWP-CR) biotic index was applied to determine water quality. The results indicated that 
none of the evaluated sources showed good water quality, which could be associated with anthropogenic activities in the 
study area and with the influence of the rainy season when the sampling was carried out. 

Key words: Anthropogenic activities, ecological quality, rapid assessment, biotic index, aquatic macroinvertebrates.
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comportándose como intolerantes, mientras que otros, que 
son tolerantes no se ven afectados. De modo que, varia-
ciones inesperadas en la composición y estructura de las 
comunidades de organismos vivos en los ríos pueden in-
terpretarse como signos evidentes de algún tipo de conta-
minación3.

En Honduras tradicionalmente se han utilizado las va-
riables fisicoquímicas para establecer la calidad del agua, 
por lo que la alternativa del uso de bioindicadores tales 
como los macroinvertebrados se encuentra en sus fases 
iniciales4. En la región sur del país, específicamente en el 
Departamento de Choluteca, se han desarrollado estudios 
de calidad del agua basados en parámetros fisicoquímicos 
y bacteriológicos, en los cuales se ha destacado que diver-
sas actividades humanas tienen un efecto negativo sobre la 
calidad del agua5,6.  

El presente estudio fue desarrollado con el objetivo de 
realizar una evaluación rápida de la calidad ecológica, en 
fuentes de abastecimiento de agua para consumo dentro 
de las microcuencas Calderas, Calero y Santa Isabel com-
prendidas entre los municipios de El Corpus, Santa Ana de 
Yusguare y Namasigüe, pertenecientes a la cuenca del río 
Sampile, en el Departamento de Choluteca.

De esta manera se genera información sobre el esta-
do de la calidad ecológica, que puede ser utilizada por las 
organizaciones municipales o comunitarias como una he-
rramienta para desarrollar acciones de manejo que contri-
buyan a la preservación del recurso hídrico en beneficio de 
las diferentes comunidades.

Materiales y métodos 
La cuenca del río Sampile se ubica geográficamente al 

sur del país en el Departamento de Choluteca, cubriendo 
una superficie de 745.98 km² dentro de los municipios de 
Choluteca, Namasigüe, Santa Ana de Yusguare y El Cor-
pus. El presente trabajo fue realizado en las microcuencas 
de Calderas, Calero y Santa Isabel, en las cabeceras de los 
ríos, que son utilizadas como fuentes de abastecimiento de 
agua (Figura 1). 

Las microcuencas Calderas y Calero se ubican entre 
los municipios de El Corpus y Santa Ana de Yusguare, cu-
bren un área de 39.71 km2 y 26.72 Km² respectivamente.   
Cabe mencionar que la zona alta de la microcuenca Cale-
ro, donde se ubicaron los puntos de muestreo, forma parte 
del área protegida Cerro Guanacaure. La microcuenca de 
Santa Isabel se ubica entre los municipios de Namasigüe y 
El Corpus y cuenta con un área de 25.84 Km2. En total fue-
ron muestreados 22 puntos localizados en las fuentes de 
abastecimiento de agua para consumo de las comunidades 
mencionadas en la Figura 1. Cada una de estas fuentes 
cuenta con diferentes condiciones o grados de intervención 
tal como se describe en la tabla 1. 

El muestreo fue realizado en época lluviosa entre el 23 
de octubre y el 2 noviembre de 2017 en puntos estableci-
dos a 10 metros aguas arriba de las fuentes de abasteci-
miento, en alturas que fluctuaron entre 90 y 837 msnm. En 
cada punto de muestreo fue delimitado un tramo de 15 me-
tros de longitud donde se marcaron puntos de inicio, medio 
y final, en los cuales se midieron parámetros fisicoquímicos 
como temperatura del agua (°C), conductividad (µS/cm) y 
pH utilizando un medidor multiparámetro.

Los parámetros hidrométricos como profundidad y ve-
locidad de la corriente, se midieron utilizando un molinete 
tipo Price marca Gurley pigmeo (v = 0.2927 * rps (revoluci-
nes por segundo) + 0.0095) ), en cada profundidad se midió 
fondo, medio y superficie de la vertical para obtener una 
velociadad media. En el sitio de aforo se midio la sección 
transversal con una cinta métrica (anchura de la sección y 
la profundidad en intervalos de 30 cm), lo anterior para ob-
tener el área de la sección (A). El caudal final se determinó 
con la ecuación Q = v * A  

Las muestras de macroinvertebrados fueron recolec-
tadas a lo largo del tramo tomando en cuenta diferentes 
microhábitats como sugiere Alba-Tercedor3, estos fueron: 
roca en las zonas de corriente rápida, arena en las zonas 
de remansos o pozas y hojarasca en zonas de acumulación 
de materia orgánica y márgenes de los cauces. Se utilizó 
una red tipo D con 750 µm de luz de malla, muestreando 
durante cinco minutos cada microhábitat (muestreo cuali-
tativo)7, para la aplicación del índice biótico Biological Mo-
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Figura 1. Ubicación de 
puntos de muestreo en las 
microcuencas del río Sam-
pile: Calderas (A): Santa Fe 
(1), Barrio nuevo (2), C.U, 
El Corpus (Las Mejías) (3), 
C.U. El Corpus (4), Las Pi-
tas (5), El Plan y El Portillo 
(6), San Juan Abajo (7), S. 
J. Arriba (San Isidro) (8), S. 
J. Arriba (Linda Vista) (9); 
Calero (B): C.U. Santa Ana 
de Yusguare (10), Nueva 
Esperanza (11), El Cerro y 
Monte Limar (12), T. Arriba 
(El Ojochal) (13), T. Arriba 
(El Banco) (14), T. Arriba y 
Choluteca (15), La Fortuna 
(16), Chaguite (17); Santa 
Isabel (C): S. Isabel (Toma 
madre)  (18), El Carrizal 
(19), San Agustín (20), Las 
Pilitas (21), San Rafael (22).
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nitoring Workin Party Costa Rica (BMWP-CR). Además, se 
utilizó una red de tipo surber en zonas de corriente (mues-
treo cuantitativo) como sugiere Ramírez8. Las muestras se 
colocaron y preservaron en frascos con alcohol al 70%, los 
cuales fueron rotulados indicando el código, microhábitat, 
lugar y la fecha de colecta.

La identificación taxonómica se llevó a cabo a nivel de 
familia utilizando un microscopio-estereoscópico y claves 
taxonómicas9,10,11. Los organismos identificados fueron de-
positados en la colección de macroinvertebrados acuáticos 
del laboratorio de Hidrobiología de la Escuela de Biología 
de la UNAH. Para conocer la calidad ecológica del agua uti-
lizando macroinvertebrados acuáticos se calculó el índice 
BMWP-CR, además del índice de diversidad de Shannon y 
Weaver para cada punto de muestreo.

Para ordenar y agrupar los sitios de muestreo con base 
en la composición de familias de macroinvertebrados se 
realizó un análisis de agrupamiento. También para detectar 
las principales familias de macroinvertebrados que mejor 
representan a cada microcuenca se hizo un análisis de por-
centajes de similitudes (SIMPER por sus siglas en inglés)12, 
utilizando el programa R versión 3.4.013 La elaboración de 

mapas se realizó utilizando Quantum Gis versión 2.18.2114.

Resultados

Parámetros fisicoquímicos
El sitio con mayor caudal fue Santa Fe en la micro-

cuenca Calderas, y el menor caudal fue registrado en la 
microcuenca Calero en el punto de El Ojochal con valores 
de 0.1055 y 0.0012 m3/s respectivamente. La conductivi-
dad presentó el valor más bajo en la microcuenca Calderas 
(C.U. El Corpus-Las Mejías) siendo este de 13.2 µS /cm y 
el valor más alto en la microcuenca Calero (La Fortuna) el 
cual fue de 216.3 µS /cm.

La temperatura del agua osciló entre 22.2 – 26.6 °C 
registrándose el valor más bajo en la microcuenca Calderas 
(Las Pitas) y el más alto en la microcuenca Santa Isabel 
(San Agustín). Con respecto al pH este osciló entre 5.8 – 
8.5, ambos valores medidos en la microcuenca Calderas 
para los puntos de Casco Urbano de El Corpus y San Juan 
Abajo respectivamente (Tabla 2).

Macroinvertebrados acuáticos como bioindicadores de la calidad ecológica en tres microcuencas del río Sampile, Choluteca, Honduras
Aquatic macroinvertebrates as bioindicators of ecological quality in three micro-watersheds of the Sampile River, Choluteca, Honduras

Tabla 1. Localización 
de puntos de muestreo 
y descripción del gra-
do de intervención en 
cada fuente de agua.
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Parámetros biológicos
Se colectaron un total de 1,511 individuos, distribuidos 

en 4 Filos, 5 Clases, 12 Ordenes y 38 Familias. Para la 
microcuenca Calero se encontró la mayor cantidad de indi-
viduos (698 en total), mientras que el número más bajo de 
individuos colectados se presentó en la microcuenca Santa 
Isabel con un total de 277.

El Orden Trichoptera fue el más abundante para las 
tres microcuencas en estudio, seguido de Díptera (Calde-
ras y Santa Isabel), Gastropoda (Calero) y Ephemeroptera 
(Santa Isabel) (Figura 2). El índice de diversidad de Sha-
nnon- Weaver mostró que el punto más diverso fue el de 
C.U. Santa Ana de Yusguare en la microcuenca  Calero, 
mientras que el punto menos diverso fue el de Barrio Nue-
vo en la microcuenca Calderas con valores de  2.49 y 1.00 
respectivamente.

Los resultados obtenidos en el índice biótico BMWP-
CR considerando los 22 puntos de muestreo, de muestran 
que en 13 de ellos (59%) el nivel de calidad del agua fue re-
gular, es decir con contaminación moderada, mientras que 
en 6 puntos (27%) el nivel de calidad del agua encontrado 
fue mala/contaminada y solo en 3 de ellos (14%) resultó la 
calidad del agua mala/ muy contaminada  (Tabla 3). 

La microcuenca Calderas presentó una mayor cantidad 
de puntos con calidad del agua mala, en la microcuenca 
Calero la mayoría de los puntos de muestreo resultaron 
con una calidad regular, mientras que la microcuenca San-
ta Isabel reflejó una calidad del agua regular consideran-
do la totalidad de los puntos muestreados (Figura 3). En 
cuanto al análisis de SIMPER, no se registraron familias 
de macroinvertebrados representativas de la microcuen-
ca de Calderas. Mientras que Calero registró las siguien-
tes familias: Hydrobiidae (P=0.018), Leptophlebiidae (P = 
0.022), Tabanidae (P= 0.012), Siphlonuridae (P=0.022), 
Hydraenidae (P=0.031), Crambidae (P= 0.026). Para Santa 
Isabel, Leptohyphidae (P= 0.005), Libellulidae (P=0.019), 

Ceratopogonidae (P= 0.012), Dryopidae (P=0.012), Les-
tidae (P=0.011), Amphizoidae (P=0.011), Chrysomelidae 
(P=0.011) y Psychodidae (P=0.013), como las familias que 
mejor se desarrollaron en los sitios de muestreo de esta 
microcuenca. 

El análisis de agrupamiento con base en la similitud de 
familias de macroinvertebrados encontrados, reflejó en la 
microcuenca Calderas la formación de tres grupos siendo 
el punto de muestreo San Juan Abajo el que más difirió en 
cuanto a la composición de familias, lo mismo ocurrió en 
la microcuenca Calero donde las estaciones de Tablones 
Arriba en C.U. Choluteca y la Fortuna fueron las más dife-
rentes, mientras para la microcuenca Santa Isabel el punto 
de San Rafael reflejó ser la menos similar en comparación 
al resto de los puntos de muestreo en dicha microcuenca 
(Figura  4).

Discusión

Parámetros fisicoquímicos
Los muestreos fueron realizados en cauces de orden 

uno (nacientes) por lo que los cuerpos de agua estudiados 
en general presentaron dimensiones menores, lo cual se 
refleja en los datos de caudal obtenidos. Lo anterior tiene 
importancia ya que en condiciones naturales el ancho, la 
profundidad y velocidad del cauce influye en la diversidad 
y la distribución de los macroinvertebrados acuáticos en 
los cuerpos de agua loticos15. Los registros más bajos de 
temperatura del agua coincidieron con los puntos que no 
presentaron ningún tipo de intervención o actividades an-
tropogénicas en donde el uso del entorno es únicamente 
para captación de agua para consumo, como fue el caso de 
Las Pitas el cual se ubica en la zona alta de la microcuenca 
Calderas.

Los puntos en los cuales se registraron las tempera-

Tabla 2. Parámetros fisicoquímicos medidos en campo en las microcuencas Calderas, Calero y Santa Isabel.

Johan Rodas Vallejo, Jorge Carranza Sánchez, Dilia Montoya Chang y Gerardo Borjas Machado
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Figura 2. Abundancia para cada grupo taxonómico colectado en las microcuencas: Calderas (A), Calero (B), Santa Isabel (C).

turas más altas fueron aquellos en donde la intervención 
fue mayor tal como en el punto de San Agustín en donde 
hay presencia de cultivos en la zona de ribera y además se 
encuentra ubicado en la zona baja de la microcuenca Santa 
Isabel. Lo anterior coincide con otros estudios realizados en 
el país en el río Tascalapa16 en donde la influencia antrópica 
en el uso de la tierra se correlaciona con parámetros fisico-
químicos como la temperatura y con una menor diversidad 
de macroinvertebrados.

Los valores registrados de conductividad en general 
fueron relativamente bajos en los puntos que no presenta-
ron intervención en torno a los cuerpos de agua como en 
el caso de la microcuenca Calderas y tendieron a aumentar 
ligeramente en aquellos puntos en donde se da algún tipo 
de actividad humana como se reflejó en la microcuenca 
Santa Isabel y en el punto C.U. Santa Ana de Yusguare 
localizado en la microcuenca Calero; esto podría deberse 
a la perdida de vegetación de ribera y a una mayor entrada 
de sedimentos lo cual provoca un aumento en la cantidad 
de sólidos suspendidos, disueltos y de la conductividad17. 
Sin embargo, el incremento en los valores de conductividad 
puede deberse también a las condiciones geoquímicas del 
sitio y a procesos naturales de descomposición de materia 
orgánica en los bosques ribereños16.

Los valores de pH en cuerpos naturales pueden fluc-
tuar normalmente entre 6-818, los valores encontrados en el 

presente estudio oscilaron entre 5.8 – 8.5, reportándose el 
valor más bajo en el punto del Casco Urbano de El Corpus 
y el valor más alto en el punto de San Juan Abajo (ambos 
en la microcuenca Calderas); es de mencionar que este úl-
timo punto presentó intervención debido a actividades agrí-
colas lo cual podría tener un efecto en los valores ya que 
producto de estas actividades se generan residuos quími-
cos que entran al cuerpo de agua y alteran sus caracterís-
ticas físicas y químicas lo que a su vez limita la presencia 
de macroinvertebrados19. La norma técnica nacional para 
la calidad del agua potable en Honduras20, establece como 
valor recomendado un rango de pH entre 6.5 y 8.5; en algu-
nos puntos se registraron valores menores a 6.5 como en 
el caso de El Plan y El Portillo, así como los dos puntos del 
Casco Urbano de El Corpus y el de Santa Fe.

Parámetros Biológicos
El muestreo se llevó a cabo en época lluviosa y esto 

tiene una influencia en los regímenes de caudales lo que 
a su vez puede tener un efecto en la diversidad de ma-
croinvertebrados acuáticos y en la calidad ecológica del 
agua, igual impacto puede tener el grado de intervención 
en el área. Como lo señala en estudios realizados en el 
río Tascalapa en el Departamento de Yoro16, los cultivos y 
asentamientos humanos en zonas cercanas a los cuerpos 
de agua tienden a alterar la composición y estructura de los 

Macroinvertebrados acuáticos como bioindicadores de la calidad ecológica en tres microcuencas del río Sampile, Choluteca, Honduras
Aquatic macroinvertebrates as bioindicators of ecological quality in three micro-watersheds of the Sampile River, Choluteca, Honduras
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macroinvertebrados acuáticos.
De acuerdo a los resultados obtenidos al aplicar el índi-

ce biótico BMWP-CR en los 22 puntos de muestreo, el 59% 
de estos (trece puntos de muestreo) presentaron un nivel 
de calidad ecológica regular distribuidos en la microcuenca 
de Santa Isabel cuatro puntos (Toma madre, El Carrizal, 
San Agustín y Las Pilitas), en la microcuenca Calero cinco 
puntos (C.U. Santa Ana de Yusguare, Nueva Esperanza, 
Tablones Arriba y Choluteca, Tablones Arriba (El Banco) y 
Chagüite); mientras que en la microcuenca Calderas cuatro 
puntos (El Plan y El Portillo, Las Pitas, San Juan Arriba o 
Linda Vista y San Juan Arriba o San Isidro); este nivel de 
calidad se refiere a aguas con eutrofia (considerables ni-
veles de productividad y enriquecidas con nutrientes), de 

contaminación moderada.
El nivel de calidad de agua mala se presentó en el 41% 

de puntos de muestreo distribuidos en las tres microcuen-
cas de la siguiente manera: en la microcuenca de Santa 
Isabel en un punto (San Rafael), en la microcuenca Cale-
ro en tres puntos (El Cerro y Monte Limar, Tablones Arriba 
o El Ojochal y La Fortuna) y en la microcuenca Calderas 
también en tres puntos (C.U. El Corpus (Las Mejías), C.U. 
El Corpus y Barrio Nuevo). Las aguas con este nivel de 
calidad se interpretan que son aguas contaminadas y en 
el caso de los puntos de la microcuenca Calderas, estos 
presentaron un nivel de contaminación mayor (aguas muy 
contaminadas). Aquí se puede reflejar el hecho de no haber 
encontrado familias que mejor representasen a esta micro-

Tabla 3. Diversidad de Shannon-Weaver y calidad ecológica según el índice BMWP-CR para cada punto de muestreo.

Johan Rodas Vallejo, Jorge Carranza Sánchez, Dilia Montoya Chang y Gerardo Borjas Machado
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Figura 3. Calidad de agua 
para cada punto de mues-
treo en las microcuencas: 
Calderas (A): Santa Fe (1), 
Barrio nuevo (2), C.U, El 
Corpus (Las Mejías) (3), 
C.U. El Corpus (4), Las Pi-
tas (5), El Plan y El Portillo 
(6), San Juan Abajo (7), S. 
J. Arriba (San Isidro) (8), S. 
J. Arriba (Linda Vista) (9); 
Calero (B): C.U. Santa Ana 
de Yusguare (10), Nueva 
Esperanza (11), El Cerro y 
Monte Limar (12), T. Arriba 
(El Ojochal) (13), T. Arriba 
(El Banco) (14), T. Arriba y 
Choluteca (15), La Fortuna 
(16), Chaguite (17); Santa 
Isabel (C): S. Isabel (Toma 
madre)  (18), El Carrizal 
(19), San Agustín (20), Las 
Pilitas (21), San Rafael (22).

Figura 4. Análisis de agrupamiento para la diversidad de macroinvertebrados acuáticos en las microcuencas: Calderas 
(A), Calero (B), Santa Isabel (C).

Macroinvertebrados acuáticos como bioindicadores de la calidad ecológica en tres microcuencas del río Sampile, Choluteca, Honduras
Aquatic macroinvertebrates as bioindicators of ecological quality in three micro-watersheds of the Sampile River, Choluteca, Honduras
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cuenca, como sí lo hubo en las microcuencas de Calero y 
Santa Isabel por medio del análisis de SIMPER.

Estos niveles de calidad del agua entre regular y mala 
que se presentaron en los puntos de muestreo, pueden es-
tar fuertemente influenciados por actividades que se reali-
zan en la zona como la agricultura, ganadería, asentamien-
tos humanos y en menor grado la minería llevada a cabo 
en el municipio de El Corpus abarcando principalmente la 
microcuenca Calderas.

Por ejemplo, los dos puntos del Casco Urbano de El 
Corpus y el de Santa Fe reportaron valores de pH menores 
a 6.5 y de acuerdo con el índice BMWP-CR presentaron 
una calidad del agua mala o contaminada, reflejando una 
baja diversidad de macroinvertebrados acuáticos (< 1.85 
índice de Shannon- Weaver), la cual podría asociarse en 
el caso de Santa Fe con el grado de intervención debido 
a actividades agrícolas. Los niveles de calidad ecológica 
del agua según el índice biótico BMWP-CR mostraron un 
patrón que coincide con la diversidad de familias de ma-
croinvertebrados encontradas en los diferentes puntos, de 
modo que el punto con una menor diversidad (H=1) que 
corresponde a Barrio Nuevo en la microcuenca Calderas 
presentó un nivel de calidad muy malo y el punto con una 
mayor diversidad (H= 2.49) el cual fue C.U. Santa Ana de 
Yusguare en la microcuenca Calero presentó un nivel de 
calidad ecológica regular.

El análisis de agrupamiento permitió agrupar los pun-
tos de muestreo con base en la composición de familias 
de macroinvertebrados encontrados, de esta forma se logró 
apreciar que dicha agrupación coincidió con la distancia en 
campo entre los puntos, de modo que los más cercanos 
entre si tendieron a ser más similares que los puntos que 
se encontraban más distanciados entre sí dentro de cada 
microcuenca. En el caso de la microcuenca Calderas se 
formaron tres grupos uno de ellos formado por San Juan 
Arriba (Linda Vista y San Isidro), y San Juan Abajo, siendo 
este último según el análisis el menos similar al resto, lo 
que coincide en cuanto a la calidad del agua de acuerdo 
con el índice biótico.

El mismo patrón ocurrió en los puntos de C.U. El Cor-
pus (Las Mejías) y C.U. El Corpus en donde el análisis de 
agrupamiento reflejó una similaridad en cuanto a la com-
posición de familias de macroinvertebrados y la calidad del 
agua mediante el índice biótico.

En la microcuenca Santa Isabel el punto de San Rafael 
fue el menos similar respecto a los demás en cuanto a la 
composición de familias de macroinvertebrados, esto se-
gún el análisis de agrupamiento y el índice biótico el cual 
resultó en un nivel de calidad de agua mala. El resto de los 
puntos presentaron un nivel de calidad regular (categoría 
de mejor calidad reportada en el presente estudio) a pesar 
de que estos contaban con un grado de intervención debido 
a la presencia de cultivos. Lo anterior se podría explicar 
debido a que los bosques de ribera estaban poco alterados 
y estos funcionan como zonas de amortiguamiento de los 
impactos que pueden tener actividades como la agricultu-
ra y ganadería sobre las características fisicoquímicas del 
agua y la composición de organismos21.

El análisis de SIMPER concuerda con los resultados 
obtenidos del BMWP-CR, donde las familias que mejor re-
presentaron a las microcuencas de Calero y Santa Isabel 
son típicas de la calidad ecológica encontrada en estos si-
tios, mientras que en Calderas no se detectaron familias 
que fueran más representativas de esta microcuenca, esto 
indica que las condiciones ambientales no fueron las ade-

cuadas como para que se desarrollaran comunidades es-
tables, lo que da un respaldo estadístico a los valores del 
BMWP-CR con mejores calidades ecológicas en Calero y 
Santa Isabel.

Conclusiones
Ninguna de las fuentes evaluadas en las tres micro-

cuencas presentó una calidad ecológica buena de acuerdo 
con el índice biótico BMWP-CR, debido a las actividades 
antropogénicas que se desarrollan en el área de estudio, 
así como a la influencia de la época lluviosa en que se de-
sarrolló el muestreo.

De las tres microcuencas evaluadas, la de Calderas 
presentó el mayor porcentaje de puntos con un nivel de 
calidad del agua mala, lo cual se puede relacionar con la 
fuerte presión a la que está sometida.

Los valores de calidad ecológica mostraron un patrón 
que coincidió con la diversidad de familias de macroinverte-
brados y reflejaron el grado de intervención debido a activi-
dades humanas en los diferentes puntos.
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Introducción
Luego del brote original en diciembre del 2019, la pan-

demia ocasionada por el SARS-CoV-2 ha golpeado los 
sistemas sanitarios en todos los países del mundo1. Este 
impacto se manifiesta de manera diferenciada en los distin-
tos servicios de atención donde las unidades de salud de 
los centros penitenciarios no se quedan atrás, sobre todo 
porque brindan cobertura a una de las poblaciones más vul-
nerables ante posibles brotes de COVID-192-4.

Históricamente, las prisiones son espacios propicios 
para la transmisión de enfermedades infecciosas de alto 
riesgo debido a que concentran condiciones tales como la 
sobrepoblación, instalaciones con poca ventilación, falta de 
agua potable, escases de productos para la higiene perso-

nal, y acceso deficiente y limitado a los servicios de salud3,5.
Además de considerar estas condiciones, en la cadena 

de transmisión COVID-19 en los centros penitenciarios es 
de vital importancia el comportamiento del tránsito entre los 
reclusos, visitantes y personal de seguridad, estos últimos 
con especial interés porque salen y entran de las cárceles 
hacia y desde las comunidades6, generando preocupacio-
nes en los tomadores de decisiones y tal es el caso en algu-
nos países que han tenido que considerar las excarcelacio-
nes o reorganización de los centros penitenciarios7.

Las personas privadas de libertad en todo momento 
han merecido especial cuidado y requieren atención médi-
ca necesaria para conservar su salud, las buenas prácticas 
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Estudio de casos: COVID-19 en personas privadas de libertad en Honduras
Case study: COVID-19 in persons deprived of liberty in Honduras

Gilberto A. Ramírez1,2* Gricelda M. Irías1, Sandra A. Pleitez1,2, Mario R. Mejía1,2, José Á. Lara1

Resumen: Las personas privadas de libertad conviven en espacios propicios para la diseminación de enfermedades 
infecciosas, por lo cual, en el contexto actual de la pandemia de COVID-19, se exige fortalecer la vigilancia de la salud en 
las instituciones penitenciarias. Metodología: El presente estudio describe los hallazgos clínicos en once (11) pacientes 
privados de libertad con afección respiratoria aguda y nexo epidemiológico de COVID-19. Se les realizó: una valoración 
médica, una prueba rápida para detectar anticuerpos para SARS-CoV-2, dos hemogramas y se les proveyó el grupo de 
medicamentos normado. Resultados: se encontró que al menos el 27% (3/11) tienen antecedente de alguna enfermedad 
crónica no transmisible. El síntoma más frecuente fue la fiebre, manifestándose en el 91% de los pacientes (10/11), 
seguido por tos persistente en 64% de ellos (7/11) y anosmia en el 55% (6/11). Comparando el hemograma inicial con el 
hemograma de seguimiento, se encontró una media de nueve mil noventa (9,090) leucocitos y de nueve mil novecientos 
(9,900) para el primer y segundo hemograma, respectivamente. Conclusión: Los cambios observados en los pacientes 
del Centro Penitenciario El Porvenir no son concluyentes y los resultados de la prueba estadística son producto de la poca 
cantidad de casos estudiados.

Palabras clave: COVID-19, SARS-CoV2, Personas Privadas de Libertad.

Abstract: People deprived of liberty coexist in spaces conducive to spreading infectious diseases, which is why, in the 
current context of the COVID-19 pandemic, it is required to strengthen health surveillance in prisons. Methodology: This 
study describes the clinical findings in eleven (11) patients deprived of liberty with acute respiratory disease and an 
epidemiological link to COVID-19. They underwent: a medical assessment, a rapid test to detect antibodies for SARS-
CoV-2, and two blood counts and they were provided with a group of regulated medications. Results: It was found that 
at least 27% (3/11) have a history of some chronic non-communicable disease. The most frequent symptom was fever, 
manifesting in 91% of the patients (10/11), followed by persistent cough in 64% of them (7/11) and anosmia in 55% (6/11). 
Comparing the initial blood count with the follow-up blood count, a mean of nine thousand ninety (9,090) leukocytes and 
nine thousand nine hundred (9,900) were found for the first and second blood counts, respectively. Conclusion: The 
changes observed in the patients of the El Porvenir Penitentiary Center are inconclusive. The statistical test results are the 
product of the small number of cases studied.

Key words: COVID-19, SARS-CoV2, Persons Deprived of Liberty.
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sobre la protección de las reclusos exigen se garantice el 
mejor estado de salud posible entendida como el disfrute 
del más alto nivel posible de bienestar físico, mental y so-
cial8. En Honduras, este principio toma especial atención en 
el actual contexto por la pandemia de COVID-19, por lo cual 
para contribuir a la toma decisiones que permita garantizar 
el funcionamiento de los servicios de salud de primer nivel 
en centros penitenciarios9, esta investigación tiene como 
objetivo describir el cuadro clínico de los pacientes priva-
dos de libertad con COVID-19 en el Centro Penitenciario El 
Porvenir, Francisco Morazán[AN1] .

Materiales y métodos 
Este estudio es de tipo descriptivo, fue llevado cabo en 

el Centro Penitenciario de El Porvenir, Francisco Morazán, 
en el mes de mayo de 2020. En primera instancia, se aten-
dió un brote de casos de COVID-19 (Primer Grupo[AN2] ) 
confirmados por una prueba de reacción en cadena de la 
polimerasa en tiempo real (RT-PCR). Cuatro (4) semanas 
más tarde, se realizó un tamizaje utilizando pruebas rápi-
das para detección de anticuerpos de COVID-19 (marca 
Artron) a 200 privados de libertad que establecieron nexo 
epidemiológico con el primer grupo (Segundo Grupo).

De este tamizaje, resultaron quince (15) pacientes po-
sitivos y con cuadro clínico de más de 3 días de evolución. 
De ellos se obtuvo registro de síntomas y se les realizó exa-
men físico.

Asimismo, a los quince (15) pacientes se les realizó 
hemograma completo. A cuatro (4) de ellos no se les pudo 
dar seguimiento; a los once (11) restantes, se les realizó un 
hemograma de control quince (15) días después10.

Resultados
De los once (11) pacientes que resultaron positivos 

para anticuerpos de SARS CoV2, se encontró que el 73% 
(8/11) de los privados de libertad son menores de 40 años 
de edad; al menos el 27% (3/11) de los pacientes tienen 
antecedente de Diabetes Mellitus y/o Hipertensión Arterial 
(ver Tabla 1). 

Al revisar el cuadro clínico de los once (11) pacientes 
incluidos en el seguimiento (ver Tabla 2), encontramos que 
al inicio el síntoma más frecuente fue la fiebre estando pre-
sente en el 91% de los pacientes (10/11), seguido por tos 
persistente en el 64% de ellos (7/11) y anosmia en el 55% 
de los casos (6/11). 

Todos los pacientes fueron tratados con el esquema 
de medicamentos normado por la Secretaría de Salud para 
atención temprana de COVID-19, el cual incluye medica-
mento antiséptico de uso oral (Microdacyn), azitromicina, 
ivermectina y zinc 10.

Todos los privados de libertad incluidos en el segui-
miento presentaron mejoría clínica y ninguno de los pacien-
tes desarrolló signos de gravedad en sus dos evaluaciones.

Al análisis de los datos y comparando el hemograma 
inicial con el hemograma de seguimiento (el cual tuvo lugar 
después de que todos los pacientes tomaron los medica-
mentos que se les había prescrito) se encontró que en el 
primer hemograma hubo un 27% (3/11) personas con re-
sultados arriba de los 10,000 leucocitos por mm3, mientras 
que en el segundo hemograma un 36% (4/11); registrando 
una media de nueve mil noventa (9,090) leucocitos y de 
nueve mil novecientos (9,900) para el primer y segundo 
hemograma respectivamente (ver Fig. 1), sin que se haya 
encontrado significancia estadística como en estudios si-

Gilberto A. Ramírez, Gricelda M. Irías, Sandra A. Pleitez, Mario R. Mejía, José Á. Lara
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Tabla 1. Características epidemiológicas 
de personas privadas de libertad con CO-
VID-19 El Porvenir, Francisco Morazán, 
junio de 2020.
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milares11 incluso de pacientes fallecidos12, por lo que la di-
ferencia encontrada entre los hemogramas se atribuye a 
haber tomado la muestra en diferentes escenarios respecto 
a la respuesta inmunológica de los pacientes (valor p de 
0.2132 y test wilcoxon para comparar medias con valor de 
-1.245).

Discusión
No encontramos datos de examen físicos que resulten 

significativos, si bien los pacientes presentaron sintomato-
logía, ninguno de ellos mostró evidencias en esta dimen-
sión a diferencia de los casos reportados en otros estudios 
similares13,14.

A todos los privados de libertad que se les prescribió 
los medicamentos normados por la Secretaría de Salud los 
consumieron, pero si bien todos los pacientes presentaron 
una mejoría clínica evidente, dicha mejoría no se puede 
atribuir a dicho tratamiento debido al tamaño de la muestra.

Los síntomas más comunes fueron fiebre, tos y anos-
mia como lo indica la literatura científica global hasta el 
momento11,15. Mas allá, encontramos evidencia de mejoría 
que se muestra con los siguientes parámetros clínicos: (i) 

al momento del control nueve de los diez pacientes que al 
inicio presentaron fiebre (9/10; 90%) reportaron ausencia 
de tal síntoma; (ii) igualmente seis de los siete (6/7; 86%) 
que reportaron inicialmente la presencia de tos persistente 
al control ya no la tenían; (iii) Anosmia fue reportada al inicio 
por seis privados de libertad los cuales al control ya no la 
padecían (6/6; 100%); (iv) todos los pacientes que al ini-
cio reportaron perdida del gusto (1/1; 100%) y/o Odinofagia 
(2/2; 100%) y/o Nausea (1/1; 100%) y/o Vómito (2/2; 100%) 
y/o Diarrea (1/1; 100%) al control ya no los reportaron.

Del análisis de los cambios clínicos reportados en el 
grupo de casos presentado en este estudio podemos indi-
car que luego de haber sido atendidos y haber recibido los 
medicamentos normados por la Secretaría de Salud Públi-
ca para la atención temprana de pacientes con diagnostico 
presuntivo de COVID-1910 los privados de libertad mejora-
ron su estado de salud y en la mayoría de los casos se 
regresó a los parámetros normales, podemos atribuir esta 
mejoría a la atención temprana. 

Conclusiones
Casi todos los pacientes reportaron mejoría en su cua-

Estudio de casos: COVID-19 en personas privadas de libertad en Honduras
Case study: COVID-19 in persons deprived of liberty in Honduras

Tabla 2. Personas privadas de libertad con nexo epidemiológico de COVID-19, El Porvenir, Francisco Morazán, junio de 
2020. Evolución del cuadro clínico al 15avo día.

Figura 1. Fórmula 
leucocitaria de per-
sonas privadas de 
libertad con nexo 
epidemiológico de 
COVID-19 en El Por-
venir, Francisco Mo-
razán, junio de 2020.
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dro clínico luego de haber consumido los medicamentos 
normados por la Secretaría de Salud para la atención tem-
prana de COVID-19, sin embargo, no podemos aseverar 
que la mejoría se debió a esto, sino a la atención temprana. 
Se deberían implementar estudios con mayor muestra para 
comprobar la efectividad del tratamiento normado para tra-
tar pacientes con infección temprana de COVID-19.

El brote de COVID-19 en el Centro Penitenciario El 
Porvenir que se detectó en mayo –junio del 2020 fue con-
trolado, pero es evidente la necesidad de sistematizar las 
atenciones y la organización de los servicios de salud para 
este sector de la población. Este estudio contribuye a de-
mostrar que la atención temprana para diagnosticar y tratar 
infecciones por COVID-19, aun en las condiciones que ca-
racterizan los centros penitenciarios, puede reducir el ries-
go de complicaciones y muerte.
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Effect of material tramadol on some blood components of laboratory rats
Shaimaa Obaid Mostafa, Fulla Kaydar Mohamad Salih

Abstract: The current study deal with the effect of tramadol injections on body weight and some blood components in 40 
male laboratory rats, divided into four groups. The first group, G1 represents the control group. The second group G2 and 
the third group G3 were injected with a concentration of 20 and 40 mg/100 g of body weight, respectively, and the fourth 
group G4 was injected at a concentration of 80 mg / 100 g of body weight for ten days respectively. The current study 
results showed a significant decrease in the weights of rats injected with tramadol compared to the control group. Also, 
there was a significant decrease in the numbers of RBC, PLT, MID#, and GRAN#, respectively. The concentrations of each 
of the following constants: HGB, HCT, MCV, MCH, and MCHC showed a significant decrease in their values; except for 
MCV, the decrease was not significant, and the results of this study also recorded a significant increase in the white blood 
cells count as well as the number of lymphocytes, and there was an increase in both RDW-CV & RDW-SD.

Key words: Body weight, tramadol, RBC, WBC, PLT.

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

Introduction
Tramadol is an opioid synthetic opioid analgesic and 

is chemically trans-2 (dimethyl aminomethyl)-1-(m-me-
thoxyphenyl)- cyclohexanol hydrochloride. It is a centrally 
acting analgesic, which is used orally or parenterally for 
including cancer and non-cancer pain also the pain of va-
rious other organs, as well as gynecologic and obstetric; it 
decreases moderate to moderately severe acute or chro-
nic pain1-3 the choice of tramadol is affected by the degree 
of the pain present. It is used parenterally and orally. the 
analgesic efficacy is attributed to its partial affinity for the 
mu- opiate receptor and inhibition of norepinephrine and se-
rotonin reuptake; they lower perception and reaction to pain 
as well as increase pain tolerance3-7.

Tramadol has analgesic activity, which lies between co-
deine and morphine. It represents about  10- 20 % of the 
standard morphine8. It reaches its highest level in the blood 
after oral administration in about 2 hours; the reason for this 
is its high oral bioavailability, which is about seventy to eigh-
ty percent. Opioids used for analgesia present undesirable 
effects such as respiratory depression, cardiovascular de-
pression, and sedation. Additionally, to associated with se-
veral adverse effects, among which those on the gastroin-
testinal (GI) tract is most troublesome in terms of frequency 
and severity Like constipation5,6,9,10 and other Clinical symp-
toms include abdominal pain, vomiting,gastro-oesophageal 
reflux, nausea, anorexia, delayed digestion,  bloating, stra-
ining during intestinal movements, hard stool, and incom-
plete evacuation9. Most of their effects on gastrointestinal 
motility and secretion result from suppressing neural activi-
ty. Inhibition of gastric emptying, increased sphincter tone, 
changes in motor patterns, and blockage of peristalsis11.

Tramadol is converted in the liver into O- and N- de-
methylated five different metabolites by the cytochrome 
p4505,12, and by-products are excreted through the kidney. 
The central role of the liver and kidney in detoxification and 

drug metabolism increases the risks of toxic injury., Further, 
it may cause hepatotoxicity5 furthermore, the drugs excre-
ted from kidneys could cause cellular damage leading to 
kidney dysfunction5,12,13. They pointed out some studies that 
the term period and high doses of tramadol cause hepatic 
and renal damage and impotence and increase lipid peroxi-
dation in the rats14.

Materials and methods 

Drug uses
Tramadol hydrochloride ampoule ( Trabar- 100 ) was 

used; each ampoule ( 2ml ) contained tramadol hydrochlori-
de 100 mg ( Mepha company Switzerland ).

Animals
Forty male rats (Rattus norvegicus) weighed between 

(120-170) grams and were used in this study. The rats were 
left in the animal's house for a week before the study, in 
ideal conditions, natural light 1 dark cycle at 25 + 2 C tem-
perature, and given free access to a balanced diet and wa-
ter, all over the experimental period.

Experimental design
On the eighth day of the breeding, the Animals were 

randomly divided into four groups ( 10 rats in each group). 
The group one (G1 ), the average weight of rats was 153.78 
g, served as control and injection doses of saline solution 
for 10 days. In group two ( G2 ), the average weight of rats 
was 140 g, and in group three (G3 ), the average weight of 
rats was 142.5 g, and in group four (G4 ) average weight of 
rats was 142.9 g. These rats were injected with tramadol 
HCl at concentrations of 20 mg, 40 mg, and 80 mg/100 g 
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body weight/day for 10 days, respectively14,15.
We have calculated doses like El-Gaafarawi (2006) 

with our modification by adding a concentration of 20mg / 
100g of body weight and the period of experiment time was 
10 days instead of a month.

The second weight for animals was on the 11th day.

Blood collecting
Blood samples were collected from the eye rats on the 

11th day by using an EDTA tube for CBC14,16.

Statistical Analysis
All data are presented as means ± SE. Differences be-

tween groups were analyzed by using the Duncan test, one-
way ANOVA at the level of statistical significance P _ 0.01 
by SPSS version 2116,17.

Results and discussion

Effect of tramadol on body weight
The results showed that tramadol injections to animals 

showed a significant difference in weight when comparing 
the weights of animals in the three groups with the control 
group. But when comparing the weight of each group after 
tramadol injection with its weight before tramadol injection 
and separately, there were no significant differences in the 
weights of those groups, as in Tables (1 and 2). However, 
there is a percentage decrease in the weight values ​​of the 
animals of these groups G2, G3, and G4. And in both com-
parison cases, when compared with the weight value of the 
control group or with the weight values ​​for each group be-
fore the tramadol injection. As shown in Figures (1 and 2). 

This part of the results agreed with what was found by 
Udegbunam et al. (2015)6, where giving rodents repeated 
doses of tramadol led to a decrease in their weight.

The use of such materials in injecting animals leads to 
diseases. And of course, the result will be many dangerous 
complications for these injected animals, which are consti-
pation, loss of appetite, abdominal pain, and excessive dia-
rrhea. Such substances show an inhibitory effect on bowel 
movements and increase muscle tension, cramping, etc. 
Consequently, weight loss for these animals6,7,9,10.

Effect of tramadol on Hb concentration, PLT, and RBC 
numbers

The results are shown in Table (3) and Figure (3) that the 
injecting laboratory animals with such a chemical. It shows 
changes in the values and concentrations of some blood 
components, depending on the concentrations used for in-
jection if the total number of red blood cells showed a de-
crease according to the concentrations used. 80 mg/100 g of 
animal weight had the highest effect decrease in the number 
of red blood cells amounting to 4.72 ± 0.23 compared to their 
numbers in the control group, while the effect decreased at 
the concentration of 20 mg/100 g of animal weight was 6.2 ± 
0.21 compared with the control group 7.61 ± 0.18.

When calculating the percentage decrease in the num-
ber of red blood cells for groups G2, G3, and G4 compa-
red to their numbers in the control group, it had found that 
it reached 38% in the blood of animals for the G4 group,  
and the percentage was 18.5% for the second group. While 
the hemoglobin concentration also showed a decrease of 
(13.36 ± 0.38, 10.2 ± 0.34, and 8.2 ± 0.12) during the diffe-
rent injection concentrations, which are (20, 40, 80) mg/100 
g of body weight, respectively, compared with the hemog-
lobin concentration in the control group. (17±0.39), while 
the percentage decrease in the value of Hb concentration 
reached 21.41;40; 51.8) % for each group of 20, 40, and 80 
mg/100g of body weight, respectively, when compared with 
the concentration value of hemoglobin in the control group.

While the number of platelets showed a significant de-
crease in animals injected with tramadol, the numbers were 
(402 ± 19.03) at the concentration of 80 mg / 100 g of body 
weight. And the number of the G2 was reached (692 ± 27.8) 
compared with numbers in the control group of animals 
(871.2±31.3). While the highest percentage of decrease in 
the number of PLT was at a concentration of 80 mg / 100 g 
of body weight (53.9%), and the lowest percentage of de-
crease was at G 2, which is (20.57%).

These results are in agreement with each Elyazji et 
al.,20138; Aldalou et al., 2014; Nna et al.,201615 and Owoade 
et al., 2019. The reason may be that the decrease in these 
blood components, due to the inhibitory effect of tramadol 
on the morphological differentiation of red blood cells, will 
affect the rest of the blood components, such as hemoglo-
bin concentration and platelet count. Thus, the amount of 
energy produced by the metabolic processes in the body 

Shaimaa Obaid Mostafa, Fulla Kaydar Mohamad Salih
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Table 1. It showed the weight by grams of animals before and after injection by different concentrations of tramadol. For 
ten consecutive days, when compared with the control group.

Table 2. Shows there was no significant difference in the three groups when comparing the weight of rats in grams before 
injection and after injection with tramadol for ten days.
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will decrease15,16,18-21. Or it may be due to the adverse effect 
of the mechanism of blood clotting in the body. In addition, 
it causes the use of various analgesics such as tramadol, 
which many studies in this field8,15,18,19,21 have confirmed.

The effect of tramadol on the constants of RBC that 
represent by  HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV& RDW-SD

The results showed that the concentrations of trama-
dol injection led to a significant decrease in most of these 
constants, except for MCV, where the different concentra-
tions of tramadol did not register any significant differences 
compared with the control group. The 40 and 80 mg / 100 g 
body weight concentrations recorded significant differences 

for all the remaining parameters. When compared with the 
control group. The decrease for these constants is (38.9 ± 
0.63; 62.74±0.92; 21.54± 0.71; 34.3± 1.32; 14.6±0.76; 35.0 
± 2.08 ) for HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, RDW-SD, 
respectively, at the concentration of 20 mg / 100 g of body 
weight, compared to its concentration in the control group, 
while the decrease reached for each of HCT, MCV, MCH , 
MCHC, RDW-CV, RDW-SD at a concentration of 80 mg/100 
g of animal weight is (28.9 ± 0.78; 61.23 ± 0.98; 17.37 ± 
0.69; 28.37 ± 1.03; 18.5 ± 1.09; 43.5 ± 2.19), respectively, 
in comparison With their values ​​in the control group for 
these laboratory-injected animals, which are (49.3 ± 0.53; 
64.78±0.58; 22.34±0.35; 34.5± 0.81; 12.0± 0.83; 30.5±1.65) 

Effect of material tramadol on some blood components of laboratory rats

Figure 1. Shows the percentage decrease in the weight values of the G1, G2, G3, and G4  groups. That is when they 
compare the weight value after injection by tramadol with its value Before injection. For each group separately.

Figure 2. Shows the percentage decrease in the weight values of the G2, G3, and G4  groups. That is when they are 
comparing the weight value with a control group.

Table 3. Shows the concentration of HGB, total numbers of RBC, and PLT after dosing with different concentrations of 
tramadol for ten days.
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for HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, RDW-SD, respecti-
vely. table ( 4 ).

As for the percentage decrease in the values ​​of each 
of MCV, MCH, MCHC and HCT compared to their values ​​in 
the control group. This percentage reached  (3.15; 3.6; 0.6 
; 21.1) % at G 2for the previous parameters, respectively, 
and the values ​​for these parameters reached ( 3.9; 12.5; 
9.04 ; 34.1) and ( 5.5; 22.25; 17.8 ; 41.4) at concentrations 
40 and 80 mg / 100 g of body weight respectively in the 
blood of these rats. 

As for both RDWCV and RDWSD, the results of this re-
search recorded a percentage increase for each of them, fo-
llowing the increase in the concentrations of tramadol used 
in injections compared to the control group. And the percen-
tage value was an increase in RDW-CV to (17.81; 28.14; 
35.14)% for groups injected with concentrations of 20, 40, 

and 80 mg / 100 g of body weight, respectively. As for the 
RDW-SD, the percentage value increase was (29.9%) at 
the concentration of 80 mg / 100 g of body weight. As for 
each of the concentrations of 40 and 20 mg / 100 g of body 
weight, the percentage was (23.6 and 12.9), respectively, 
as in Figure (5). 

The results of this research are consistent in the agree-
ment of the decrease in the concentrations of (HCT, MCV, 
MCH, MCHC) with what was found by Nna et al., ( 2016 )8. 
The decrease in HCT is consistent with both Costa et al., 
( 2013)21 & Jiang et al., (2014) & Aldalou et al., (2014) & 
Aldiwan et al., (2015).

The reason for the decrease in the volume of HCT may 
be due to the effect of this substance tramadol on the de-
crease in the activity or function of the sympathetic nerve 
during blood circulation in the spleen and thus will affect 

Figure 3. Shows the percentage 
decrease in HGB, RBC, and PLT 
values for groups injected with tra-
madol. When comparing the values 
of each one of them with the control 
group.

Table 4. Shows the concentrations of (HCT, MCV, MCH, MCHC, RDW-CV, and RDW-SD) for the three groups injected 
with different concentrations of tramadol for ten days.

Figure 4. Percentage 
decrease in the con-
centration values of 
HCT, MCV, MCH, and 
MCHC for groups in-
jected with tramadol 
compared to values of 
their concentrations in 
the control group.

Shaimaa Obaid Mostafa, Fulla Kaydar Mohamad Salih
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the volume of HCT15,19,22,23. In addition to a decrease in he-
moglobin concentration, this will lead to the inhibition of the 
biosynthesis of iron in the bone marrow, and this will sub-
sequently affect MCH and MCHC8,15,18,19 or because when 
the animal is injected with tramadol, HCT will decrease due 
to the transfer of bodily fluids from parts outside the blood 
vessels to the inside of the blood vessels, and many studies 
confirmed this in this field8,15,21,22 Or it could be the reason 
raised anti-diuretic hormone and aldosterone secretion with 
resulting water and salt retention causes the expansion of the 
extracellular fluid leading to hemodilution and drop in HCT6.

The effect of tramadol on the WBC ;LYM%;MID%  
;GRAN% ;LYM# ;MID#  &GRAN#

The indication of the results shown in Table (5) and Fi-
gures (6 and 7) that injections with different concentrations 
of 20, 40, 80, and mg/100 gm of body weight have an effect 
on the immune system, of the injected animals through the 
increase and decrease in the total numbers of white blood 
cells and they are the other types. The increase in the num-
ber of white blood cells was (10.13 ± 0.43; 12.95 ± 0.47; 
15.3 ± 0.9) respectively for the above concentrations com-
pared with its number in the control group (9.84 ± 0.27). 
While the increase in the numbers of lymphocytes and LYM 
% reached (14.03 ± 0.73; 89.95 ± 1.31), respectively, at the 
concentration of 80 mg / 100 g of animal weight compa-
red to the control group (7.1 ± 0.53; 72.16 ± 0.91). but the 
numbers of MID# and GRAN# were showed a significant 
decrease in the three groups injected with different concen-
trations of tramadol compared with the control group, which 
reached (0.99 ± 0.04; 1.75 ± 0.19) for each one parameter, 
respectively. where their numbers were at a concentration 
of 80 mg/ 100 g of animal weight were (0.57 ± 0.03; 1.0 ± 
0.08) for MID# and GRAN#, respectively, and the numbers 
of MID# reached (0.65 ± 0.04; 0.64 ± 0.03) at concentra-
tions of 20,40 mg/100 g of animal weight, respectively.

The numbers of GRAN# cells were (1.47 ± 0.12; 1.45 ± 
0.123) for concentrations of 20 and 40 mg/100 g of animal 
weight, respectively. MID% and GRAN% also significantly 
decreased in all groups injected with tramadol. When they 
compared to the control group. Which reached (10.06 ± 0.49 
; 17.78 ± 0.77) for each of MID% and GRAN%, respectively. 
While the values of each of them at the concentration of 20 
mg/100 g of animal weight were (6.5 ± 0.28; 14.4 ± 0.47). 
The value of GRAN% decreased to (6.4±0.22; 11.2±0.37) at 
concentrations of 80 and 40 mg/100g of animal weight, res-
pectively. As for the MID% also decreased to (3.65 ± 0.21) 

in the G4 rats and reached (4.94 ± 0.22) in the G3 group.
While the percentage increase in the values ​​of white 

blood cell counts, LYM# and LYM%, which is (35.68; 19.77; 
14.03)% at the concentration of 80 mg/100 g of body wei-
ght, and the percentage increase in the values ​​of the above 
parameters reached (2.86; 8.77). ; 11.4)%, respectively, at 
the concentration of 20 mg / 100 g of body weight, when 
comparing the values ​​of the above parameters with their 
values ​​in the control group. As for the percentage decrease 
values ​​of both GRAN% and GRAN# for each group G 2, G 
3, G 4, that reached {(37.01; 17.14), (19.01; 15), (64; 42.9 )} 
% ,  respectively. By comparing their values ​​with the values ​​
of the control group. In addition, the percentage of decrease 
in MID% value ​​was (63.72; 50.9; 35.39)% at concentrations 
80, 40, and 20 mg/100g of animal weight. The percentage 
of decrease in the value of MID# at the concentration of 80 
mg/100 g of animal weight was (42.42) %. And the percen-
tage decrease reached (35.35%) and (34.34) % for each of 
G3 and G2, respectively. 

These results are inconsistent ( conflicting ) with Costa 
et al. ( 2013) & Nna et al. (2016). As for the high numbers 
of white blood cells and LYM%, this part of the results agree 
with both Elyazji et al. (2013) & Aldiwan et al., (2015). It also 
agrees with what was found by Tsai and Won, 2001, that 
tramadol led to an increase in LYM%, and also consistent 
with what was found by Aldalon et al., 2014 where it was 
found that tramadol led to an increase in the white blood 
cells count.

The difference in the number of diverse white blood 
cells may be due to the activation of the defense mechanism 
of the immune system in rats, and thus will affect the white 
blood cells and induce them to form a positive response by 
monocyte and lymphocyte in addition to the increase in the 
WBC, which was the result of lymphocytes, This is one of 
the main features of variance in white blood cell counts

The difference in the number of diverse white blood 
cells may be due to the activation of the defense mecha-
nism of the immune system in rats, and thus will affect the 
white blood cells and induce them to form a positive respon-
se by monocyte and lymphocyte in addition to the increase 
in the number of white blood cells, which was the result of 
lymphocytes, This is one of the main features of variance 
in white blood cell counts2,8,15,16,21. Or it may be due to the 
effect of this substance tramadol on the differentiation of 
white blood cells as a positive response to survival due to 
the immune response of the cells of animals treated with 
tramadol2,4,8,18,19,22-24.

Figure 5. This shows the percentage increase in the value of (RDW-CV, and RDW-SD) for groups injected with tramadol 
compared to their values in the control group.

Effect of material tramadol on some blood components of laboratory rats
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Conclusions
This study showed that daily use of tramadol for a rela-

tively short period in young rats leads to significant changes 
in all blood components, especially hemoglobin, red blood 
cell count, and differentiation. As well as its disorders in the 
immune system. And the number of blood platelets affects 

the process of blood clotting. In addition to negatively affec-
ting body weight, which may cause future growth disorders.
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Shaimaa Obaid Mostafa, Fulla Kaydar Mohamad Salih
Volume 7 / Issue 3 / 22     •     http://www.revistabionatura.com



7

Source of Funding
Self-Funding. 

Conflicts of Interest
The authors declare that they have no conflict of inte-

rest in this study. 

Bibliographic references
1.	 Upadhyay D K , Palaian S, KishoreP V , Paudel R, Prabhu M, 

Shankar P R, and Mishr p. Drug Review- Tramadol. Journal of 
the Institute of Medicine,2006; 57–61.

2.	 Aldiwan M A, Alzobidy A M H and Younis M A .The Effect of 
Tramadol on Some Blood and Biochemical Parameters of 
Male Rats (Rattus Norvegicus) .Baghdad Science Journal 
.2015; 12(3), 496–502.

3.	 Hussein S A ,  Abdel Aal S A and Ismail H K. Effect of Tramadol 
Drug on Some Biochemical and Immunological Parameters in 
Albino Male Rats; Evaluation of Possible Reversal Follow-
ing Its Withdrawal. BENHA VETERINARY MEDICAL JOUR-
NAL2017 ;33(2),418–429.

4.	 LI L , DONG J, LU D , SHENG JIANG , JIANG S, LIN D and 
FAN H. EFFECTS OF ILETAMINE-ZOLAZEPAM-XYLA-
ZINE-TRAMADOL COMBINATION ON BIOCHEMICAL AND 
HAEMATOLOGICAL PARAMETERS IN CATS. Bull Vet Inst 
Pulawy.2012; 56,369–372.

5.	 Elmanama A A, Abu Tayyem  N E S, Essawaf H N and Hmaid 
I M. Tramadol-Induced Liver and Kidney Toxicity among Abus-
ers in Gaza Strip, Palestine. JJBS Jordan Journal of Biological 
Sciences.2015; 8(2),133–137, doi:10.12816/0027559.

6.	 Udegbunam R I, Okereke H N and Udegbunam S O. Single 
versus Repeated Tramadol Injection in Laparotomized Albino 
Rats: Comparison of Effects on Hematology, Serum Biochem-
ical Parameters, and Body Weight Gain. J. Adv. Vet. Anim. 
Res.2015; 2(3),316–320, doi:DOI: 10.5455/javar.2015.b100.

7.	 Zebedee L O, Jeremiah O N, Soroh A E and Agoro E S . Hae-
matological Presentations in Acute and Chronic Tramadol 
Intoxication. Toxicol Forensic Med Open J.2020;5(1 ),26–36, 
doi:10.17140/TFMOJ-5-134.

8.	 Elyazji N R, Abdel-Aziz, Aldalou A and Shahwan O. The Ef-
fects of Tramadol Hydrochloride Administration on the Hema-
tological and Biochemical Profiles of Domestic Male Rabbits. 
IUG Journal of Natural and Engineering Studies.2013; 21(2), 
51–65.

9.	 HOLZER P. New Approaches to the Treatment of Opioid-In-
duced Constipation. European Review for Medical and Phar-
macological Sciences.2008; 12(1),119–127.

10.	Leppert W.The Impact of Opioid Analgesics on the Gastroin-
testinal Tract Function and the Current Management Possi-
bilities. Wspolczesna Onkol 2012;16(2),125–131, doi:10.5114/
wo.2012.28792.

11.	Khansari MR , Sohrabi M R and Zaman F. The Useage of Opi-
oids and Their Adverse Effects in Gastrointestinal Practice: 
A Review. Middle East Journal of Digestive Diseases.2012; 
5(1),5–16.

12.	Al-Mashhadane F A  , Ismail H Kh and Al-Saidya A M. Histo-
pathological Effects of Chronic Use of Tramadol on Liver and 
Kidney in Sheep Model. Journal of Pharmaceutical Sciences 
and Research.2019; 11(6),2208–2212.

13.	Ali O K , Ahmed AJ S and Al-Graibawi M A A. Effects of Tra-
madol on Histopathological and Biochemical Parameters in 
Male Rabbits. American Journal of Biology and Life Scienc-
es.2015; 3(3),85–90.

14.	El-Gaafarawi I I. Biochemical Toxicity Induced By Tramadol 
Administration In Male Rats. The Egyptian Journal of Hospital 
Medicine.2006; 23,353–362.

15.	Nna V U, Oka V O, Udefa A L, Ofutet E O and Ofem O E . 
High Doses of PDE5 Inhibitors and Tramadol Reversibly Al-
ters Haematological Parameters in Rats. Journal of Applied 
Pharmaceutical Science.2016; 6(4), 086–092, doi:10.7324/
JAPS.2016.60412.

16.	Al-Hayali H. Effect of Hypervitaminosis D3 on Liver, Kidney 
Functions in White Rats. INTERNATIONAL JOURNAL OF 
RESEARCH IN PHARMACEUTICAL SCIENCES.2020; 11( 2 
),5691–700, doi:10.26452/ijrps.v11i4.3212.

17.	Mohammed M I, Yousif S W and Rabeea M A . Physiological 
and Biochemical Changes Analysis to Labors Blood Samples 
in Plastics Recycling Factory in Mosul-Iraq. Journal of Global 
Pharma Technolog.2018; 10(6),281–288.

18.	Aldalou A R , Abdel-Aziz I and Shahwan O . IMPACT OF GIV-
ING SILDENAFIL (VIAGRA) / TRAMADOL (TRAMAL) COM-
BINATION ON THE BLOOD OF DOMESTIC RABBITS. Jour-
nal of Science.2014; 4( 3 ),162–169.

19.	Owoade A O, Adetutu A and Olorunnisola O S. Hematological 
and Biochemical Changes in Blood, Liver and Kidney Tissues 
under the Effect of Tramadol Treatment. Journal of Alcoholism 
& Drug Dependence.2019; 7(2 ), 1–7.

20.	Dehkordi S H, Sadegh A B ,Abaspour E, Brojeni N B, Aali E 
and Sadeghi E . Intravenous Administration of Tramadol Hy-
drochloride in Sheep: A Haematological and Biochemical 
Study. Comparative Clinical Pathology.2012; 21(3),289–293.

21.	Costa P F, Nunes N , Belmonte E A, Moro J V and Lopes P C 
F. Hematologic Changes in Propofol-Anesthetized Dogs with 
or without Tramadol Administration. Arq. Bras. Med. Vet. Zoo-
tec.2013;  65(5), 1306–1312.

22.	Jiang S , Fan HG , Lu DZ , Hou JL , Song  XD , Wang Y and 
Wang HB . Effects of the Tiletamine/Zolazepam-Xylazine-Tra-
madol Combination on Plasma Oxidative Status and Haema-
tological Indicators in Miniature Pigs. ACTA VET. BRNO .2014; 
83,145–149, doi:10.2754/avb201483020145.

23.	Akhtardanesh  B , Sharifi H, Rasooli R and Aghazamani 
M.Evaluation of Haematological and Biochemical Changes af-
ter Short Term Tramadol Usage in Healthy Dogs. Iranian Jour-
nal of Veterinary Medicine .2014; 8(1), 41–45.

24.	Tsai Y C and Won S J. Effects of Tramadol on T Lymphocyte 
Proliferation and Natural Killer Cell Activity in Rats with Sci-
atic Constriction Injury. Pain.2001; 92(1), 63–69, doi:10.1016/
S0304-3959(00)00472-3.

Effect of material tramadol on some blood components of laboratory rats



1

Volume 7 / Issue 3 / 23 / http://dx.doi.org/10.21931/RB/2022.07.03.23 

Purification and characterization of glutaminase from Iraqi fruit of Capsi-
cum annuum
Nedhaal Suhail Zbar 

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

Introduction
Enzymes have a critical role in preserving and main-

taining financial, commercial, and industrial products since 
they are crucial in several biological and non-biological pro-
cesses. They cover all metabolic responses and increase 
the response rate without affecting the end product1. Gluta-
minase is a hydrolytic enzyme that breaks down Lglutamine 
into L-glutamic acid and ammonium ions. It is essential for 
nitrogen metabolism2.

Because of its medicinal and commercial implications, 
L-glutaminase has gotten much attention. Due to its acce-
lerated hydrolysis conversion of glutamine to glutamic acid
and ammonium, glutaminase is employed in the food servi-
ce sector as a taste enhancer that raises glutamic acid con-
tent3,4. The therapeutic and industrial applications of L-glu-
taminase have received much interest. It's an antileukemic
drug with flavor-enhancing properties when used in fermen-
ted foods manufacturing. Microorganisms (such as fungus
and bacteria), animal tissues and Plants all have glutami-
nase activity. Gawlik-Dziki5 employed it in cancer enzyme
treatment, particularly for acute lymphocytic leukemia.

Glutaminase is also utilized to flavor foods, particularly 
in the sauce of soy and other Asian industry. ‎Microbial glu-
taminase has found new applications in clinical analysis and 
even metabolite manufacturing hence advances in biotech-
nology's utilized in biosensors to detect glutamine quantities 
in human and hybridoma cell cultures without needing to 
measure glutamic acid separately6. Submerged fermenta-
tion (SmF) is used to produce glutaminase for commercial 
purposes. SSF has also proven to be a viable strategy for 
creating a variety of bioprocesses, including the large-scale 
production of industrial enzymes4 Green pepper fruits are 
one of the world's most extensively consumed veggies. Pe-
pper fruits are renowned for their vitamin C and A content 

and their mineral content. As a result, a daily fruit intake of 
60–80 g can deliver a hundred percent and twenty-five per-
cent of the daily vitamin A and C requirements.

Furthermore, this horticulturist's creation has consi-
derable amounts of antioxidant compounds beneficial to 
one's health., including carotenoids, flavonoids, and other 
polyphenols, among others7. When compared to microorga-
nisms, plant sources are natural and readily available sour-
ces of enzymes. They don't pose any risks and require less 
caution when handling8. As a result, using plant sources 
for enzyme extraction is safe and straightforward. So the 
primary goal of this research is to look into the production 
of capsicum annum and establish its L-glutaminase activity 
and purification, then characterization it.

Materials and methods 

Crude Extract
Glutaminase extracted According to Barbaree9; gluta-

minase was isolated from the plant by homogenizing 20 g 
of plant material in six volumes of sodium phosphate buffer 
0.05M, pH 8, including sodium chloride 1.5 M, PMSF 1 mM, 
EDTA 1 mM, and glycerol 10% (w/v), and centrifuging for 
twenty minutes at 1000 revolutions per minute. The super-
natant was thought to contain a raw enzyme. 

Purification
This step was accomplished by ammonium sulfate pre-

cipitation. Ammonium sulfate was added to the extract en-
zyme liquid with gradual saturation ratios ranging between 
20% to 80%. The precipitate of each saturation ratio was 
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dissolved in a suitable volume of 0.02 M phosphate buffer 
at pH7. The sample was dialyzed overnight at 40C against 
phosphate buffer. Dialyzed sample concentrated on sucro-
se and stored at 40C10.

DEAE-Cellulose 
Column of  DEAE-cellulose  (19 x 1.9 cm) was equi-

librated with 20mM Tris-HCl buffer, pH 7.0, before being 
loaded with the concentrated crude extract. Different con-
centrations of NaCl prepared in the same buffer at a 1 mL/
min flow rate were used to elute the enzyme, and 3mL frac-
tions were collected.

Sephacryl S-200
Glutaminase (peak with maximum activity) was applied 

to a Sephacryl S-200 column (88 x 0.7cm) that had been 
pre-equilibrated with the same buffer at a flow rate of 0.5mL/
min, and 3mL fractions were collected. 

Enzyme Assay 
Assay for enzyme According to (13), glutaminase was 

determined using the Nesslerization method, which involves 
the conversion of L-glutamine to Ammonia and L-glutamate.

Protein concentrations in crude extracts of plant and 
enzyme concentration were assayed using Bradford's te-
chnique11.

Characterizations  of glutaminase
Bello et al.12 investigated the Influence of several varia-

bles on purified glutaminase activity.

Effect of glutamine concentration 
Glutaminase activity was determined by incubating 

it with various glutamine concentrations (25,50, 100, 150, 
200, and 250mM), and then the level of activity was establi-
shed using Novak and Philips' method13.

Effect of reaction time
The enzyme activity of the purified enzyme was measu-

red after different incubation durations (15, 30, 45, 60, and 
ninety minutes) at thirty-seven centigrade.

Effect of pH on activity and stability of glutaminase 
The optimum pH for maximum glutaminase activity was 

determined by performing an enzyme activity assay at di-

fferent pH values ranging from 7.5 to 9. For that purpose, 1 
% glutamine was prepared by the  0.02 M phosphate buffer 
(pH 7.5 to 9). Reaction mixtures were incubated at 35°C 
for 30 min, and the activity of glutaminase was measured 
as described above. The effect of pH on glutaminase sta-
bility was determined by pre-incubating the enzyme without 
substrate at different pH values (7.5 to 9) using different 
phosphate buffer pH. The residual glutaminase activity was 
determined according to the assay procedure.

Effect of temperatures on activity and stability of 
glutaminase 

The effect of temperature on the glutaminase activity 
was determined by incubating the reaction mixtures at di-
fferent temperatures ranging from 25 to 40°C. After incuba-
tion, glutaminase activity was assayed. Pre-incubating the 
glutaminase enzyme without substrate at various tempe-
ratures was used to examine the Influence of temperature 
on glutaminase stability (25, 30, 35 and 40). The residual 
glutaminase activity was determined according to the assay 
procedure

Results
Several purification procedures were set up to get pu-

rified enzymes for further characterization research. This 
study used seven percentages of saturation ratios to achie-
ve ammonium sulfate precipitation. Figure (1) shows that 
as the ammonium sulfate precipitation ratio increased, the 
specific activity of the enzyme dropped, with the optimal va-
lue being 30%.

Table 1 summarizes the findings of glutaminase puri-
fication steps. The chromatography elution profile on the 
DEAE-cellulose column figure (2) revealed two peaks of 
proteins. Peak two, which had the highest glutaminase acti-
vity, was loaded onto a Sephacryl S-200 column. As shown 
in figure (2), one protein peak occurred during the washing 
stage, and another peak appeared following elution with so-
dium chloride gradient concentrations.

The absorbance at 280 nm of each eluted fraction was 
used to detect these two protein peaks. The activity of gluta-
minase was measured in the second protein peak. The se-
cond peak eluted in fractions 37 to 51 had enzyme activity 
of 1.5, according to the results shown in figure (2).

After elution with phosphate buffer, just one peak (frac-

Nedhaal Suhail Zbar
Volume 7 / Issue 3 / 23     •     http://www.revistabionatura.com

Figure 1. Precipitation of enzyme at 
different ratios of ammonium sulfate 
saturations.
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tions 16 to 28) representing glutaminase activity appeared, 
and enzyme activity reached 1.8 u/ml, as shown in figure 
(3). 

Finally, the protein concentration, enzyme activity, and 
specific activity in this concentrate were 0.04,1.8, and 45, 
respectively, with a purification fold of 4 and an enzyme 
yield of 200 percent, as shown in table (1).

Characterization Of Glutaminase

The concentration of the substrate
The glutaminase activity rose progressively as the 

content of L-glutamine increased, according to the results 
shown in figure (4). When the substrate concentration was 
150mM, glutaminase activity was 1.8 U/ml; Activity of Gluta-
minase was 1.8 U/ml at this concentration. 

Reaction time has an effect
The ideal reaction time was 30 minutes, and the enzy-

me activity was 2 units per milliliter, as shown in figure (5).  

The effect of pH
The effect of pH on Capsicum annuum glutaminase ac-

tivity was examined. When the pH of the reaction mixture 
was increased to 8.0, the highest glutaminase activity was 
found, and the activity of the enzyme was three units per mi-
lliliter at this pH, as in figure (6). Glutaminase was more sta-
ble and kept all its activity at pH 8, as illustrated in figure (7). 

Temperature's Influence
Different temperatures (25, 30, 35, and 40°C) were uti-

lized to find the optimum enzymatic reaction temperature 
for the activity of glutaminase isolated from the Capsicum 
annum.

When the temperature of the reaction mixture was 
elevated to 35°C, the highest activity of glutaminase was 
achieved, as shown in figure (8). At this temperature, the 
enzyme activity was increased to 5 Units per ml. ‎The hi-
ghest glutaminase activity in most species was discovered 
to be at 37°C2. 

Increases or decreases in the temperature of the incu-

Purification and characterization of glutaminase from Iraqi fruit of Capsicum annuum

Figure 2. Ion exchange chromatography(Column of DEAE-cellulose  (19 x 1.9 cm) was equilibrated with 20mM Tris-HCl 
buffer, pH 7.0, flow rate 1 ml/min.

Figure 3. Gel filtration of glutaminase  Sephacryl S-200 column (88 × 1.6 cm)  equilibrated with the same buffer at a flow 
rate of 0.5mL/min, and 3mL fractions were collected. 



4 Table 1. Purification steps of glutaminase from Capsicum annum.

Figure 4. Optimum glutamin (substrate) concentration. 

Figure 5. Optimum catalytic reaction time. 

Figure 6. Effect of pH on Enzyme activity. 
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bation chamber above or below the ideal temperature, on 
the other hand, result in a drop in enzyme activity.

These fluctuations in asparaginase activity revealed 
that the optimal temperature for maximum activity of the 
asparaginase reaction was 37°C, with activity decreasing 
when the temperature was above or below the optimum. 
A nonlinear relation between glutaminase and temperature 
stability was detected in figure (9).

Discussion
These findings were confirmed by (14), who discove-

red that enzyme activity and substrate concentration have 
a positive connection ‎and that when the asparaginase con-
centration was constant, the reaction rate increased with 
increasing substrate concentration until the maximum rate 
was reached (steady-state), after which the increase in 
substrate concentration had no effect on the rate of reac-
tion and had no significant effect. ‎ There are no enzyme 
molecules in a steady state. Free to act on molecules that 
aren't substrates. Furthermore,  substrate inhibition might 
develop when there is an excessive amount of substrate 
in the reaction mixture; substrate inhibition might develop15, 
according to Figure (4). When the glutamine concentration 
was 150mM,  glutaminase generated by the Capsicum an-
nuum attained a steady state.

According to previous findings, glutaminase binds 
substrate properly in the reaction mixture after 30 minutes 

of incubation, resulting in maximum enzyme activity. Accor-
ding to (16), time is an essential factor in determining enzy-
me activity; hence methods with short incubation durations 
are preferred when evaluating enzyme activity.

Most plant asparaginases have been found to have 
their highest activity at alkaline pH ranges, such as 7.5, 8.0, 
and 8.517. Most plants have their highest enzyme activity at 
or near neutral pH5. The most significant activity of E. coli 
asparaginase was observed at alkaline pH, which is most 
likely related to aspartic acid and aspartate balance. Be-
tween pH 7.5 and 8, moreover half of its activity was preser-
ved. Although maximum activity at physiological pH is one 
of the requirements for anticancer activity in L-asparagina-
se, the purified enzyme would be helpful because it kept 80 
percent of its activity at pH 7.5. The range of temperature 
was selected to study its Influence and was shown to be the 
most conducive to enzyme activity13. When incubated for up 
to 24 hours at pH 8, the enzyme showed stability, retaining 
100% of its initial activity (7). The pH optimum of L-aspara-
ginases from various plants, on the other hand, ranged from 
8.0 to 8.515.

L-aspartic acid has a stronger preference for the enzy-
me's active site at an acidic pH. pH fluctuations are caused 
by changes in the concentration of hydrogen ions (H+) in 
the reaction mixture; This can lead to significant alterations 
in the protein's three-dimenttional structure, resulting in en-
zyme destruction18. The Influence of pH on enzyme activity, 
on the other hand, was caused by its effect on the ioniza-
tion state of the substrate7. In these circumstances, It acts 

Figure 7. Effect of pH on enzyme 
stability. 

Figure 8. The best temperature for glutaminase activity. 
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as a competitive deterrent.‎ In an alkaline pH environment, 
the equilibrium swings in favor of glutamate. ‎Which has a 
lower affinity for the active site enabling; in this instance, the 
interaction with the substrate L-glutamine is more advanta-
geous19,20. In this situation, the link with the substrate L-glu-
tamine is well balanced16. Bello12 discovered that polyphe-
nol oxidase from Irvingia gabonnensis works best at pH 8.0.

Up to 180 minutes of incubation time was tested on the 
crude extract of chitosanase activity from pepper leaves 
and Opuntia peels. The chitosanase activity from pepper 
leaves was found to rise as the reaction time increased up 
to 180 minutes at 40°C. The activity of chitosanase and the 
reaction time are proportional. Similarly, chitosanase from 
opuntia peels increased as the reaction time was extended 
up to 120 minutes at 40°C 11. After 1 hour of incubation at 
37°C, the enzyme activity remained steady. After incubation 
for 15 minutes 20, asparaginase from Vigna. unguiculata 
was stable up to 40°C. After incubation at 40°C and 450°C, 
asparaginases from Pectobacterium carotovorum and Cap-
sicum annuum kept their initial activity for 60min, respecti-
vely21.

Conclusions
Glutaminase was purified in three steps; first 30% satu-

ration of ammonium sulfate precipitation, second DEAE-Ce-
llulose chromatography, and sephacryl S-200 chromatogra-
phy. When glutaminase was incubated for 30 minutes at 
35°C in the presence of 0.05 molar potassium phosphate 
buffer solution at pH 7, it was incubated with one hundred 
fifty mili molar glutamine,‎ the enzyme's maximum activity 
was 1.8 unit per ml.
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Study of HLA-G gene polymorphism and serum level of soluble HLA-G in 
patients infected with Mycobacterium tuberculosis
Bushra J. Al –Tamimi1, Qasim S. Al-Mayah2*, Hadeel S. Abd-Alwahab2

Abstract: Tuberculosis affects about one-third of the world population. The incidence of the disease differs significantly 
among populations living under almost similar conditions, indicating the role of genetic factors. The present study aimed 
to appraise the impact of HLA-G gene polymorphisms and soluble HLA-G on the susceptibility to pulmonary tuberculosis. 
48 patients with pulmonary tuberculosis and other 42 age- and sex-matched healthy individuals were included in the study. 
Both groups evaluated two gene polymorphisms in the HLA-G gene and soluble HLA-G protein. The frequency of Del/
Del genotype of rs66554220 (14-bp Ins/Del) polymorphism in patients was 8.33% which was higher than that of controls 
(2.38%) with a significant difference (crude OR= 9.26, 95%CI=1.06-80.93, p=0.044). Such association remained significant 
after adjusting for confounding factors, including smoking, family history, socioeconomic status and residence (adjusted 
OR= 11.83, 95%CI=2.77-50.51, p= 0.01). The median serum level of soluble HLA-G in patients was 34.0 ng/ml (range 
6.18-74.25 ng/ml), which was greater than that of controls (median 20 ng/ml, range 312-71.98 ng/ml) with a significant 
difference. We can conclude that The Del/Del genotype of rs66554220 (14-bp Ins/Del) polymorphism is an independent 
risk factor for pulmonary tuberculosis in the Iraqi population.
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Introduction
Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuber-

culosis, is one of the most widespread infections affecting 
about one-third of the total population, with more than eight 
million new cases and two million lethal outcomes registe-
red annually1. TB is exacerbated by the emergence of multi-
drug- and extensively drug-resistant bacterial strains2.

The incidence rate of TB differs significantly among 
different races, ethnicities, and families, indicating predis-
posing genetic factors for this disease. Multifaceted interac-
tions of M. tuberculosis with ecological and host genetic fac-
tors have a decisive role in TB development. Host-related 
genetic features explain, at least in part, why some people 
are more or less prone to infection. Numerous lines of evi-
dence, comprising twin studies3, genome-wide linkage di-
sequilibrium investigations4, and genome-wide association 
studies (GWAS)5, demonstrated that host genetics signifi-
cantly affect a subject's susceptibility to TB. Human leuco-
cyte Antigen-G (HLA-G), a non-classical primary HLA class 
1B particle, can be involved in the suppression of many 
cells like natural killer (NK) cells, dendritic cells, CD4+ and 
CD8+ lymphocytes6. HLA-G protein hypothetically occurs 
as 7 isoforms comprising 4 membrane-bound (HLA-G1, 
-G2, -G3, and -G4) and 3 secreting soluble (HLA-G5, -G6, 
and -G7) proteins7. The HLA-G gene occupies the loci 
6p21.31 on chromosome 6. Due to alternative splicing of its 
transcript, the HLA-G gene encodes for membrane-bound 
(HLA-G1 to HLA-G4) and/or soluble proteins (HLA-G5 to 
HLA-G7)8. Serum levels of soluble HLA-G (sHLA-G) may 
be associated with different HLA-G genotypes9. One of the 

most commonly studied variants in this gene as a risk fac-
tor for reproductive disorders is 14-bp Insertion/Deletion 
(rs371194629: c.*65_*66ins ATTTGTTCATGCCT) located 
at 3′ untranslated regions (3′UTR). Insertion variant of  14-
bp produces extra splicing by which 92 bases are deleted 
from the beginning of exon 810. Such deletion may influen-
ce the stability of mRNA, which is linked with relatively low 
levels or even the absence of sHLA-G in serum9,11. Castelli 
et al. proposed an amalgamation of several single nucleoti-
de polymorphisms (SNPs) is responsible for expressing the 
HLA-G gene12,13. Thus, besides 14-bp Insertion/Deletion, 
other SNPs in the HLA-G gene promoter called rs1063320 
(+3142G>C) might influence the HLA-G expression14. Se-
veral modern studies examined the role of these variants in 
infectious15  and non-infectious disease14,16 with controver-
sial results. However, to the best of our knowledge, there 
were no prior studies about the effect of these variants in 
TB. This study aimed to assess the sHLA-G role and two 
gene polymorphisms in the HLA-G gene in the susceptibility 
to TB.

Materials and methods 
This case-control study included 48 patients with pul-

monary TB (pTB). Those patients were presented to the 
consultant clinic for respiratory diseases in Hilla, Iraq, from 
December 2020 to July 2021. All patients were undergone 
full clinical and radiological examinations prior to laboratory 
assessment. Informed consent was gathered from all the 
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participants. The study fulfilled the ethical standards of the 
Helsinki Declaration. A healthcare professional confirmed 
TB based on clinical manifestations, radiological findings 
and positive sputum Zeihl-Neelsen (ZN) stain for the cau-
sative bacilli. Septum samples were inoculated on Lowens-
tein-Jensen media if these methods did not produce a con-
clusive result. The inoculation time of the bacilli extended 
up to 8 weeks17. Bacterial growth was considered positive 
when yellowish colonies appeared on this medium within 8 
weeks of inoculation. Otherwise, the result was considered 
harmful, and the suspected patients were excluded from the 
study. Other age- and gender-matched families unrelated 
to 42 healthy individuals were considered a control group. 
Subjects with a previous history of TB, autoimmune disea-
se, diabetes, and chronic disease were excluded.

Data Collection
Approximately 5 milliliters (ml) of venous blood were ob-

tained from each participant and divided into two aliquots: 2 ml 
in ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) tubes and 3 ml 
in plain tubes where serum was separated by centrifugation.

DNA Extraction and Gene Amplification
A ready commercial kit (Favorgen/ Taiwan)  was used 

for genomic DNA extracted from whole blood according to 
the manufacturer's protocol. The HLA-G gene fragment mat-
ching the rs1063320 (+3142G>C) and rs66554220 (14-bp 
Ins/Del) polymorphisms in the 3'UTR were amplified with 
two sets of primers18. The 25 μL polymerase chain reaction 
(PCR) reaction comprises 1 μL of extracted DNA (100 ng/
mL), 1 μL of each primer (10μM), 10 μL of 2x Taq polymerase 
(Genet Bio, Korea), and 5 μL double deionized water. The 
PCR conditions for rs1063320 were as previously mentio-
ned19. The expected amplicon length was 406 bp. Ten μL 
of PCR products were processed with BaeGI restriction en-
zyme (New Biolabs/England). The enzyme acts on the G 
allele, cutting the fragment into 316-bp and 90-bp. For the 
rs66554220, the PCR conditions encompassed an initial de-
naturation for 5min at 95oC tracked by 35 cycles of denatu-
ration for 30 sec at 95oC, annealing at 56oC for 30 sec, and 
extension at 72oC for 30 sec, with ultimate extension at 72oC 
for 5min. The PCR products were undergone electrophore-
sis in 2% agarose gels and were observed under UV light. 
Product sizes were 127-bp for Del and 141-bp for Ins allele.

Serum Level of Soluble HLA-G
A commercial ready kit  (Human Leukocyte Antigen G 

Kit, Cusabio, China) was used to estimate the concentration 
of sHLA-G in serum samples from patients and controls. 
The protocol of the manufacturer was followed precisely. 

Statistical Analysis
The SPSS software (version 25) was used for all sta-

tistical analyses. The significance of different genotypes of 
rs1063320 and rs66554220 as a risk factor for pBT was as-
sessed by calculating the odds ratio (OR) and its correspon-
ding 95% confidence intervals (CI). For this task, both uni-
variate and multivariate logistic regression were employed. 
For such analysis, subjects with wild homozygous genotype 
were considered as references, and different variants were 
considered dependent variables. Risk factors such as age, 
gender, residence, family history, smoking and socioecono-
mic status (SES) were entered into the model as confoun-
ders. Chi-square was used for testing the deviation of di-
fferent genotypes from Hardy- Weinberg equilibrium (HWE) 

and to compare the categorical variables between patients 
and control. Data regarding the serum level of sHLA-G were 
subjected to the Shapiro Wilk test (normality test) and were 
found to be non-normally distributed. Accordingly, a nonpa-
rametric Mann-Whitney U test was used to compare serum 
levels of sHLA-G between patients and controls. A p-value 
< 0.05 was considered statistically significant.

Results

General Characteristics of the Study Population
The mean age of the patients was 62.17±9.12 years, 

comparable to that of the controls (58.26±8.82 years) with 
no significant difference. Likewise, there were no significant 
differences between the two groups regarding gender dis-
tribution and family history of pTB. However, low SES, ex/
current smokers, and rural residents were more frequent 
among patients (37.5%, 53.42% and 70.33%, respectively) 
than among controls (11.9%, 14.29% and 45.24%, respecti-
vely) with significant differences (Table 1).

Molecular Assay
Each of rs1063320 (+3142G>C) and rs66554220 

(14-bp Ins/Del) SNPs appeared in three genotypes. For 
rs1063320 (+3142G>C), these genotypes were GG, GC 
and CC, while the genotypes for rs66554220 (14-bp Ins/
Del) were Ins/Ins, Ins/Del and Del/Del.

The frequency of different genotypes and alleles of both 
SNPs in either patients or controls followed the Hardy-Wein-
berg equilibrium. For rs1063320 (+3142G>C), patients and 
controls had a comparable rate of genotypes and alleles with 
no significant differences. On the other hand, the frequen-
cy of Del/Del genotype in patients (8.33%) was higher than 
that of controls (2.38%) with a significant difference (crude 
OR= 9.26, 95%CI=1.06-80.93, p=0.044). Although the del 
allele was remarkably more frequent in patients than con-
trols (38.54% vs. 26.19%), the difference was not significant 
(crude OR= 1.77, 95%CI=0.93-3.34, p=0.083) (Table 2).

All factors that had a p-value<0.1according to the uni-
variate analysis, were entered into the multivariate model. 
After adjusting for confounding factors, including smoking, 
family history, residence and SES, the multivariate analy-
sis revealed a significant independent association between 
Del/Del genotype of rs1063320 (+3142G>C) SNP with the 
incidence of pTB (adjusted OR= 14.19, 95%CI=1.14-17.7, 
p=0.039). Furthermore, each of low SES and rural residen-
ce were also independent risk factors for pTB (adjusted 
OR= 57.0, 95%CI=13.3-23.2, p= 0.001 and adjusted OR= 
11.83, 95%CI=2.77-50.51, p= 0.01) as shown in table 3.

Serum Level of Soluble HLA-G
Median serum level of sHLA-G in pTB patients was 

34.0 ng/ml (range 6.18-74.25 ng/ml), which was higher than 
that of controls (median 20 ng/ml, range 312-71.98 ng/ml) 
with a significant difference (Figure 1).

Discussion
In the present study, low SES, smoking and rural re-

sidence were significantly associated with susceptibility to 
pTB in univariate analysis. However, in multivariate analy-
sis, smoking was not significant. The association of poverty 

Bushra J. Al –Tamimi, Qasim S. Al-Mayah, Hadeel S. Abd-Alwahab
Volume 7 / Issue 3 / 24     •     http://www.revistabionatura.com



3

with adverse health conditions was previously proved not 
only with TB but almost with all infectious diseases. Low 
SES is always associated with many predisposing factors 
for TB, such as low education level, high crowding, and 
low-quality water supply, which increase the chance for di-
sease occurrence and transmission. Rural residents may 
have less access to health centers and low hygienic mea-
sures compared with urban residents. Thus, rural residents 

are more prone to infectious diseases, including TB, which 
can be a source of infections for other people because, in 
many cases, the patient is not got the proper treatment.

The most exciting finding in the present study was that 
the Del/Del genotype of the rs66554220 polymorphism 
was significantly associated with an increased risk of pTB 
(14.19,95%CI=1.14-17.7). This implies that individuals carr-
ying this genotype have a 14-time greater risk of developing 

Study of HLA-G gene polymorphism and serum level of soluble HLA-G in patients infected with Mycobacterium tuberculosis

Table 1. General characteristics of the study population.

Table 2. The frequency of genotypes alleles of rs1063320 (+3142G>C) and rs66554220 (14-bp Ins/Del) in PTB patients 
and controls.
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Figure 1. Median 
serum level of sHLA-G 
in patients and controls.

pTB than those carrying Ins/Ins genotype under the same 
circumstances. Most available studies addressing this poly-
morphism focused on non-infectious diseases. For exam-
ple, García-González21 evaluated the 14-bp Del/Ins HLA-G 
polymorphism in acute coronary syndrome and type 2 dia-
betes mellitus (T2DM).  The Ins/Ins genotype was associa-
ted with high blood pressure in diabetic patients. Another 
study found a significant association between the Ins/Ins 
genotype and coronary artery disease (CAD)22. The 14-bp 
insertion polymorphism was found to raise HLA-G mRNA 
instability, with a subsequent downregulation of HLA-G ex-
pression and reduction in membrane-bound and soluble 
mRNA isoforms production23. Svendsen et al.24 demonstra-
ted that an increase in the expression of membrane-bound 
HLA-G1 coincided with a reduction of NK cytotoxicity in 
14-bp/Ins transfected K562 cells compared to 14-bp/Del 
transfected cells. Furthermore, the study also showed that 
the HLA-G1 14-bp/Del allele was associated with a higher 
sHLA-G1/mHLA-G1 ratio than the 14-bp/Ins allele. Based 
on these observations,  it can be speculated that the 14-bp/
Ins associated with the protective role against pTB in the 

current study could be in charge of the main expression of 
membrane-bound isoforms of HLA-G, with eventual T-hel-
per type 2 immune response and anti-inflammatory cytoki-
nes production.

Another critical finding in the present study was that 
sHLA-G was significantly higher in patients than in con-
trols. Again most previous studies investigated this protein 
in non-infectious diseases. Fainardi et al.25 investigated the 
variations in serum sHLA-I levels in multiple sclerosis (MS) 
patients under interferon (IFN) therapy. The authors de-
monstrated an elevation in serum sHLA-I levels one-month 
post-therapy. Furthermore, serum sHLA-I levels surged in 
responders compared with non-responder patients during 
the first trimester of treatment, suggesting that the favorable 
effect of interferon could be intermediated by increment in 
serum sHLA-I levels during the treatment course. This im-
plies the immune suppression nature of this protein, which 
is incredibly beneficial in MS but harmful in TB. Many other 
studies supported this assumption that reported increased 
levels of HLA-G in breast cancer patients17,18,26. HLA-G pro-
tein is thought to have an immuno-inhibitory consequence 

Table 3. Multivariate 
analysis adjusted for 
confounding factors.
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on antigen-presenting cells (APCs), NK cells and T cells 
through the interactions of their specific inhibitory receptors, 
with KIR2DL4, which are expressed by almost all subsets 
of T-cells27. Additionally, as some anti-proinflammatory cyto-
kines like interleukin (IL)-10 can boost HLA-G expression, 
which increases IL-10 production, it has been assumed that 
HLA-G antigens may have a role in immune modulation via 
promoting the immune switching from Th1 to Th2 response28. 

Conclusions
Collectively, these data suggest that the del/del genoty-

pe of the rs66554220 polymorphism can be a risk factor for 
pTB by increasing HLA-G expression.
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Submission and Phylogenetical of Local Isolated Trichophyton interdigi-
tale of Iraqi Patients in NCBI
Atyaf Saied Hamied

Abstract: Dermatophytes are species with slight genetic variation, and are yet several uncertainties about the differences 
among species. This study aims to isolate and diagnose the Trichophyton interdigitale by molecular technique and to 
reveal the phylogenetic distance and similarity of the Iraqi isolates to other isolates from the globe, in addition, to submit 
the obtained sequences to the NCBI database. This study included 86 with multiple lesions on different parts of the body. 
The results showed different variations within the ITS gene between the isolates. It was concluded that Trichophyton 
interdigitale in Iraqi isolates had two types of substitution variations (Transition and Transversion) different than global 
isolates. Moreover, it appeared according to the phylogenetic tree, the similarity was 97% with isolates from the Czech 
Republic and Japan, whereas 98% with the isolates from France and Germany.

Key words: Dermatophytes, genetic variations, ITS gene, multiple lessons.
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Introduction
The keratinophilic group is categorized by several ge-

nera such as Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, 
Nannizzia, Paraphyton, Lophophyton, and Arthroderma; 
additionally, one of the well-known fungi which belong to 
the genera are dermatophytes. Those fungi can infect both 
humans and animals and can cause severe conditions1.

Dermatophytes are fungi that can cause dermatophyto-
sis as they can produce protease and keratinase, which 
degrade keratin and thus lead to invasion and infection of 
different body sites. Genetic factors have a central role in 
the pathogenesis of dermatophytosis2. One of the examples 
of anthropophilic is Trichophyton interdigitale, which causes 
dermatophytosis. Keratomycosis, also known as fungal ke-
ratitis, is a cornea infection. If this infection has been mis-
diagnosed or has been delayed to diagnosis can lead to 
loss of vision3. Several studies have been done to know the 
incidence distribution in the different geographical areas of 
the world, including Iraq, specifically, Baghdad governara-
te, by Minnat and Jinan4, Jordan5, Kuwait and Saudi Arabia 
mentioned in previous study6.

The most well-known technique to diagnose and diffe-
rentiate between species and sub-species is PCR-based 
assays, considered a quick method7. Following PCR, se-
quencing is an effective method and informative for diagno-
sing fungal infections. Classification and taxonomy can be 
further improved by phylogenetic analysis of internal trans-
cribed spacer (ITS) gene8. Therefore, the current research 
aimed to isolate Trichophyton interdigitale, sequence the 
ITS1 gene, and compare the resulting sequence with globa-
lly NCBI database sequences.

Materials and methods 

Subjects
This study included 86 people admitted to the derma-

tology department of (Al-Yarmook teaching hospital) with 
multiple lesions on different body parts. One of the subjects 
has lost vision in a single eye. Dermatological examinations 
of all the subjects showed extensive erythematous plaques 
with clear borders and scales, scattered red papules with 
ulceration, and scabs throughout the body. The patients 
complained of mild itchiness over the lesions and pain in 
the left eye.

The ethic consent
The consent for the collection of multiple lesions on di-

fferent parts of the body was obtained from the participants, 
and also the study was consented to by ethical committees 
in the Iraqi Ministry of Health/ Al-Yarmook teaching hospital/
Baghdad-Iraq)April 2021-August 2021).

Excluded criteria
Patients with diabetes, eye trauma, or other significant 

medical disorders have been excluded.

DNA extraction
DNA has been extracted from all the samples by using 

a commercial kit (ZR Fungal/Yeast/Bacterial DNA MiniPrep, 
Zymo research).

Amplification of Gene ITS
The amplification of the ITS gene was done by oligonu-
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cleotides that specify a region of 600bp a sense primer (ITS 
F: 5′- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3′) and antisense pri-
mer sequence (ITS R:5′ TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) 
(Xie et al., 2008) Primers supplied by IDT (Canada). The 
final volume of PCR was 25 µl which included 3µl of eluted 
DNA, 10 µl PCR Pre Mix (Intron, Korea), 0.5 µl of primer 
sense and antisense then nuclease-free water was used to 
complete the volume to 25 µl. After the addition of all the 
components, the prepared samples were placed into a ther-
mal cycler machine and programmed as follows;: 3 min of 
denaturation at 94, followed by 35 cycles of 94 °C for 45s, 
52°C for 1 min and 72 °C for 1min with final incubation at 
72 °C for 7 min using a Thermal Cycler (Gene Amp, PCR 
system 9700; Applied Biosystems).

Results
The DNA was extracted successfully as the electropho-

resis results of the eluted DNA showed a single band by all 
the samples. After the PCR run, the amplified product also 
resulted in a single band in electrophoresis at 600 bp for the 
positive samples, as shown in figure (1; A), and the results 
showed that 10 out of the 86 samples (11.6%) were positive 
with Trichophyton interdigitale. The results of electrophore-
sis are shown in figure (1).

The amplified region of the 10 positive samples has 
been sequenced by micro gen company (Korea), and each 
resulted sequence aligned to a high score nucleotides se-
quence within the BLAST database; the results in figure (2) 
showed the sequence of the sample (2) aligned to a se-
quence that shown a high score (568-bit score) and 98% 
compatibility which accompanied with zero gaps. For further 
analysis, nucleotides 347bp (corresponding Trichophyton 
interdigitale isolate AJJM7 internal transcribed spacer gene 
positions of the GenBank accession no. MH383047) of 
the ITS gene were used. The sequences were analyzed 
by using NCBI/BLAST. This study's obtained sequence of 
ITS gene was deposited in GenBank under accession nos. 
OL673018.

Summarized details for two types of substitution varia-
tions are shown in table (1); sample sequences have been 
labeled by numbers as shown in the table. The various 
sequence percentage was 2% for both samples 2 and 5. 
And this percentage of difference includes 5 variations; two 
Transition (first one is T\ C located in the 74bp and the se-
cond one is A \G located in the 238bp) and three transver-
sions (T\ G in 73bp, T\ G in 72bp and A \C in 235bp). Sam-
ple 6 showed variations in two transitions (T\ C in the 50bp 
and A\G in 207 bp) and three transversions (T\G in 81bp, 
T\G 83bp and A\C in 210bp). Both samples 7 showed three 
transversions (at 594 bp G\ T, at 600bp C\ G and 602bp T\ 
G) while the other samples showed 100% similarity.

The phylogenetic tree analysis has been done using 
the Maximum Likelihood method and is represented in figu-
re (3). The Iraqi isolate of this study (OL673018) is shown 
in the same clade as the Iranian isolate (KT192478.1), and 
this clade share 98% similarity with another clade, inclu-
ding France isolate and Germany isolate (MW8980291 and 
AJ270790.1, respectively) both clades showed 97% simi-
larity with both separate isolates one from Japan and one 
from the Czech Republic (AB193720.1 and LT897808.1, 
respectively).

Discussion
Detecting dermatophytes by the usual microscopic me-

thods can cause problems such as false negative results. 
Due to morphological similarity and existing intermediate 
forms and variants, unequivocally separating these der-
matophytes is not always straightforward, and sampling 
appropriate isolates for research is often troublesome9. The 
molecular study has therefore been used to compare the 
sequence of the ITS1 gene with the sequences of this gene 
within the public databases of the globe. For those reasons, 
this study aimed to diagnose dermatophytes by molecular 
technique and to compare the resulted sequence of ITS1 
gene with the sequences of this gene within the public da-
tabases of the globe.

Atyaf Saied Hamied
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Figure 1. A; PCR product the band size 600 bp. The product was electrophoresis on 2% agarose at 5 volt/cm2. 1x TBE 
buffer for 1:30 hours. N: DNA ladder (1000 plus).
B; Gel electrophoresis of genomic DNA extraction from fungi, 1.5% agarose gel at 5 vol /cm for 1 hour.
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In a previous study by de Hoog et al.1, many genes 
were detected and sequenced. And the results revealed a 
new taxonomy of dermatophytes. T. interdigitale only inclu-
ded the anthropophilic species, and zoophilic T. interdigitale 
isolates belong to the species T. mentagrophytes. Another 
study was done by (10) that sequenced four T. mentagro-
phytes genomes and exhibited that T. mentagrophytes and 
T. interdigitale belong to the same phylogenetic species. In 
this study, according to the overall average obtained from 
intraspecies and interspecies pairwise distances of com-
bination concerning the seven loci, T. interdigitale and T. 

mentagrophytes were regarded as species complexes that 
may be affected by the epigenetic change during the loca-
lization of the animal and human body. Furthermore, they 
likely share a common ancestor, and T. interdigitale species 
are descendants of T. mentagrophytes species. This study 
confirms the results of the study undertaken by (10). The 
present study successfully confirmed that ITS1 region is sui-
table for providing target genes for molecular identification 
of the Trichophyton interdigitale. Variation in the nucleotide 
composition of the ITS1 region was successfully employed 
for recognition among the samples. Various targets have 

Submission and Phylogenetical of Local Isolated Trichophyton interdigitale of Iraqi Patients in NCBI

Figure 2. Alignment analysis of ITS1 gene. Query symbolizes the gene sequence of the sample; Subject represents the 
gene sequence by the database of NCBI.

Table 1. Variations of se-
quences with ITS1 aligned 
sequence.
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Figure 3. Evolutionary analysis tree by Maximum Likelihood method for the Iraqi isolated in this study with other global 
isolates.
been employed for DNA-based identification and discrimi-
nation of pathogenic Trichophyton interdigitale. To the best 
of our knowledge, this study was one of the first studies 
that isolated Trichophyton interdigitale and was diagnosed 
by molecular technique in Iraq. Another study diagnosed 
Yoshikawa et al.11 Trichophyton rubum from Al-Dewani-
yah General Hospital and found positivity of dermatophyte 
characters in only 5 clinical samples out of 30. A previous 
study in Iraq found that most of the organisms isolated from 
people suspected of dermatophytes belong to the genera 
Trichophyton12. 

Conclusions
It was concluded that Trichophyton interdigitale in Iraqi 

isolates had two types of substitution variations (Transition 
and Transversion) different than global isolates. Moreover, 
according to the phylogenetic tree, the similarity was 97% 
with isolates from the Czech Republic and Japan, whereas 
98% with the isolates from France and Germany.
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Parasitic contamination of some fresh and collected vegetables from 
Mosul City markets
Bushra H. Al-Niaeemi1, Najwa M. Ahmed1, Wahda A.Kharofa2

Abstract: The current study specifies the rate of spreading the parasites in fresh vegetables sold in shops located on 
the left and right sides of the city of Mosul. 600 samples were collected, 300 for each side left and right, with 15 samples 
of each Lettuce, Celery, Pepper, Tomatoes, Onions and Carrots. Results showed significant differences in the rates of 
contaminating variables with intestinal parasites at probability level  (p<0.05) on both sides, where it was noticed that 
the percentage of contamination on the right side (39%) was higher than the one on the left side(26%). The results 
also showed that fresh vegetables are contaminated with three types of intestinal parasites: Entamoeba histolytica, 
Giardia Lamblia, Entamoeba coli, and four types of intestinal worms as follows: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichura, 
Hymenolypis nana, Enterobius Vermiculoris. The highest contamination percentage with intestinal protozoa was found with 
Entamoeba histolytica parasite (67%) on the left side. On the right side, the percentage of contamination was Entamoeba 
histolytica (50%) in each of the tomato plants and coriander., and the highest percentage of contamination with intestinal 
worms was by Ascaris lumbricoides worm on the left side (40%) and in the right side (29%). Also shown from the results, 
the percentage of single contamination in the fresh vegetables was higher than the double and triple contamination. The 
single contamination was found with a percentage of (82-95%) on both sides, respectively and also noticed in the current 
study, the leafy vegetables (lettuce and celery) and Tomato, which are the most vegetables contaminated with parasites in 
both sides in comparison with the rest types of vegetables.

Key words: Contamination, intestinal parasites, vegetables, left and right sides.

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

Introduction
Vegetables are essential to a healthy person's diet due 

to their nutritional value. Raw vegetables are an essential 
source of vitamins, fiber, and minerals. They contain vita-
mins necessary for the human body, such as vitamin C, E, 
and A, and other elements such as calcium, magnesium, 
potassium and iron. Regular consumption of vegetables is 
associated with a lower incidence of cardiovascular disea-
ses because they do not contain cholesterol at all1, but mi-
susing them leads to significant damage. Reports in recent 
years pointed to frequent parasite contaminations resulting 
from eating fresh vegetables. Residents of many countries 
in the world eat raw vegetables or only expose them to the 
sun to keep their taste, which increases the possibility of 
parasites existing in them, and eventually, these parasites 
will easily reach humans2,3.     

Naturally, food is considered a source of contamination 
for humans if they are contaminated by collecting, produ-
cing or transporting. Also, using animal manure by farmers 
to fertilize the soil without exposing it to sunlight for some 
time may lead to the transport of parasites and infections 
in humans4. On the other hand, using drainage waters to 
irrigate plants is also considered essential for transporting 
all types of parasites to the soil, animals, and humans5,6.

Parasites are widely spread in all countries of the world, 
including the developed ones; the percentage of contamina-
tion in these countries is estimated at 60%. The probability 

of the existence of parasites increases in societies that lack 
health awareness, and man is contaminated with those pa-
rasites through contaminated water, meat, fruit and conta-
minated vegetables. Some of these parasites are transpor-
ted by insects, and some are transported from the mother to 
the fetus. Man is also considered a host for more than (100) 
types of parasites as forms of eelworms, cestode worms, 
trematoda, protozoa. Parasites also affect human tissues 
and organs, causing different symptoms such as diarrhea, 
bloating, malabsorption, dysentery and anemia, and some 
of them cause Asthma, arthritis, and skin ulceration7,8.

Many survey studies have been made about parasites 
that associate fruit and vegetables in many countries of the 
world9,10 among them a study by (11) in the Saudi Arabia 
Kingdom when the eggs of Ancylostoma duadenale and En-
tamoeba coli in cress, radish, lettuce and melon. In Tabriz in 
Iran, (1) could identify the Ascaris lumbriocoides and Giar-
dia lamblia in parsley, lettuce, leek, and cress in Nigeria1,2,4,5.  

Because of the increase in consuming vegetables re-
cently by man, and as far as these vegetables have dan-
gerous disease effects if they are not well sterilized; then 
comes the current study aims to investigate the rate of the 
existence of worms, eggs and cysts of protozoa to avoid 
being affected by them because this may represent an envi-
ronmental catastrophe.
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Materials and methods 

Collecting of samples
In the current study (600) samples of fresh vegetables 

were collected (300 from the left side and 300 from the right 
side), (50) samples for each of these vegetables during the 
period of times (the 1st of March 2021, to 30th December 
2021). The samples were collected randomly from the local 
markets on the right and left sides of the city of Mosul. Tho-
se vegetables included Lactuca stavia (Lettuce), Apiumgra-
veolens (Celery), Capsicumannuum (Papper), Lycopersion 
esculentum (Tomatoes), Allium cepa (Onion) and Daucus 
carota (Carrots). Then the samples were put in plastic bags, 
each alone in one bag; then, their titles were written on the 
bags and sent to the laboratory to search for cyst stages of 
protozoa and worms for six hours after collecting them.

Examination of samples
The vegetables were washed with a quantity of distilled 

water; after that, the water was refined with medical gauze 
to remove the big stuff, then the precipitate was allowed to 
be precipitated gradually where the refined water was pou-
red, and (5) mm of the precipitate is taken and put in test 
tubes in the centrifuge for (5) minutes with a speed of (2000) 
cycle per minute. After that, the refined liquid will be poured, 
and a quantity of the precipitate is taken and put on a slide, 
then examined by microscope to investigate the protozoa 
cysts and worms eggs12.

Statistical analysis
The data were analyzed using variance analysis and 

the famous analysis program SPSS v.1713.

Results and discussion
Table (1) shows significant differences for the tested ve-

getables between the two sides, right and left, at probability 
level (p<0.05). Contamination on the right side was higher 
than on the left side; the percentage of celery contamination 
was (46%) on the right side, while on the left side, it was 
(34%). As for lettuce contamination, the percentage was 
(44%) on the right side, while on the left side, it was (38%). 
Also, carrot contamination was (34% ) on the right side, whi-
le it was (18%) on the left side. Tomato contamination was 

(24%) on the right side compared to the left side, where it 
reached (20%). Onion contamination recorded high levels 
on the right side (42%), while on the left side, it was (22%). 
The same can be said about capsicum when it recorded 
(44%) of contamination on the right and (26%) on the left 
side.

These rates are higher than those which were recorded 
by (14) in Nigeria, which reached (4.6%) in a study for se-
veral vegetables and higher than the rate11 reached in the 
Saudi Arabia Kingdom, which was (7.8%) where tap water 
was used for washing vegetables. The researcher pointed 
out that the percentage of contamination by worms, eggs 
and cysts stages reached (27.2%) in case of using the sali-
ne solution in washing vegetables.

The high contamination on the right side is due to sewa-
ge waters and human stools near markets. In addition, ve-
getables are irrigated or fertilized by animals and human 
stools instead of nitrogen fertilizer. Also, the existence of 
lonely animals in markets, considered middle hosts, works 
on transporting parasites to vegetables15,16.

Table (1) the highest percentage of contamination 
shows in leafy vegetables (celery and lettuce), and this is 
due to the unorganized form of the leafs of such vegeta-
bles; also, the surface of their leafs contain big pores that let 
cysts and eggs of parasites to stick on it15,17,18. Using animal 
dung in developing countries has a great role in transporting 
the parasite infection. Farmers' ignorance in correct fertili-
zing methods for planted vegetables is considered among 
the main reasons for parasite contamination, and eventua-
lly, they transport these fertilizing methods to the plants19. 
In addition, insects play a role in transporting parasites me-
chanically to the green parts of the plants11. 

It is noticed from the table (2) that there are significant 
differences in vegetable contamination with intestinal proto-
zoa on the left side at probability (P<0.05). The rate of con-
tamination by Entamoeba histolytica of celery (41%). As for 
contamination by Giardia lamblia in celery, the rate reached 
at (29%), also contamination by Entamoeba coli parasites 
recorded a percentage of (0%).

The contamination by E. histolytica in carrots reached 
at (67%) and G. lamblia (22%), while the percentage by E. 
coli was (11%). Also, in tomatoes, the percentage of conta-
mination by E. histolytica reached (40%), while by G. lam-
blia, it reached (36%). As for E. coli, the contamination rate 
was (0%). The contamination in onion by E.histolytica rea-
ched (64%), G. lamblia (36%) and E. coli (8%).

Bushra H. Al-Niaeemi, Najwa M. Ahmed, Wahda A.Kharofa
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Table 1. Percentage of vegetable contamination on the two sides (Left and Right).
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Table (3) reveals the percentage of contamination by 
intestinal protozoa on the right side. Significant differences 
in vegetable contamination by intestinal protozoa were noti-
ced (P<0.05). Results showed significant contamination by 
Entamoeba histolytica in all vegetable samples under study, 
when the contamination percentage in capsicum and Toma-
to reached (50%) both of them, respectively. As for celery; 
the percentage of contamination reached (43%), while the 
contamination in lettuce by E. histolytica reached (41%). 
The researcher1 mentioned in his study that lettuce is one 
of the vegetables that is contaminated by eggs and cysts of 
parasites; when significant differences were found between 
lettuce on the one side and the rest types of vegetables, 
these rates were higher than those which were recorded 
by (11) in the Saudi Arabia Kingdom which reached (17%), 
and followed by wild cress plant with a percentage of (16%), 
these rates are less than those which are recorded by (11) 
in the Saudi Arabia Kingdom which reached (17%). As for 
Tomato, it reached (25%) and lettuce (23%). In celery, the 
rate of contamination by Giardia lamblia (22%). Entamoe-
ba coli recorded the highest percentage of contamination in 
capsicum when it reached (9%) and celery also (9%).  

It is noticed in the table (2 and 3) that the rate of con-
tamination in both sides was high by G. lamblia  and E. his-
tolytica, this may be due to the appropriate environmental 
conditions for developing these phases and this type of 
parasites which transports by water and food and by the 

mechanical transporter (flies), or due to shitting near vege-
table farms in addition to using stools for fertilizing beside 
washing vegetables by water contaminated with parasites 
cysts20-24.

The reason behind the high rate of contamination on 
the left side is the existence of sewage water and human 
wastes near markets. Also, many vegetables are irritated by 
sewage waters or fertilized by human and animal stools ins-
tead of nitrogen fertilizer. Gatherings of stray animals in ve-
getable markets transport the parasites to the vegetables; 
accordingly, they are considered transporters for parasite 
phases17,25.

In table (4), significant differences in the contamination 
of vegetables by intestinal worms were found on the left 
side at a level (P<0.05). The highest percentage of conta-
mination in Tomato by Ascaris lumbrcoides, when it reached 
(40%). Also, the contamination of lettuce by A. lumbrcoides 
recorded a high percentage (37%). A high contamination 
rate also by A. lumbrcoides was found in each capsicum, 
onion and carrot (31%, 11%, 22%), respectively.

The current study's findings differed from the study of 
(26) in Jordan regarding the percentage of contamination 
in tomatoes and cucumbers by parasites when they were 
estimated (24%) and (13%) respectively. It also does not 
agree with the study of (15) in Egypt, where the percentage 
of contamination in onion was estimated (13%).

Parasitic contamination of some fresh and collected vegetables from Mosul City markets

Table 2. Percentage of vegetable contamination with intestinal protozoa on the left side.

Table 3. Percentage of vegetable contamination with intestinal protozoa on the right side.
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Tomato and lettuce are the most contaminated vegeta-
bles by A. lumbrcoides. Contamination by intestinal worms 
conforms a group of health problems, particularly in the de-
veloping and developing countries other than the rest areas 
of the world, and that is because of the high population in 
addition to little care of public health rules and the low health 
awareness and the spread of insects that work as interme-
dia host in transporting the diseases and worms very quic-
kly in these areas27.

They are also seen in areas where people suffer from 
insufficient nourishment. It is affirmed that there is a relation 
between contamination by intestinal worms and lousy nou-
rishment, and it is a complicated relation and it is affected 
by many restrictions such as social, economic and biolo-
gical circumstances and the type of life that an individual 
lives28-30. The spread of Ascaris worms and the rest of the 
intestinal parasites in societies is considered vital eviden-
ce that refers to the rate of environmental contamination by 
wastes and different levels of cleanliness31.  

It was noticed from the results that the percentage of 
contamination by A. lumbricoides worm was high in com-
parison with results of other studies when the percentage 
was very much higher than the results which were recorded 
by (32) in Baghdad governorate which reached (0.3%), and 
(33) in Karbala governorate when it reached (11%).

The closeness and difference in the percentage of con-
tamination which is recorded in the current study in compa-
rison with the above-mentioned studies are due to several 
reasons; amongst them the similar climate and environmen-

tal conditions of the country in general and the difference in 
the size of the sample and ages under study, in addition to 
using more than one different laboratory method in diagno-
sis. Also, the difference of duration of time that the study 
covered, and some other reasons such as shortage in muni-
cipality services, shortage of rain and the drought resulting 
from this shortage.

Table (5) showed no significant differences in conta-
mination by intestinal worms on the right side. The conta-
mination of carrots by eggs of Ascaris lumbricoides worm 
reached (18%.) As for onion, lettuce and celery, the con-
tamination reached (14%, 0%, and 0%) respectively. Con-
tamination by Trichuris trichura,  the percentage of conta-
mination reached at (14%) in lettuce and (0%) in Tomato, 
and (4%) in celery. Also, the contamination percentage in 
capsicum, onion, and carrots reached (5%, 10%, 12%) res-
pectively. As for contamination by eggs of Enterobius vermi-
cularis worm, it was recorded (29%) in carrots, and (19%) in 
onion, and (5%) in capsicum.

Contamination by intestinal worms eggs was observed 
on the right side because of bad social and economic cir-
cumstances and uncleanliness of markets of vegetables, 
and the wide spread of garbage and non-getting healthily 
rid of the garbage, in addition to the existence of hosts that 
bear many parasites such as mice and rats34.

In the table (6), we can notice that there are significant 
differences in single, double and triple contamination in the 
examined vegetables on the left side at a level of (P<0.05). 
The rate of single contamination in tomatoes was high; it 

Table 4. Percentage of vegetable contamination with intestinal worms on the left side.

Table 5. Percentage of vegetable contamination with intestinal worms  on the right side.

Bushra H. Al-Niaeemi, Najwa M. Ahmed, Wahda A.Kharofa
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reached (90%). Also, there was a high contamination rate 
in capsicum, and lettuce was recorded when they reached 
(85% and 84%) respectively. The rate of single contamina-
tion in onion was high too, it reached (82%), and in carrots, 
it reached at (78%), while in celery it reached (71%).

As for the double contamination, the highest rate was in 
celery (29%), carrots (22%), capsicum (15%), Tomato and 
lettuce and onion (10%, 11%, 9%), respectively.

Last in triple contamination; in onion, it reached (9%) 
and lettuce (5%), while no triple contamination case was re-
corded for some of the vegetables under study (capsicum, 
Tomato, carrots and celery).

It was noticed in table (7) that the percentage of all 
types of total contamination in the examined vegetables on 
the right side is as follows: single contamination in capsi-
cum and lettuce was (95%) and carrots (94%). The current 
study accords with the researcher35 noticed, when the rate 
of contamination in carrots conformed (50%), while a low 
rate of contamination was found in onion coriander, only 
one case was recorded for each onion and coriander, the 
rate in coriander was higher (16.7%) according to the seve-
rity contamination, It was also found that the rate of single 
contamination in one type of parasite (95%) higher than the 
rate in two or more other types. The current study accords 
with the study which was made in Morocco by (36) when 
the rate of single contamination was estimated (72%) higher 
than the double and triple ones35 in Ethiopia also explained 
that single contamination is more common than the double 
and triple one when it was estimated (32%). The results that 
were made by (16) in Egypt showed that the contamination 
rate in summer is generally higher than in other seasons be-
cause high temperature and warmth of the climate may be 
a reason for the increase of contamination of vegetables by 
parasites in comparison with cold climate. Single contami-
nation in celery and Tomato was (87%, 83%) respectively. 
As for onion, the rate of single contamination was (86%).  

It is evident from tables (6 and 7) that the rate of single 
contamination in vegetables was high on both the right and 
left sides. The reason is that using animal stools in develo-
ping countries as fertilizers has a significant role in transpor-
ting parasite infection, in addition to the unorganized form 
of the leafs of some vegetables such as lettuce and parsley 
has a role in making the cysts and eggs of some parasites 
stick easily to these vegetables18. Also, the lack of experien-
ce in the correct methods of fertilization for some farmers 
is considered one of the main reasons for transporting the 
parasite infection to the plants19, in addition to the role that 
the insects play in transporting the parasites mechanically 
to the green parts of the plants11. Diseases that parasites 
cause are among the main reasons for the occurrence of 
disease and death, particularly in tropical developing coun-
tries, and consuming vegetables is one of the primary me-
diators to transport parasites to human beings37. 

Conclusions
The research results showed that the environmental 

decline has an essential role in the contamination of vegeta-
bles with parasites, as high pollution results were recorded 
on the right side compared to the left side. It was observed 
that fresh vegetables were contaminated with some primi-
tives and intestinal worms, where the highest percentage 
of contamination was recorded with the parasite Entamoe-
ba histolytica and Ascaris lumbricoides. The percentage of 
single contamination in fresh vegetables is higher than the 
percentage of double and triple pollution on both the left 
and right sides. Leafy vegetables (lettuce, celery), as well 
as tomatoes, are the most types of vegetables contamina-
ted with parasites on both sides compared to the rest of the 
vegetables.
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Analysis a number of Quantitative Traits and Genetic Variation of Different 
Generation of Wheat (Tritecum aestivum) by using RAPD-PCR
Raed Salem Alsaffar

Abstract: RAPD-PCR genetic markers were used to assess genetic variation in wheat plants and connections among 
six wheat genotypes. Four random primers produced 140 DNA fragments, averaging 6.7 identifiable bands per primer. 
Among the six genotypes, 85 pieces (44.64 percent) were polymorphic. Several RAPD marker bands had distinct signify 
recurrence patterns that thing differently amongst germplasm of wheat plants groupings. Within-community genetic 
variation accounted for 78 to 89 percent of the overall variance. Wheat genotypes may be characterized and classified 
using RAPD analysis. These findings will be a benefit in wheat-producing offspring efforts in the future.

Key words: Barley, Genetic variation, RAPD-PCR.

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

Introduction
Wheat grains are the world's most critical cultiva-

ted plants and humanity's most crucial nutritional staple1. 
Wheat breeding changed forever with the development of 
short-statured, fertilizer-responsive wheat cultivars. As a re-
sult, grain production potential has increased significantly2-4.

Wheat is cultivated on 40% of Pakistan's cultivable 
land, with an average output of 2495 kg/ha5,6. In comparison 
to other agricultural countries, this is relatively low. Unders-
tanding local variations' genetics and genomic structure 
using molecular markers are beneficial for breeding purpo-
ses7,8. The first stage in wheat improvement, like any other 
crop species, is a thorough examination of the local resour-
ces, including the collection, appraisal, and molecular cha-
racterization of germplasm lines. Crop development efforts 
might benefit significantly from understanding germplasm 
diversity and genetic linkages among breeding materials. 
Data on germplasm variety and genetic relatedness among 
high-quality breeding stock are crucial in plant breeding3-6.

Although a varied genetic foundation has recently been 
recommended for wheat disease resistance4, Future bree-
ding efforts will also rely on the availability of genetic diver-
sity to enhance productivity5.

As a result, to attain self-sufficiency and sustainability, 
cultivars with a broad genetic foundation must be develo-
ped6.

Breeders can better grasp the evolutionary links be-
tween accessions if they know diversity trends7.

Traditionally, variations in morphological and agrono-
mic characteristics have been used to analyze wheat gene-
tic diversity and pedigree information8.

The focus today is on collecting genetic diversity wi-
thin and between accessions. SSR, RFLP, RAPD and AFLP 
analyses are the finest approaches for achieving this9.

The current method for assessing genetic diversity wi-
thin germplasm collections is RAPD for cultivar identifica-
tion utilizing DNA profiling10.

PCR depends on the RAPD technique as genetic mar-
kers are the prevailing marker widely utilized in genetic ma-
pping11. And the identification of loci associated with various 
phenotypes12.

RAPD – PCR technique has been utilized for genetic 
variation studies in various plants because of its technical 
simplicity and rapidity13.

This study's goal was to compare the qualities of wheat 
plant phylogenetic groups depending on seed traits cluste-
ring to phylogenetic groupings based on RAPD-PCR clus-
tered using UPGMA14.

Materials and methods 

DNA extraction from the seed of Wheat
DNA of seed was isolated from  6 different wheat gene-

ration (Triticum aestivum L.) immature leaves. At 25°C in the 
dark, all generations were planted in plastic pots (200 ml). 
The generated kit was used to extract DNA from 15-day-old 
seedlings11. Then the DNA isolated was kept at -80°C. To 
utilize for PCR amplifications.

Results and discussion
Following electrophoresis in SB buffer, the RAPD-PCR 

bands were specified on 2 percent (w/v) agarose gel elec-
trophoresis and observed under UV light after Red Safe 
staining.

All amplifications were done twice to ensure that the 
amplification of scored fragments was repeatable. All visi-
ble RAPD fragments were enumerated for each primer, and 
strong polymorphic bands were graded as present (1) or 
absent (0). The number of polymorphic bands for each pri-
mer was determined. 
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A dendrogram built with UPGMA clustering was used to 
assess genetic connections between generations.

The 4 primers produced 100 DNA fragments, with an 
average of 6.7 bands for each primer. 45.22 percent of the 
amplified fragments were polymorphic. All the primers pro-
duced 4 to 11 amplification products ranging in size from 
0.27 to 3.6 kb. The primer sequence solely determined the 
size and quantity of DNA fragments (fir15(.With various pri-
mers, the degree of polymorphism varied between genera-

tions. These findings show that RAPD-PCR markers offered 
helpful information for wheat generation identification. Mo-
mal-2002 produced the most DNA amplified bands (85) of 
the 10 genotypes examined, whereas line CIM-31 produced 
the fewest16.

Several variables can affect the repeatability of the 
RAPD method, including primer sequence, template quality 
and amount, thermocycler type, and Taq-polymerase acti-
vity11,14.

Raed Salem Alsaffar
Volume 7 / Issue 3 / 27     •     http://www.revistabionatura.com

Table 1. The 4 RAPD primers used are shown and PCR conditions.

Figure 1. The RA-
PD-PCR product 
for 6 generations of 
Wheat with (GLE-
01) Primer and M 
ladder 100 bp.

Figure 2. The RA-
PD-PCR product 
for 6 generations of 
Wheat with (GLE-
02) Primer and M 
ladder 100 bp.
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The implementation of a defined RAPD procedure, on 
the other hand, can assure that RAPD patterns are repeata-
ble. In each repeat, all of the amplified bands were identical. 
A similarity matrix was generated using multivariate analy-
sis to assess genetic diversity among wheat generations18.

UPGMA analysis was used to create a dendrogram 
(Fig. 5) to identify the grouping of the wheat generation 
using these similarity coefficients.

Just 8670-3 was found in a second cluster, the most 
different generation examined, with only 79.2 percent simi-
larity to the other genotypes in our research9,10.

RAPD analysis proved highly successful in detecting 
genetic diversity among wheat generations, despite the 
small genetic basis among the 6 generations employed 
here, and can be used to create DNA fingerprints for identi-
fying different varieties13.

The genetic isolation between generations (Fig. 5) mi-
ght be due to a few seed firms' closed guild marketing pro-
cedures.

Conclusions
The ramifications of these discoveries for wheat plant 

breeding are significant. These genotypes' genetic material 

links might aid in selecting genetically diverse parents for 
germplasm production. The discovery of a minor genetic 
alteration in Wheat emphasizes the need to expand the ge-
netic base of wheat breeding materials. This genetic diver-
sity index might help researchers decide which parents to 
employ for genome mapping8,12.
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Molecular study of Enterobacteriaceae bacterium isolated from dishwashers
Aisha W. Al-Omari*, Ikhlas Ramadan Matter, Alaa Hussein Almola

Abstract: The Enterobacteriaceae family is considered one of the medically essential families in which there is a continuous 
change in classification, and new species are added to it. In this study, we obtained a novel strain registered in the NCBI 
under Enterobacteriaceae bacterium strain PRL 4-2, with the accession number MW540823, and the isolate considered 
unclassified Enterobacteriaceae. The isolate was obtained from dishwashers, which is a mine for many new species and 
strains due to the unique environmental conditions of this habitat, fluctuation in temperature, use of high temperatures, 
utilization of cleaning materials as well as humidity and the presence of organic materials, especially in case of neglect of 
cleaning. The isolate was characterized by its slow growth on culture media and its ability to form biofilms and possess 
some virulence factors. Its resistance to antibiotics was also studied, as it showed resistance to the antibiotics used in 
this study. The oddness for this strain is that it showed a different diagnosis when using VITEK (The VITEK 2 system 
has everything healthcare laboratories need for fast, accurate microbial identification and antibiotic susceptibility testing.) 
compared to diagnosis using 16S rRNA. As for the taxonomic tree, the closest species was Enterobacter sp. Strain 188. 
This study supplements a few other studies of this novel species, isolated from different environments. These researches 
can be integrated to give an itinerary for other studies on the new species and their different capabilities.

Key words: Enterobacteriaceae bacterium, dishwasher, Enterobacteriaceae bacterium PRL-2, Enterobacter sp., biofilm.

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

Introduction
The Enterobacteriaceae family is the most extensive 

and diverse group of Gram-negative bacteria with medicinal 
significance. Biochemical features, antigenic construction, 
DNA-DNA hybridization, and 16S rRNA sequencing were 
used to classify the genera in this family. They are also wi-
dely distributed in nature and can be found in water, soil, 
plants, and the natural microbiota of human and animal in-
testinal tracts. They are grown aerobically or anaerobically, 
considered glucose fermenter and many other carbohydra-
tes, convert nitrate to nitrite, positive to catalase, negative 
to oxidase, and their DNA  hold guanine-cytosine (GC) 39% 
- 59%. The majority of the genus and species in this family 
are straight Gram-negative and of modest size (0.3 to 1.0x 
1.0 to 6,0 m), participate in a well-known antigen, do not 
create spores, are mobile with 5 pivot flagella in one pivot 
or lack flagella, and grow on peptone or extract of meat ad-
ding sodium chloride or without adding it, and also grow on   
MacConkey agar. The medical and microbiological impor-
tance comes from The deployment of infections, pathoge-
nicity and the abundance of bacteria with multi-resistant to 
antibiotics employed in therapy1.

Genetic information technology is used to identify many 
opportunistic pathogens; most of the opportunistic patho-
gens may belong to the Enterobacteriaceae2-6. Enterobacte-
riaceae family taxonomy is complex, where 28 genera and 
about 75 species were found in these families, continuous-
ly changing with the addition of a novel species7,8. Many 
novel species belonging to the Enterobacteriaceae family 

were unclassified and undergoing unclassified Enterobacte-
riaceae (miscellaneous), one of these unclassified species 
Enterobacteriaceae bacterium9.

In 2009,  Enterobacteriaceae bacterium "strain FGI 57" 
was identified in Panama on Pipeline Route from a fungal 
garden of leaf-cutter ant the Atta colombica. The Leaf-cutter 
ants are common herbivores in the Neotropics, feeding on 
plant biomass by cultivating specialized fungal gardens on 
foliar debris. Instead of feeding directly on the plant mate-
rial, they are using it as fertilizer to grow specialized garden 
fungus dominated by the obligate symbiont fungal Leucoa-
garicus gongylophorus. Recent research has revealed that 
the members within the Enterobacteriaceae family and the 
genus Pseudomonas live in fungus gardens, and metapro-
teomic studies in those environments have documented 
proteins of many strains FGI 57, implying that This bacte-
rium is a vital part of the fungal garden's ecosystem10-12. In a 
study on a patient with infection in the biliary, a novel isolate 
of undetermined taxonomy was found together with the pa-
thogenic Klebsiella pneumoniae strain named  AF1813. In 
another study, this species Enterobacteriaceae bacterium 
ENNIH2 isolates from hospital sewage14.

In our study, a novel species of Enterobacteriaceae iso-
lated from an extreme environment with distinct characteristic 
MW540823.which show differences between biochemical and 
genetic identification technique. So we focused in this study on 
some properties of MW540823, such as the ability of biofilm 
formation, some virulence factors and antibiotic sensitivity.
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Materials and methods 

The isolation of the Enterobacteriaceae bacterium
The isolate was obtained from dishwashers. Swabs 

were made from multiple areas of dishwashers, then the 
isolates were cultured on several media (McConkey agar, 
nutrient agar, EMB agar, blood agar), and the isolates were 
constantly purified until obtaining pure isolates. Depending 
on their growth and the shape of colonies on different me-
dia, we made smears on the glass slides to determine the 
shape and types of cells, whether they are gram-negative 
or gram-positive. To get more information about a unique 
isolate under study, we used the VITEK 2 system using GN 
cards to identify Gram-negative bacteria and then a Certain 
isolate was chosen to diagnose it using 16S rRNA.

16S rRNA sequencing
Total DNA of Enterobacteriaceae bacterium extracted 

depending on the manufacturer's instruction (intron biotech-
nology) of the G-spin DNA extraction kit. DNA was detected 
by agarose electrophoresis. PCR reaction employed in 25 
μl final volume as in table 1 and the condition of reaction of 
16S rRNA sequencing as in table2. Homologies were done 
by search in the National Center Biotechnology Informa-
tion (NCBI) program, and the isolate of Enterobacteriaceae 
bacterium was recorded in NCBI  with accession number 
MW540823.

Bioinformatics of phylogenetic analysis
The partial 16S rRNA sequences for MW540823 iso-

lates were compared with others found in the online NCBI 
Blast database. The fasta of isolates of higher similarity with 
MW540823 were selected and downloaded for building a 
phylogenetic tree. This is done by MEGA 6 program.

The ability of the Enterobacteriaceae bacterium to 
form biofilm by tube method

Enterobacteriaceae bacteria can form biofilms, hemoly-
sis blood, motility,  produce enzymes, and form calcite and 
antibiotic resistance.

The method of researcher Hassan and his group15 was 
adopted to test the ability of Enterobacteriaceae bacterium 
to form biofilms. The isolate was inoculated on a nutrient 
medium to activate it and incubated aerobically for 24 hours 
and 37 ◦C. After the incubation period ended, a group of 
colonies was transferred to glass test tubes containing tryp-
tic soy broth medium with 1% sterilized glucose added and 
incubated aerobically for 24 hours and 37 °C.

The tubes used in the experiment are washed with a 
concentrated saline solution to sterilize them. Samples are 
poured inside them, and all this is done after the incubation 
period of the microbe. Then, it is dried and dyed with crystal 
violet dye at a concentration of 1% for three minutes. The 
excess dye was poured out and washed with deionized wa-
ter. Then the tubes were left Dry upside down to notice the 
formation of biofilms on the inner walls and bottom of the 
tubes in the form of a violet layer.

The ability of the Enterobacteriaceae bacterium to 
hemolysis the blood

The blood samples preserved in hospitals, taken from 
donors earlier, were collected sterilely and in thermal con-
ditions between 2 and 8 degrees Celsius, after which the 
blood agar medium was prepared. The isolate was activa-
ted for 24 hours in a liquid nutrient medium; then, the bac-
teria were cultured on a blood agar medium to test its ability 
to hemolysis blood16.

Surface Motility
A single colony was cultured in LB broth overnight at 37 
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Table 2. Condition of 16S rRNA sequencing reaction.

Table 1. Reaction of PCR.
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Celsius to detect surface movement. After that, the suspen-
sion's optical turbidity was adjusted to match the 0.5McFar-
land standard, resulting in a roughly 108 CFU/mL concen-
tration. The bacterial suspension of 1µL equivalent to 105 
CFU/mL was then inoculated onto a fresh plate of 0.3 % 
LB-Agar. After 14 hours of incubation at 37°C, the diameter 
of the diffuse circular shape was determined17.1.4.D. Li-
pase and lecithinase((which are essential enzymes for this 
microbial pathogen) are indicated production:

Both lipase and lecithinase are indicated by egg yolk 
agar. Lipolysis is visible on sold egg yolk media by the 
creation of a thin glossy (pearly sheet) covering the colo-
nies and a restricted opalescence in the media undernea-
th them, which is best seen after the colonies are scraped 
.broad areas of opalescence surrounding colonies indicate 
lecithinase, which is quite intense, more significant than the 
areas formed by lipolysis. The media of this test consist of  
Nutrient agar 85 ml,  Egg _yolk suspension  15ml. Melt the 
nutrient agar, cool it to 55°C, and the egg yolk is added to 
the cooled agar.

  The method used to detect the production of lipase 
and lecithinase by incubating and looking for large areas of 
opalescence, which indicate lecithinase, and an iridescent 
film, which indicates lipolysis. Soak the plate first with an 
aqueous solution of saturated copper sulfate, let it sit for 20 
minutes, drain the remaining fluid, then let the plate dry in 
the incubator for a few minutes. Lipolysis is confirmed by 
the greenish-blue color of copper washes of fatty acids18.

Antibiotic sensitivity by Agar disc diffusion method
The agar disc diffusion method, which was first devised 

in 194019, is one of the earliest methods for standard sus-
ceptibility testing and, in microbiology, clinical labs conside-
red one of the most widely used techniques for testing the 
antimicrobial susceptibility20.

The key benefits include accessibility, repeatability, 
ease of altering antimicrobial disks, the ability to use as a 
screening method against a wide range of isolates, minimal 
cost and many more benefit21. A standardized inoculum of 
the test microorganism is inoculated onto Mueller–Hinton 
agar plates (90 mm diameter) (equivalent to turbidity at 05 
McFarland). On the inoculated agar surface, up to 12 com-
merce-prepared folious disks (diameter about 6 mm ) with 
suitable doses of the tested substance are arranged. Agar 
dishes are incubated at 35–37°C for 16–24 hours, depen-
ding on the circumstances22,23. The diameter of the growth 
clear zone around every antibiotic disk is then calculated 
in millimeters ( measuring unit), with the disc diameter also 
included. This is done manually with a ruler or gliding caliper 
placed on the verso of the reversed agar plate24.

In this research we used the agar disc diffusion method 
to study the antibiotic susceptibility, we choose cefixime 
(CFM 5mcg),pencillin G(P10u),gentamicin(CN 10mcg),van-
comycin (VA30 mcg),ceftazidime(CAZ30 mcg),cephalexin( 
CL30 mcg).

Calcite formation
The ability of bacteria to calcite formation was studied 

using  Luria Bertani acetate medium, consisting of Trypton 
1 gm, Yeast extract 0.5 gm, NaCl  0.05 gm, Calcium acetate  
1gm, Agar 1.5 gm, D.w. 100 cm3  PH 8, and the medium 
was sterilized using an autoclave. Then The crystals were 
chemically examined by adding a few drops of a 10% HCL 
solution to the calcifications on the plate to observe the for-
mation of bubbles25,26.

Results

Identification of some characteristics of Enterobacteriaceae 
bacterium

The Colonies of this bacterium appeared on the nutrient 
agar in a light white color, while on the  Macconkey agar, the 
colonies appeared in a light pink mucoid colony, whereas 
on the blood agar, its colonies also appeared in white, and 
it needed a growth period of 48 hours sometimes, and at a 
temperature of 37 ᵒ C as shown in figure (1: A,B,C,D). 

The diagnosis of our strain using the colorimetric ID-
GN VITEK2 cards system showed pseudomonas stutzeri ) 
microbial pathogen(  with a probability of 97% as shown in 
figure (2).

Result of 16S rRNA sequencing
Universal primers of 16S rRNA sequencing were used 

for analysis and identification of Enterobacteriaceae bacte-
rium, the band on agarose gel was shown in figure (3).the 
partial sequence of 16S rRNA was compared with data of 
NCBI. The percentage of identification is 99.7%, represen-
ting standard isolates recorded in NCBI. The comparison 
result put the isolate to unclassified Enterobacteriaceae as 
Enterobacteriaceae bacterium with the data recorded in 
NCBI under accession number MW540823.

Phylogenetic  tree analysis of Enterobacteriaceae 
bacterium

The phylogenetic tree of Enterobacteriaceae bacterium 
was built depending on the neighbor-joining relationship 
and the similarity between the isolate under study and other 
isolates of Enterobacteriaceae. MW540823 strain (Ente-
robacteriaceae bacterium) was related to MT900997 stra-
in(Enterobacter sp. strain 188 ).

The evolutionary distances were computed using the 
maximum composite likelihood method and are in the units 
of the base substitutions per site .this analysis involved 15 
nucleotide sequences. The evolutionary tree was conduc-
ted in MEGA6. There were 1518 positions in the final data-
set, as shown in figure (4).

Enterobacteriaceae bacterium ability to form biofilms, 
hemolysis blood, motility, produce enzymes, forming 
calcite and resistance to antibiotics

Our strain MW540823 shows the ability to form a bio-
film; we notice the formation of biofilms on the inner walls 
and bottom of the tubes in the form of a violet layer figu-
re(1: E). At the same time, the strain could not hemolysis 
the blood (expired human blood) on blood agar media. This 
bacterium's motility tests revealed a movement pattern in 
tiny forms with branching colonies figure(1: F).

  As for lecithinase and lipase tests, this bacterium was 
positive for lecithinase and negative for lipase, so broad 
areas of opalescence surrounding colonies indicate lecithi-
nase. While it showed its ability to form calcite when using 
Luria Bertani acetate medium figure(1: G), bubbles were 
formed when conducting a chemical examination of calcifi-
cations by adding 10% HCL.

  The antibiotic susceptibility was done using the agar 
disk diffusion method; we chose cefixime (CFM 5mcg), pe-
nicillin G(P10u), gentamicin(CN 10mcg), vancomycin (VA30 
mcg), ceftazidime(CAZ30 mcg), cephalexin( CL30 mcg), 
only clear zone of growth appeared around the gentamicin 
with a diameter of 2.2 cm and a radius of 0.9 cm. In contrast, 

Molecular study of Enterobacteriaceae bacterium isolated from dishwashers
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Figure 1. A: Enterobacteriaceae bacterium on nutrient agar, B: Enterobacteriaceae bacterium on Macconkey agar, C: mu-
coid colony on MacConkey agar, D: Enterobacteriaceae bacterium on Blood agar.E: Biofilm formation by tube method, F: 
motility pattern, G: calcite formation on Luria Bertani acetate medium, H: Antibiotic susceptibility by disk diffusion method.
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the rest of the antibiotic disks did not show any precise zone 
figure(1: H).

Discussion
Kitchens have the most outstanding richness of extre-

motolerant bacteria of all the domestic ecosystems exami-
ned so far27-29. It was only recently discovered that some 
microorganisms may live and develop in some household 
appliances, such as dishwashers, even under harsh con-
ditions30,31. This environment(dishwasher)  is assumed to 
be one of the extreme environments, which is considered 
a mine for many new and oddity bacterial strains. In our 

previous study, two types of boron-tolerant Bacillus were 
isolated32.

Microbial communities with poly extreme tolerant traits 
can thrive in dishwashers, which are severe ecosystems 
with continually changing conditions. The individual mem-
bers of the group, and also the entire community, must have 
critical features that allow them to withstand fluctuating wet 
and dry cycles, frequent temperature changes during was-
hing cycles ( 20°C to 74°C), oxidative cleaning agents that 
raise the pH ( 6.5 to 12), high organic burden, high con-
centrations of NaCl, and shearing due to water sprinklers. 
The rubber, metal, and plastic portions of dishwashers may 
facilitate the creation and development of combined bacte-

Figure 2. Result of VITEK2 system(Standard method).

Figure 3. 16S rRNA gene analysis on agarose gel.

Molecular study of Enterobacteriaceae bacterium isolated from dishwashers
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rial-fungal populations that are saved by abundant extra-
cellular polymeric substances, which provide extremotole-
rant features to biofilm populations that go beyond extreme 
tolerance of individual species33-35. When microorganisms 
are exposed to harsh circumstances in dishwashers, they 
naturally choose to develop in biofilms, which give protec-
tion from external pressures36. So these reasons explain the 
presence of Enterobacteriaceae bacterium in the dishwas-
her, which can form biofilms. While this strain shows a no-
vel shape of surface motility with tiny branch colonies, this 
motile ability may help her gather with each other or with 
other microorganisms and explore the suitable environment 
to form a biofilm that helps them withstand this harsh envi-
ronment.

The ability of self-motile bacteria to seek out suitable 
growth settings by exploration and movement toward re-
sources or away from poisons or by forming complex com-
munities that permit survival is undoubtedly one of their 
most significant advantages37. Because most bacterial spe-
cies rely on surface interaction, it's only natural that many 
organisms have evolved motility modes that consider part 
of surface colonization. The rivalry among species, potential 
virulence, biogeography, and biofilm growth of a roof-asso-
ciated community are controlled by motility38.

Furthermore, our strain shows positive results for leci-
thinase, negative for lipase, and no hemolysis on human 
blood agar. The negative result for lipase may be limited to 
using this medium (egg yolk agar) because there are other 
media for this examination that may show a different result. 
In addition, The absence of hemolysis on human blood agar 
could be related to the age of the red cells in expired human 
blood, or it could be due to another factor39. As well as, the 
absence of hemolysis maybe mean that this microorganism 
doesn't have a virulence factor related to blood hemolysis.    

The major component of cell membranes is phospholi-
pid lecithin which can be destroyed by lecithinase to create 

phosphorylcholine and diglyceride, resulting in toxicity. Le-
cithinase can harm genital tract tissues, produce hemolysis, 
and rupture cell membranes, resulting in cell lysis40.

Enterobacteriaceae bacterium shows the ability to grow 
on McConkey agar with pink mucous colonies, so it con-
siders a lactose fermenter. As well as The Enterobacteria-
ceae bacterium was also slow-growing, which is in agree-
ment with the results of the previous study13.

Microorganisms have been implicated in biomineral 
precipitation in various mineral production processes. Seve-
ral studies have highlighted the function of microorganisms 
in the mineral deposition in natural habitats. Even though 
these bioprocesses have been recorded in various environ-
ments, biomineralization does not have to be linked to any 
specific microbial group41.

Bacterial cells are essential for CaCO3 precipitation 
because they supply nucleation fields (heterogeneous nu-
cleation) and influence the specific forms of minerals that 
form. The negative charge groups of The cell surface of 
Bacteria serve as foragers for divalent cations, e.g., Ca2+, 
Mg2+ by attaching them to the cell's surface at neutral pH, 
forming appropriate nucleation fields for calcite accumula-
tion. However, due to their increased ionic selectivity, Ca2+ 
ions can attach to bacteria's negatively charged cell surface 
more frequently than Mg2+ ions42. Our strain MW540823 
shows the ability to form calcite on Luria Bertani acetate 
medium. This strain showed its ability to form calcite, as this 
ability is not limited to a specific type of bacteria as men-
tioned previously as well; as the availability of appropriate 
conditions in this environment as well as the negative char-
ge of the bacterial cell surface are all factors that contribute 
to the formation of calcite in these environments. Our strain 
was identified by the colorimetric  ID GN VITEK2 cards sys-
tem, and the result showed Pseudomonas stutzeri with a 
probability of 97%. And when this strain was analyzed by 16 
sRNA, show a different result as Enterobacteriaceae bacte-

Figure 4. Phylogenetic tree.
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rium with accession number MW540823 NCBI and a proba-
bility of 99% with the uncultured organism (HQ787695.1.).

  The results of the VITEK and other diagnostic tests 
did not match the genetic diagnosis reported in another pre-
vious study for the same novel species, Enterobacteriaceae 
bacterium, where this study mentioned that AF18, as well as 
the other strains with this species, are regarded as uncom-
mon pathogens with opportunistic behavior which having 
limited documentation, in addition, this study shows that the 
routine bacterial identification tests aren't always accurate 
for these novel species13.

  As for its resistance to antibiotics, it showed resistance 
to the antibiotics used in this study; this resistance may be a 
result of mutations due to its presence in such extreme envi-
ronments or its presence in the form of assemblies(biofilms) 
that may also lead to the transfer of resistance genes be-
tween individuals in these environments. In a recent study 
of this bacterium13, isolated from a person infected with bile 
infections, it was found that it was highly resistant to antibio-
tics. The researcher chose 21 antibiotics, and the bacterium 
showed resistance to 12 of them.

Conclusions
The extreme environment considers an essential sour-

ce for novel bacteria because the individuals of these en-
vironments are exposed to high stress that may be lead to 
new characteristics to resistant this extreme condition; also, 
there is differences between biochemical and molecular test 
diagnosis of this exotic strain; therefore need more research 
to know their different capabilities, pathogenicity and resis-
tance to antibiotics.

Funding
Self-funding.

Acknowledgments
In this section, we acknowledge any person who su-

pports us in completing this project.  

Conflicts of Interest
There is no conflict. 

Bibliographic references
1.	 os Santos, G. S., Solidônio, E. G., Costa, M. C. V. V., Melo, R., 

de Souza, I. F. A. C., Silva, G., & Sena, K. X. F. R. Study of the 
Enterobacteriaceae group CESP (Citrobacter, Enterobacter, 
Serratia, Providencia, Morganella and Hafnia): a review. The 
battle against microbial pathogens: basic science, technologi-
cal advances and educational programs, 2015: 2, 794-805

2.	 kundayo, T. C., & Okoh, A. I. Pathogenomics of virulence traits 
of Plesiomonas shigelloides that were deemed inconclusive 
by traditional experimental approaches. Frontiers in microbi-
ology,2018: 9, 3077

3.	 Romano-Bertrand, S., Bourdier, A., Aujoulat, F., Michon, A. 
L., Masnou, A., Parer, S., ... & Jumas-Bilak, E.Skin microbiota 
is the main reservoir of Roseomonas mucosa, an emerging 
opportunistic pathogen so far assumed to be environmental. 
Clinical Microbiology and Infection,2016: 22(8), 737-e1

4.	 Schürch, A. C., & van Schaik, W.Challenges and opportunities 
for whole‐genome sequencing–based surveillance of antibi-
otic resistance. Annals of the New York Academy of Scienc-
es,2017: 1388(1), 108-120

5.	 Hunter, C. J., & Bean, J. F.Cronobacter: an emerging oppor-
tunistic pathogen associated with neonatal meningitis, sepsis 
and necrotizing enterocolitis. Journal of Perinatology,2013: 
33(8), 581-585

6.	 Shin, H., Lee, J. H., Choi, Y., & Ryu, S.Complete genome se-
quence of the opportunistic food-borne pathogen Cronobacter 
sakazakii ES15,2013.

7.	 Adeolu, M., Alnajar, S., Naushad, S., & Gupta, R. S.Ge-
nome-based phylogeny and taxonomy of the 'Enterobacteri-
ales': proposal for Enterobacterales ord. nov. divided into the 
families Enterobacteriaceae, Erwiniaceae fam. nov., Pecto-
bacteriaceae fam. nov., Yersiniaceae fam. nov., Hafniaceae 
fam. nov., Morganellaceae fam. nov., and Budviciaceae fam. 
nov. International journal of systematic and evolutionary micro-
biology, 2016:66(12), 5575-5599

8.	 Hang, Z., Li, D., Shi, X., Zhai, Y., Guo, Y., Zheng, Y., ... & Gao, 
Z.Genomic characterization of an emerging Enterobacteriace-
ae species: the first case of co-infection with a typical patho-
gen in a human patient. BMC genomics,2020: 21(1), 1-13

9.	 Schoch, C. L., Ciufo, S., Domrachev, M., Hotton, C. L., Kan-
nan, S., Khovanskaya, R., ... & Karsch-Mizrachi, I. NCBI Tax-
onomy: a comprehensive update on curation, resources and 
tools. Database, 2020.

10.	Aylward, F. O., Burnum, K. E., Scott, J. J., Suen, G., Tringe, S. 
G., Adams, S. M., ... & Currie, C. R.Metagenomic and metapro-
teomic insights into bacterial communities in leaf-cutter ant fun-
gus gardens. The ISME journal,2012: 6(9), 1688-1701

11.	Aylward, F. O., Currie, C. R., & Suen, G.The evolutionary 
innovation of nutritional symbioses in leaf-cutter ants. In-
sects,2012: 3(1), 41-61

12.	Aylward, F. O., Tremmel, D. M., Bruce, D. C., Chain, P., Chen, 
A., Walston Davenport, K., ... & Currie, C. R.Complete ge-
nome of Enterobacteriaceae bacterium strain FGI 57, a strain 
associated with leaf-cutter ant fungus gardens. Genome an-
nouncements, 2013:1(1), e00238-12

13.	Zhang, Z., Li, D., Shi, X., Zhai, Y., Guo, Y., Zheng, Y., ... & Gao, 
Z. Genomic characterization of an emerging Enterobacteria-
ceae species: the first case of co-infection with a typical patho-
gen in a human patient. BMC genomics,2020: 21(1), 1-13

14.	Weingarten, R. A., Johnson, R. C., Conlan, S., Ramsburg, A. M., 
Dekker, J. P., Lau, A. F., ... & Frank, K. M. Genomic analysis of 
hospital plumbing reveals diverse reservoir of bacterial plasmids 
conferring carbapenem resistance. MBio, 2018:9(1), e02011-17

15.	Hassan, A., Usman, J., Kaleem, F., Omair, M., Khalid, A., & 
Iqbal, M. Evaluation of different detection methods of biofilm 
formation in the clinical isolates. Brazilian journal of infectious 
Diseases, 2011:15(4), 305-311.‏

16.	Russell, F. M., Biribo, S. S. N., Selvaraj, G., Oppedisano, F., 
Warren, S., Seduadua, A., ... & Carapetis, J. R. As a bacterial 
culture medium, citrated sheep blood agar is a practical alter-
native to citrated human blood agar in laboratories of devel-
oping countries. Journal of clinical microbiology, 2006:44(9), 
3346-3351

17.	Clemmer, K. M., Bonomo, R. A., & Rather, P. N.Genetic analy-
sis of surface motility in Acinetobacter baumannii. Microbiolo-
gy, 2011:157(Pt 9), 2534

18.	Collee, JG;Mackie,T.J. and McCartney,J.E.Mackie &McCartney 
Practical Microbiology .New York :Churchill Livingstone,1996.

19.	Heatley, N. G. A method for the assay of penicillin. Biochemical 
Journal,1944: 38(1), 61-65

20.	Matuschek, E., Brown, D. F., & Kahlmeter, G.Development 
of the EUCAST disk diffusion antimicrobial susceptibility test-
ing method and its implementation in routine microbiology 
laboratories. Clinical Microbiology and Infection,2014: 20(4), 
O255-O266

21.	Le Page, S., van Belkum, A., Fulchiron, C., Huguet, R., Raoult, 
D., & Rolain, J. M.Evaluation of the PREVI® Isola automated 
seeder system compared to reference manual inoculation for 
antibiotic susceptibility testing by the disk diffusion method. 
European Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseas-
es, 2015:34(9), 1859-1869

Molecular study of Enterobacteriaceae bacterium isolated from dishwashers



8

22.	CLSI Guideline M02 – Performance Standards for Antimicro-
bial Disk Susceptibility Tests (13th edn). Wayne,PA: CLSI., 
2018a.

23.	EUCAST The European Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing. Disk Diffusion Method for Antimicrobial Suscep-
tibility Testing – Version 7.0. Vaxjo, Sweden: EUCAST, 2019b.

24.	Lalitha, M. K. Manual on antimicrobial susceptibility testing. 
Performance standards for antimicrobial testing: Twelfth Infor-
mational Supplement,2004: 56238, 454-456.

25.	Lee, Y. N. Calcite production by Bacillus amyloliquefaciens 
CMB01. Journal of Microbiology, 2003:41(4), 345-348.‏

26.	Hamilton,W.R.;Woolley,A.R. and Bishop,A.C.Minerals Rocks 
and Fossils[10].The Hamlyn Publishing Group Limited,Italy, 
1986.

27.	Ojima M, Toshima Y, Koya E, Ara K, Kawai S, Ueda N.Bacteri-
al contamination of Japanese households and related concern 
about sanitation. Int J Environ Health Res, 2002:12:41–52. 
https://doi.org/10.1080/09603120120110040.

28.	Sinclair RG, Gerba CP.Microbial contamination in kitchens and 
bathrooms of rural Cambodian village households. Lett Appl 
Microbiol, 2011:52:144–149. https://doi.org/10.1111/j.1472-
765X.2010.02978.x.

29.	Ojima M, Toshima Y, Koya E, Ara K, Tokuda H, Kawai S, Ka-
suga F, Ueda N.Hygiene measures considering actual distri-
butions of microorganisms in Japanese households. J Appl 
Microbiol ,92002:3:800–809. https://doi.org/10.1046/j.1365-
2672.2002.01746.x.

30.	Vilanova C, Iglesias A, Porcar M.The coffee-machine bac-
teriome: biodiversity and colonisation of the wasted coffee 
tray leach. Sci Rep, 2015:5:10.1038/srep17163. https://doi.
org/10.1038/srep17163.

31.	Zalar P, Novak M, de Hoog GS, Gunde-Cimerman N.Dish-
washers—a man-made ecological niche accommodating 
human opportunistic fungal pathogens. Fungal Biol 115:997–
1007. https://doi.org/10.1016/ .funbio.2011.04.007

32.	Younis, K. M., Matter, I. R., & Al-Omari, A. W.Isolation and Mo-
lecular Identification of Bacillus boroniphilus sp. nov., Isolated 
from Dishwasher. Annals of the Romanian Society for Cell Bi-
ology,2021: 5977-5992.‏

33.	Zupancˇicˇ J, Babicˇ MN, Zalar P, Gunde-Cimerman N.The 
black yeast Exophiala dermatitidis and other selected op-
portunistic human fungal pathogens spread from dishwash-
ers to kitchens. PLoS One 2016:11:e0148166. https://doi.
org/10.1371/journal.pone.0148166.

34.	Dög˘ en A, Kaplan E, Oksüz Z, Serin MS, Ilkit M, de Hoog 
GS.Dishwashers are a major source of human opportunistic 
yeast-like fungi in indoor environments in Mersin, Turkey. Med 
Mycol ,52013:1:493–498. https://doi.org/10.3109/13693786.2
012.738313

35.	Imoli DH, Jones CJ, Wozniak DJ.Bacterial extracellular poly-
saccharides in biofilm formation and function. Microbiol Spectr 
3(3)MB-0011-2014.https://doi.org/10.1128/microbiolspec.MB-
0011-2014.

36.	Burmølle M, Ren D, Bjarnsholt T, Sørensen SJ.Interactions in 
multispecies biofilms: do they actually matter? Trends Microbi-
ol 22: 84–91. https://doi.org/10.1016/j.tim.2013.12.004.

37.	Wei Y, Wang XL, Liu JF, Nememan I, Singh AH, Weiss H, 
Levin BR.The population dynamics of bacteria in physically 
structured habitats and the adaptive virtue of random motili-
ty. Proc Natl Acad Sci U S A,2011:108:4047–4052. https://doi.
org/10.1073/pnas.1013499108.

38.	Mattingly, A. E., Weaver, A. A., Dimkovikj, A., & Shrout, J. 
D.Assessing travel conditions: environmental and host in-
fluences on bacterial surface motility. Journal of bacteriolo-
gy,2018: 200(11), e00014-18.

39.	Russell, F. M., Biribo, S. S. N., Selvaraj, G., Oppedisano, F., 
Warren, S., Seduadua, A., ... & Carapetis, J. RAs a bacterial 
culture medium, citrated sheep blood agar is a practical alter-
native to citrated human blood agar in laboratories of devel-
oping countries. Journal of clinical microbiology,2006: 44(9), 
3346-3351.

40.	Sharaf, E. F., El-Sayed, W. S., & Abosaif, R. M. Lecithinase-pro-
ducing bacteria in commercial and home-made foods: Evalu-
ation of toxic properties and identification of potent producers. 
Journal of Taibah University for science, 2014:8(3), 207-215.

41.	Silva-Castro, G. A., Uad, I., Gonzalez-Martinez, A., Rivadeney-
ra, A., Gonzalez-Lopez, J., & Rivadeneyra, M. A. Bioprecipita-
tion of calcium carbonate crystals by bacteria isolated from 
saline environments grown in culture media amended with 
seawater and real brine. BioMed research international, 2015.‏

42.	Anbu, P., Kang, C. H., Shin, Y. J., & So, J. S. Formations of 
calcium carbonate minerals by bacteria and its multiple appli-
cations. Springerplus, 2016:5(1), 1-26.

Aisha W. Al-Omari, Ikhlas Ramadan Matter, Alaa Hussein Almola
Volume 7 / Issue 3 / 28     •     http://www.revistabionatura.com



1

Volume 7 / Issue 3 / 29 / http://dx.doi.org/10.21931/RB/2022.07.03.29                                                                                              

Assessment of lipid profile with HbA1c in type 2 diabetic Iraqi patients
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Abstract: Insulin-induced hyperglycemia is the hallmark of diabetes mellitus (DM), including various metabolic 
disorders. Diabetic people are more likely to develop dyslipidemia, hypertension, and obesity. Type 2 diabetes ‎(T2DM), 
the most common illness, is generally asymptomatic in its early stages and can go misdiagnosed for years. Diabetes 
screening may be beneficial in some cases since early identification and treatment can lessen the burden of diabetes 
and its consequences.‎ This study aimed to find the relationship between Glycated hemoglobin (HbA1c) ‎and lipid profile 
components in T2DM‎ patients. This descriptive-analytical and cross-sectional study was performed on the control group 
and T2DM patients in ‎Medical City in Baghdad between March and June 2021‎. A total of 90 patients with T2DM and ‎‎45 
healthy control were included in this study. In the control group, healthy volunteer individuals participated. For all subjects, 
HbA1c, fasting blood sugar/FBS, and lipid profile (Total Cholesterol/TC, Triglyceride/TG, High-density Lipoprotein/HDL, 
Low-density Lipoprotein/LDL, and Very Low-density Lipoprotein/VLDL) were assessed. Among T2DM patients 62.22% (n= 
56) were male and 37.78% (n= ‎‎34) were female. Mean ± SD levels of HbA1c, TC, TG, LDL, VLDL, HDL, and FBS were 
7.33±0.56 ‎‎% (168.21±9.23, 146.10±9.64, 137.23±8.32, 41.05±5.86, 43.85±6.17, and ‎‎208.81±52.1) mg/dl respectively in 
the T2DM group. In the control group, ‎the Mean ± SD results of the same parameters were 4.91±0.27%, ‎‎(171.20±3.57, 
116.60±8.25, 105.05±2.11, 41.83±4.92, 44.04±5.54, ‎‎96.20±7.8) mg/dl respectively. Results demonstrated statistically 
significant ‎‎differences between T2DM patients and control groups in HbA1c ‎‎(p equal to 0.0025), TG ‎(p equal to 0.015), LDL 
‎ ‎(p=0.0029),‎ and FBS ‎(p=0.02‎). Pearson correlation analysis of HbA1c with other variables showed a significant ‎positive 
correlation with serum TC, TG, LDL, and ‎FBS ‎(r=0.573, P<0.01; ‎r=0.655, P <0.001; r=0.498, P<0.05‎; r=0.691, ‎P<‎0.001‎; 
‎‏respectively). While the data showed a negative connection between HbA1c and HDL (r= - 0.562, P<0.01) The findings 
of this study reveal that diabetic people do not have a satisfactory HbA1c level.  Furthermore, HbA1c shows a significant 
correlation with TC, TG, LDL, and VLDL, whereas it has a significant negative correlation with HDL. The study showed that 
HbA1c might be useful for predicting dyslipidemia in T2DM patients.

Key words: T2DM, Lipid profile, HbA1c.
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Introduction
Hyperglycemia, which can be induced by insulin pro-

duction, insulin action, or a combination of both, is the hall-
mark of diabetes mellitus. Diabetic people have a high chan-
ce of developing hyperlipidemia, obesity, and hypertension. 
T2DM, the most common illness, is generally asymptomatic 
in its early stages and can go misdiagnosed for years. DM 
is a long-term metabolic condition brought on by a compli-
cated interplay of genetic, environmental, and behavioral 
variables. Death rates from diabetes are rising for various 
reasons, including poor nutrition, obesity, smoking, and 
physical inactivity1. Diabetes screening may be beneficial 
in some cases since early identification and treatment can 
lessen the burden of diabetes and its consequences2.

Moreover, it was a condition marked by hyperglycemia 
brought on by a deficiency in insulin action, secretion, or 
both (insulin resistance)3. Noncommunicable illnesses affect 

not just adults but children and adolescents throughout the 
world4. In both emerging and developed countries, people 
should be aware of the high rate of diabetes in their popula-
tions. In 2012, 1.9 million persons in the United States were 
diagnosed with diabetes, while worldwide, the prevalence of 
diabetes was reported to be 8.3%5. An estimated 451 million 
individuals between 18 and 99 years with diabetes today. 
According to the latest estimates, nearly half (49.7 %) of pa-
tients are undiagnosed. Diabetes implications include coro-
nary heart disease (CHD), peripheral artery disease (PAD), 
stroke, and other ailments. Endothelial dysfunction will very 
probably become more common as diabetes rates rise5.

The long-term glycemic control marker HbA1c is fre-
quently utilized to reflect the typical blood glucose level in 
diabetics, suggesting the probability of diabetic complica-
tions. The HbA1c is currently considered an independent 
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risk factor for cardiovascular disease (CVD) in diabetics and 
non-diabetics, among other well-established risk factors in-
cluding hyperlipidemia and hypertension6. The HbA1c is a 
useful diabetes biomarker because it provides information 
on average blood glucose levels over the last few months7. 
Monitor glycemic management in people with diabetes by 
testing their HbA1c. The objective is to go down to less than 
7%. Multiple variables can influence HbA1c levels, including 
sugar intake, exercise, and medication adherence. HbA1c 
might likely predict dyslipidemia and CVD in some studies8,9.

The risk of diabetic complications was strongly asso-
ciated with the leading causes of CVD in diabetics. Cardio-
vascular disease is one of the primary causes of mortality 
among diabetes people. As a result, in addition to HbA1c 
management, it is critical to analyze diabetes patients' 
blood lipid profiles and take appropriate treatment based on 
age and type of illness10. T2DM patients are four times as 
likely than healthy people to die from CVD11. Diabetic mana-
gement, early screening, and prompt prevention of diabe-
tes complications dramatically improve disease prognosis 
and save treatment cost12. Therefore, our study aimed to 
estimate the relationship between HbA1c ‎and lipid profile 
components in T2DM patients.

Materials and methods 
This study was performed on control and T2DM patients 

in Medical City in Baghdad between March and June 2021. 
In the control group, healthy volunteer individuals participa-
ted. Patients with type 1 diabetes, gestational diabetes, or 
prednisolone-induced diabetes were not acceptable. A total 
of 90 patients with T2DM and 45 control were included in 
this study. 5 ml of blood were collected from the patients 
by venepuncture after overnight ‎fasting for 12 hours. Blood 
samples were divided into two aliquots; the first contains 
EDTA and is used for the HbA1c estimation. The second 
one was in a plain tube to collect serum and stored at -20ºC 
until used. Estimation of FBS and lipid profile were measu-
red by an enzymatic colorimetric method with a commercia-
lly available kit (Spinreact, Spain). HbA1c levels measure-
ment was performed with an available kit (Roche, Germany) 
using Roche Diagnostics Cobas e411 analyzer. These pa-
rameters define the DM as having HbA1C ≥ 6.5%, FBS of ≥ 
126 mg/dl, and 2-hour plasma glucose levels of ≥ 200 mg/
dl (11.1 mmol/l). In a study of the data, the usual descriptive 
statistics (Mean± Standard Deviation) for the directly mea-
sured variables were calculated. The relationships between 
FBS, HbA1c, and lipid profiles were established using an 
unpaired t-test. SPSS (Statistical Package for Social Scien-
ce) version 25.0 was used to analyze the data. p> 0.05 was 
used as the statistical significance criterion.  

Results

The age range for the patients and control groups 
was between 45 and 70. Among these with T2DM patients 
62.22% (n= 56) were male and 37.78% (n= 34) were fema-
le as shown in (Table 1), and in the control group 26.67% 
(n= 12) were male and 73.33% (n= 33) were female. The 
mean± SD of age for the T2DM (50.10± 12.86 years) and 
control group (49.05± 9.66 years) showed no statistical di-
fference (p=0.106). 

Mean ±SD of TC, HbA1c, LDL, TG, VLDL, HDL, and 
FBS were 7.33±0.56 %, (168.21±9.23, 146.10±9.64, 
137.23±8.32, 41.05±5.86, 43.85±6.17, and 208.81±52.1) 
mg/dl respectively in the T2DM group. In the control group, 
the mean ± SD results of the same parameters were 
4.91±0.27%, (171.20±3.57, 116.60±8.25, 105.05±2.11, 
41.83±4.92, 44.04±5.54, 96.20±7.8) mg/dl respectively. 
Results demonstrate a statistically significant differen-
ces between T2DM patients and control groups in HbA1c 
(p=0.0025), TG (p=0.015), LDL (p=0.0029), and FBS 
‎(p=0.02). On the other hand, the mean ± SD of TC, VLDL, 
and HDL in serum between study groups showed no signi-
ficant difference between levels p>0.01, as shown in Table 
(2) and Figure (1) 

Pearson correlation of HbA1c with other variables re-
vealed a substantial positive connection with serum TC, 
TG, LDL, and FBS (r=0.573, P<0.01; r=0.655, P<0.001; 
r=0.498, <P0.05; r=0.691, P<0.001) respectively. While 
results demonstrated negative correlation between‎ HbA1c‎ 
and HDL (r= -0.562, P <0.01), as shown in Table (3)

Discussion
Some lipid profile parameters showed a significant 

increase in T2DM groups table (3), contradicting findings 
in the literature regarding the correlation between HbA1c 
and lipid profile parameters. The present study revealed 
increasing HbA1c levels with an increase in lipid profile pa-
rameters like TC, TG, LDL, and VLDL. Moreover, the study 
demonstrated a negative correlation between HbA1c levels 
and HDL in DM patients. The positive association between 
HbA1c and lipid profile parameters has been found in se-
veral studies, such as research in Turkey which identified a 
substantial correlation between TC, LDL, TG, and HbA1c13. 
According to one study, there is a substantial negative con-
nection between HbA1c and LDL14. Another study stated 
that HbA1c had no significant correlation with lipid profile 
‎except TG15. HbA1c has been linked to elevated TG levels 
suggesting that it may predict CVD and is a risk factor in 
T2DM15.

Based on the results of this investigation, FBS levels 
were found to be greater than the upper limit for patients 
with a clinical diagnosis. In T2DM, the HbA1c test is used to 
check blood glucose management. The HbA1c is a strong 
predictor of diabetes complications‎ and the length of time 
a person has had diabetes16. HDL, LDL, TG, and TC levels 
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Table 1. Distribution of age and gender in T2DM and control group. Age represents as mean ± SD.
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Table 2. Comparison between biochemical parameters (Mean± SD) in T2DM and control groups.

Figure 1. Comparison of biochemical parameters between T2DM and control groups; high significant difference between 
control and T2DM in HbA1c, FBS, TG, and LDL, no significant difference in cholesterol, HDL, and VLDL, independent 
sample t-test. All data are presented as mean ± SD.
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are well-known risk factors for diabetes complications such 
as coronary heart disease and CVD. In a study by Rani et 
al. (2005), when compared to control, FBS and postprandial 
plasma glucose, TC, VLDL, LDL, TG, and HDL levels were 
higher in the survey respondents17.

Selvin et al. (2005) studied the relationship between 
HbA1c and LDL and HDL TC. In addition, our results agree 
with Selvin et al. (2005) ‎study, which ‎represents that the 
correlation between HbA1c and HDL was negative, but 
the correlation between HbA1c and LDL was positive18. 
Our results go along with a study by Patil et al.16. People 
with diabetes often have abnormalities in their lipids, and 
people with T2DM are no exception. Insulin resistance has 
previously been linked to the T2DM aberrant lipid profile be-
cause insulin resistance causes an increase in fatty acid 
release, reduces insulin-dependent muscle-free fatty acid 
uptake, and increases hepatic fatty acid production in the 
liver19. Diabetic individuals often have high LDL and tria-
cylglycerol values and low HDL. The current investigation 
results revealed that diabetes individuals had a higher lipid 
profile. Our study showed a statistically strong positive co-
rrelation between HbA1c and lipid profile parameters. Our 
results are consistent with Wexler et al., 2005 who found 
that HbA1c and lipid profiles (TC and LDL) have a very posi-
tive significant correlation20; Other researchers have shown 
a relationship between HbA1c and these lipid profiles in 
T2DM patients15,21.

Conclusions
According to the results of this study, diabetic people do 

not have appropriate HbA1c values. Furthermore, HbA1c 
showed a significant positive correlation with TC, TG, LDL, 
and VLDL and a significant negative correlation with HDL. 
In T2DM patients, HbA1c may be a useful marker for predic-
ting dyslipidemia and CVD.  ‎
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Heart Rate Detection using a Piezoelectric Ceramic Sensor: Preliminary 
results
Eduardo Cepeda1, Diego H. Peluffo-Ordóñez2,3, Paúl Rosero-Montalvo4, Miguel A Becerra5, Ana C. Umaquinga-Criollo6, and Lenin Ramírez1

Abstract: Real-time vital signs monitoring, particularly heart rate, is essential in today's medical practice and research. 
Heart rate detection allows the doctor to monitor the patient's health status to provide immediate action against possible 
cardiovascular diseases. We present a possible alternative to traditional heart rate signal monitoring systems, a cardiac 
pulse system using low-cost piezoelectric signal identification. This system could benefit health care and develop continuous 
pulse waveform monitoring systems. This paper introduces a heartbeat per minute (BPM) cardiac pulse detection system 
based on a low-cost piezoelectric ceramic sensor (PCS). The PCS is placed under the wrist and adjusted with a silicone 
wristband to measure the pressure exerted by the radial artery on the sensor and thus obtain the patient's BPM. We 
propose a signal conditioning stage to reduce the sensor's noise when acquiring the data and make it suitable for real-time 
BPM visualization. As a comparison, we performed a statistical test to compare the low-cost PCS with types of traditional 
sensors, along with the help of 21 volunteers. Experimental results show that the data collected by the PCS, when used 
for heart rate detection, is highly accurate and close to traditional sensor measurements. Therefore, we conclude that the 
system efficiently monitors the cardiac pulse signal in BPM.

Key words: Heart rate, Piezoelectric, BPM, Pulse Detection.
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Introduction
Heart rate detection is critical for health care and plays 

a crucial role in preventing cardiovascular disease. In re-
cent years, the number of people with cardiovascular pro-
blems has raised1. By studying these signals, diseases and 
physiological changes in the human body can be detected 
using sensors connected to a computer or heart rate sys-
tem2. The radial pulse contains rich information about the 
human cardiovascular system3. Heart rate monitoring is of 
great importance in preventing disease. Increasing medical 
costs due to increased patients with noncommunicable di-
seases (NCD) have become a critical problem worldwide4. 
One of the main NCDs is cardiovascular disease.

Portable devices are convenient for monitoring biosig-
nals and physical activities in daily life. Monitoring biosig-
nals using portable devices can contribute to early disease 
detection5. Electrocardiography (ECG) is the established 
method to record the human heart rate6. Although seve-
ral biomedical devices detect heart rate, a portable heart 
rate system based on piezoelectric identification could be 
a possible alternative to traditional sensors. In this paper, 
we propose a cardiac pulse system using PCS; this sensor 
is widely used in recent studies and fast processes. The 
PCS is used in studying pulsed disturbances of condensed 
media7 due to its high sensitivity, high robustness, and low 

cost8. In the last two decades, interest in developing new 
technologies with the use of piezoelectric sensors has ex-
panded9. The need for a low-cost sensor is due to the high 
demand and low supply of these devices in cardiovascular 
disease prevention.

In the past, heart rate alteration was not considered one 
of the risk factors for cardiovascular disease, but now every 
doctor must have access to a heart rate measuring device 
to monitor the patient, as heart rate is the main factor in-
fluencing the effectiveness of heart disease treatment10. To 
ensure that the proposed system provides reliable results, 
we compared it with an XD-58C pulse sensor11 and an In-
novo oximeter12, testing 21 volunteers between 19 and 22 
years of age.

Materials and methods 
The section details the materials used in developing 

the cardiac pulse system. The device detects the signal by 
piezoelectric identification, reduces signal noise, and am-
plifies the signal to observe the individual's BPM on LCD 
screen. Our main contribution to this paper is using a PCS 
for cardiac pulse measurement. The energy passing throu-
gh the PCS is generated from slight body movements13. 
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Piezoelectric sensors have already been used to measure 
a specific body part14. Figure 1 displays a block diagram of 
the procedure.

Subsection
Figure 2 displays the prototype design and its compo-

nents: PCS, Arduino one, LCD screen, pass-band filter, and 
signal amplification. Figure 2 also shows the hardware con-
nection: the incoming communication between the PCS and 
the Arduino (red arrow), and the outgoing communication 
between the Arduino and the LCD (yellow arrow)15. Table 1 
describes the electronic item used16. Finally, Figure 3 shows 
the system developed in Proteus17.

Signal conditioning
We designed a bandpass filter and a signal amplifier to 

correct heart rate measurement and reduce the noise pro-
duced by the PCS. The bandpass filter consists of a low 
and high pass filter. Filter pass-through information limiters 
are used to limit the passage of specific frequencies loca-
ted within a given bandwidth and to attenuate those outside 
this width22,23. Thus, we get a signal with less noise and an 
optimal appreciation for BPM calculation and measurement.

BPM measurement
According to (8), when the PCS undergoes slight defor-

mation, electrical charges are generated in the sensor's flat 
area, and in this way, pressure changes in the sensor can 
be captured. When a person uses the PCS under the wrist, 
the sensor will suffer a slight deformation due to the move-
ments generated by blood circulation in the radial artery. 
Once we obtain this pressure data through the PCS, this 
information has to be analyzed to measure the BPM of the 
person24. The BPM is calculated by obtaining the maximum 
points per minute of the filtered and amplified heart pulse 
wave from the PCS reading [Figure 2]. As shown in Figure 
4, the radial artery originates along with the ulnar artery; 
this artery can be divided into three segments: the proximal 
segment in the forearm, the middle segment, and the distal 
segment that passes from the wrist to the dorsal side of 
the hand25. For the sensor to have optimal functionality, it 
must be placed over the radial artery in the distal part of 
the forearm, and the patient must be at rest so that sudden 
movements do not affect the signal obtained by the PCS.

Results Display
The cardiac pulse analysis is performed on an Arduino 

Eduardo Cepeda, Diego H. Peluffo-Ordóñez, Paúl Rosero-Montalvo, Miguel A Becerra, Ana C. Umaquinga-Criollo and Lenin Ramírez
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Figure 1. Block diagram representing the methodology. The pulse system design consists of four main stages: (a) elec-
tronic device design, (b) signal conditioning, (c) BPM evaluation, (d) results in visualization.

Figure 2. Pulse system hardware using piezoelectric signal identification. The red arrow reflects the incoming communi-
cation to the Arduino, and the yellow arrow reflects the outgoing communication from the Arduino to the LCD.
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board, which allows us to add an LCD screen, and, toge-
ther with our programming, shows the patient's BPM on the 
screen. Arduino Serial Plotter26, with the help of a computer, 
shows the heart rate wave in real-time. As shown in Figure 
5-a, the heart rate wave without signal conditioning is diffi-
cult to analyze for measuring the BPM. Figure 5-b shows 
the heart pulse wave with signal conditioning that allows the 
BPM to be calculated. Figure 4 shows the correct PCS po-
sition to obtain the necessary information to measure the 
heart pulse.

Experimental Framework
The data collected from volunteers between 19 and 22 

years of age. It was chosen to employ a sample of healthy 
persons, in a defined age range, without preexisting disea-
ses, decreasing the variability between age groups to study 
the reaction of the sensor versus commercial analogs. The 
PCS was placed on the radial artery with a flexible and com-
fortable silicone echo bracelet. The patient was seated and 
stayed comfortable while the heart rate measure was taken.

The patient does not move during the heart rate me-
asurement because of the important relationship between 
the movement or the external manipulation of the sensor 
and the person under study. We compared each patient's 
heart rate using a table with the results from the PCS, the 
XD-58d heart pulse sensor, and the Innovo oximeter. We 
assess the quality of the measure using the Repeated Me-
asures Analysis of Variance (rANOVA) statistical approach, 
which evaluates the differences between several variables' 
values27. It allows us to analyze the data and shows whether 
the PCS is statistically acceptable compared to traditional 
cardiac pulse measurement sensors.

Results

Data collection, BPM visualization, and statistical 
visualization

We assessed the heart rate of 21 participants between 
19 and 22 years of age, who exhibited a positive evaluation 
of the data. Figure 6 displays the suggested pulse system 
and demonstrates that it successfully estimates the volun-
teer's BPM. The signal acquired by the piezoelectric beha-
vior sensor estimates the pressure exerted by the blood 
circulating through the radial artery, so if this signal has a 
variation known as cardiac pulse, this signal has noise due 
to what passes through the band pass filter and ends up in 
the Arduino, which is in charge of displaying the individual's 
BPM on the LCD display. Table 2 presents the data received 
from participants at BPM. 

Software is used to represent the results of sample data 
more optimally. Figure 7 shows a histogram of the patient's 
BPM. We infer that the data follow a normal distribution. 
Most of the recorded values are within the 70 to 80 BPM 
range.

The measure of comparison and quality
We check the quality of the measurements using the 

repeated measures ANOVA (rANOVA) statistical method 
that validates the quality of the results. We compare the re-
sulting F-value with the F-value from the distribution table. 
This comparison provides us with rich information about 
whether or not there is a good relationship between the me-
asurements from the three types of sensors. Our null hypo-
thesis proposes a relationship between the data from the 

Heart Rate Detection using a Piezoelectric Ceramic Sensor: Preliminary results

Figure 3. The pulse system's technical design, which includes the sensor signal input, resistors, capacitors, logic gates, 
and LCD display, was created in proteus software.

Table 1. Description of the electronic components of the pulse system.
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Figure 4. Proper placement of 
the piezoelectric sensor.

Figure 5. This figure shows the behavior of the signal, which changes due to the proper use of the bandpass filter to re-
duce noise efficiently. (a) Heart pulse wave without signal conditioning and (b) Heart pulse wave with signal conditioning 
plotted on Arduino serial plotter.

Figure 6. Lo-
cation of the 
p i e z o e l e c t r i c 
ceramic sensor 
attached to the 
silicone brace-
let on the wrist. 
Signal conditio-
ning stage, Ar-
duino, and LCD 
screen displa-
ying the BPM.
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three types of sensors, whereas our alternative hypothesis 
establishes that at least one the three types of sensors is 
significantly different from the rest.

By comparing the values from each sensor, we obtain 
an F value of 0.07; then, our null hypothesis is not rejected. 
This F value, when compared with the distribution table F 
value, with a statistical alpha significance of α = 0.05, shows 
that 0.07 = F < Fα = 3.52. This indicates that the test of the 
relationship between the three types of sensors that mea-
sure the pulse rate is statistically acceptable. We calcula-
te the p-value in relation to the rANOVA statistical method 
using the R software environment, resulting in a p-value of 
0.9326. Table 3 shows the results of the rANOVA, inferring 
that the PCS is optimal for cardiac pulse detection. Figure 8 
offers a clearer view of why the null hypothesis is not rejec-
ted; there is a high probability that the data provided by the 
PCS are reliable.

Table 3. The subject F value of 9.92E-04 shows that 
the volunteers' data values are very consistent, probably, 
because of the age range of 19 to 22 years. Table 4 shows 
that the effect of going from the oximeter to the PCS is 1 
BPM, which is considered statistically irrelevant; likewise, 
the effect of going from the XD-58C sensor to the PCS is 
0.42 BPM and considered irrelevant.

We measured an effect size of 0.0035, which allows 
us to compare the sum of squares and relate the variance 
percentage affecting the response when we change from 

one sensor to the other. Thus, we observe a positive impact 
on the total variability that has changed from one sensor to 
the other.

Furthermore, we measured an effect size of 0.005 for 
the volunteers, indicating a relationship between the volun-
teers' variance with a minimum variance percentage. Thus, 
we conclude that the three sensors produce statistically 
equivalent results for every individual. So, there is no evi-
dence from the statistical analysis that allows us to reject 
the null hypothesis.

The means of the measures from the three types of 
sensors are considered statistically similar, as the null hypo-
thesis wasn't rejected. Figure 9 shows each sensor's mea-
sures using a box plot.

Figure 9 shows the comparison between the data from 
the three types of sensors; we estimate they are equivalent. 
Therefore, we conclude that the values registered by the 
PCS are statistically acceptable. In figure 9, all the collected 
data have been considered; there are no statistically un-
usual or strange values (outliers) that lead to readjustments. 
However, the PCS shows a slight increase in its BPM mea-
sures, which means that although the sensor is optimal for 
everyday use, it is still possible to improve it. The sensor's 
operation can be retouched and optimized for future work, 
either by hardware calibration or a software improvement. 
The slight increase is not significant for the analysis presen-
ted in this paper.

Table 2. BPM from patients between 19 and 22 years of age, measured with piezoelectric analysis, XD-58C pulse sensor, 
and Innovo oximeter.

Figure 7. BPM Histogram; a normal data distribution is observed; thus, the ANOVA statistical method is carried out.

Heart Rate Detection using a Piezoelectric Ceramic Sensor: Preliminary results
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Monte Carlo Simulation Analysis (MCS)
After structuring costs, the most influential cost com-

ponent was direct labor, representing 53% of the total cost. 
The cost of culture media was 12% of the total, IMC repre-
sented 5%, and operating expenses, including administrati-
ve expenses and infrastructure, were 30% (Figure 2). 

Plants propagated by SE. Figure 3 shows that the cost 
of plants per unit can be inferred between USD $0.6835 and 
USD $0.7786, with an average USD $0.7290 (Sheet 1 S2: 
Total cost), due to the production process's cost structure. 
If strict control is maintained over the variables while exe-
cuting the productive lot as es-tablished in this study, the 
average price per plantlet has been proposed to be USD 
$0.7290, with a 95% reliability. However, as one may ob-
serve, there is a certain asymmetry towards the right, which 
indicates that the process could increase in cost. That is to 
say, the cost may have deviated over the average or over 
USD $0.7290 after moving the lot.

On the other hand, a regression was performed on the 
correlation coefficients of each of the cost model’s varia-
bles to identify which ones influence the variable response, 
which is to say cost the most.  This analysis showed that 
the most significant variables are in the productive process’ 
last stages, corresponding to ger-mination and acclimation, 
followed by the maturation stage.  It was specifically found 
that the plantlet growth (-0.69) and plantlet development 
(-0.60) phases, as well as the plantlet conversion phase 
(0.35) had more significant effects on cost, with 95% reliabi-
lity. Therefore, when these variables, which are expressed 
as the percentage of explants' response, rise above 60%, 

50%, and 50%, respectively, the variable of cost per plantlet 
decreases. During the embryos' development phase, both 
the multiplication coefficient (-0.07) and percentage of ex-
plants' response (-0.07) tend to decrease cost per plant-
let as their prices increase. They are currently at 10% and 
70%, respectively.  Besides, it was observed that the RMR 
(0.15) has a positive effect on cost. Cost per plantlet will 
increase as RMR increases (Figure 4).

Discussion
The proposed system was tested with statistical quality 

measurement methods and gave positive results when cal-
culating the heart pulse beats per minute in BPM. Compa-
red with traditional sensors that exist today, the PCS achie-
ves reliable results in detecting and observing the patient's 
BPM. The main objective of this paper is to introduce a 
heart rate system that employs piezoelectric signal identi-
fication as an alternative to traditional sensors; according 
to the GUM guide28, based on the usual uncertainty error 
propagation rule, it offers us an uncertainty of 1.44 with 10 
degrees of freedom, which suggests that the sensor may 
achieve the popular market level, given that the oximeter is 
the most marketed globally. However, due to the electrome-
chanical properties of the PCS, the system works correctly 
under the following condition: the patient has to stay and 
maintain the sensor in its original position. The PCS has to 
remain unmoved during the heart rate detection because 
there is a strong relationship between the patient's move-

Figure 8. F-value is falling outside of the rejection region.

Table 3. Analysis of Variance ANOVA results.

Table 4. Statistical Analysis.
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ment and the heart rate detection. PCS indicates a little rise 
in its BPM readings, which suggests that while the sensor 
is appropriate for everyday usage, there is still potential for 
development, so for future work, the sensor performance 
may be tuned and enhanced, either by hardware validation 
or by software updating. As for the hardware, it is advised 
to use a Bakelite and add more elaborated stabilizers and 
filters for this purpose; on the other hand, a different sof-
tware must be highly beneficial to make the data acquired 
more trustworthy despite the rapid movement that the hu-
man may make.

Conclusions
In this paper, we implement a heart rate system emplo-

ying piezoelectric signal identification to detect a patient's 
heart rate. The primary motivation for developing the system 
was to propose a low-cost, portable and immediate solution 
to detect possible cardiovascular diseases; the innovator 
oximeter costs around $20 on the market; the suggested 
system without the Arduino costs less than or equivalent to 
$5 per unit since the electrical components used are mea-
ger cost as does its sensor, which costs less than 50 cents. 
It is a possible alternative to the current traditional sensor 
that detects the pulse signal. The proposed pulse system 
can monitor the heart rate in real-time and thus prevent car-
diovascular diseases. We carried out an experiment with 
21 patients to analyze the functionality and performance of 
the proposed pulse system, measures of comparison and 
quality were implemented, and these gave positive results; 
We propose a comparison between the PCS, the XD-58C 
pulse sensor, and the Innovo oximeter, demonstrating that 
the PCS is an exact and reliable heart rate sensor for conti-
nuous pulse monitoring.

We conclude that the system produces positive results 
for pulse rate monitoring as long as the patient does not 
manipulate the sensor while it is monitoring the data; the 
patient must not make any sudden movement not correct 
the device location. This heart rate system is essential for 

people who want to know their heart rate's current status 
and prevent cardiovascular diseases. An experienced doc-
tor can read this data and reach meaningful conclusions. 
However, not everyone can detect abnormal values within 
the data; therefore, for future research, we propose impro-
ving the system so that anyone can recognize the signs of 
abnormal heart rates. We also propose adjusting the sof-
tware or the hardware to correct the non-significant increa-
se that the PCS of the heart pule shows at the time of me-
asuring the BPM. Finally, we suggest fixing the wristband 
so that the sensor remains stable and measures the BPM 
despite sudden arm, hand or wrist movements.
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NOD1/CARD4(G796A) and NOD2/CARD15(R702W, G908R and L1007f-
sinC) polymorphisms associated with Crohn's disease in Iraqi patients
Adnan Fayadh Sameer1*, Abed Hassan Barraj1, Hayder Jamaal Mahmood2

Abstract: Inflammatory bowel disease (IBD) applies to two main forms of chronic relapsing inflammatory intestinal 
disorders: Crohn's disease (CD), Ulcerative colitis (UC). CD requires an irregular immune reaction that induces intense 
inflammation. The cause of CD disease is not yet fully known; previous research, however, indicated inflammation of the 
intestines elevated or continues due to inappropriate immune responses due to associations between genetic factors, 
intestinal microbiota, and environmental factors contributing to the production of IBD. This study aimed to investigate 
predisposing genes, single nucleotide Polymorphisms (SNPs) NOD1/CARD4 and NOD2/CARD15) with CD in Iraqi 
patients. The common NOD1 (G796A) SNP and NOD2 SNPs R702W, G908R and L1007fsinC for NOD2 SNPs were 
selected. Thirty Iraqi citizens with a recognized diagnosis of CD and twenty apparently healthy controls were included in the 
study from November 2019 to December 2020; the common NOD1 and NOD2 polymorphisms have been screened by the 
polymerase chain reaction/restriction analysis length polymorphism (PCR/RFLP). The results of the current investigation 
for NOD1 polymorphism in studied patients and controls, the allelic and genotypic data show a highly significant association 
of G796A SNPs in the NOD1 with Crohn's disease, GA percentage was 56.67% in patients as compared to controls 
genotype was (0.00%). Furthermore, the G allele was more common in Crohn's patients than the A allele 0.72 vs. 0.28. 
Also, the allelic and genotypic frequency distribution of the studied NOD2 SNPs in the current study were (R702W, G908R, 
and L1007fs) in Iraqi patients, and controls revealed a highly significant connection between the G908R SNP with Crohn's 
disease susceptibility. The proportion of the genotype GC was 30% in patients while 0% in the control group, the frequency 
of the G allele was 0.85 vs 0.15 respectively, which was more than the frequency of the A allele. There were no significant 
changes in genotypic and allelic frequencies of the R702W and L1007fs SNPs in Iraqi Crohn's disease patients. The 
present study concluded that the NOD1 SNP of allelic and genotypic data show a highly significant association of G796A 
with a predisposition to Crohn's disease in Iraqi patients. And the NOD2 SNPs of G908R were also revealed to be highly 
effective. While the other studied SNPs were R702W and L1007fsinsC of NOD2, which showed no significant changes in 
the allelic and genotypic frequencies of the SNPs with Crohn's disease Iraqi patients.

Key words: Inflammatory bowel disease, Crohn's disease, NOD1/CARD4, NOD2/CARD15, polymorphisms.
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Introduction
Crohn's disease (CD) can be defined as a common in-

flammatory bowel disease (IBD) type; one other IBD form, 
Ulcerative colitis (UC) induces chronic inflammation (trans-
mural inflammation). In contrast to the CD that may impact 
any digestive system part, the UC typically causes inflam-
mation in the colon only; CD is a long-lasting (i.e., chronic) 
and complex condition that mainly impacts the digestive 
system1. This disease requires an irregular immune reac-
tion that induces intense inflammation. It more frequently 
affects intestinal walls, especially in the small intestine's 
lower part (ileum) and in large intestine portions (i.e., co-
lon); inflated tissues grow thicker and get swollen. The in-
side becomes swollen, and open sores (ulcers) may form 
the inner digestive system's surfaces2. Crohn's disease 
most often develops in the late teens or the 20s, but this 
disease could affect people of any age. Symptoms and sig-
ns appear to outbreak many times during a lifetime. This 
disorder's most common symptoms include stomach pain 
and cramping, persistent diarrhea, weight loss, fever and 

appetite loss. Any people with CD get blood in the stool 
with inflamed tissues in the Intestines; persistent bleeding 
may lead to (anemia). In certain situations, CD may result 
as well in causing inflammations in the eyes, skin, or join
ts3,4.                                                                                                                                           

The cause of IBD is not yet fully known; previous stu-
dies indicated the inflammation of the intestines elevated or 
continues because of inappropriate immune responses due 
to associations between genetic factors, intestinal microbio-
ta, and environmental factors contributing to the production 
of IBD. Results of previous studies support the specula-
tion that genetic factors are involved in IBD; the frequen-
cy and incidence of IBD vary geographically and ethnica-
lly5,6.                                                                                                                                            

The incidence of CD in Iraq has been rising in the 
last years16. In addition, the incidence of IBD seems to be 
growing in Egypt15. The documented data shows, too, that 
there has been an amazingly increasing trend in the inci-
dence rate of CD in Saudi Arabia12; in Kuwait, both the pre-
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valence and incidence of CD are growing at a rate compa-
rable to that seen in Western countries13,14. Crohn's disease 
is most prevalent in North America, northern Europe, and 
New Zealand, between the ages of 15- 60. Since 1990, the 
highest reported prevalence of IBD has been observed in 
the industrialized countries of 322 CD patients per 100,000 
persons in Germany7,8. The highest incidences of IBD are 
reported in European countries and North America (15.4 
and 23.82 per 100,000 person-years for CD in Italy and Ca-
nada, respectively8. Conversely, progressively increasing 
incidences were noticed in Asia and the Middle East, rea-
ching rates of 5 per 100,000 person-years for CD9. Northern 
Europeans and Jews of (Ashkenazi) origin have a high 
frequency (Incidence 3.2/1000) as opposed to substantial 
infrequent prevalence of Asians, Africans and South Ame-
ricans10. The latest reports, however, have shown a signi-
ficant rise in incidence in increasingly industrializing Asia, 
Africa, and Australasia11.                                                 

About a hundred IBD-associated gene polymorphisms 
have identification; the CD tends to have a genetic corre-
lation of phenotypes. Specifically, nucleotide binding and 
oligomerization domains containing protein 2/Caspase re-
cruitment domain family member 15 (NOD2/CARD15) and 
nucleotide binding and oligomerization domains containing 
protein 1/Caspase recruitment domain family member 4 
(NOD1/CARD4) polymorphisms were shown to be correla-
ted with CD phenotypes associated with those diagnosed at 
a younger age17,18. Nucleotide-binding and oligomerization 
domains containing protein (NOD) can detect intracellular 
muramyl dipeptide (MDP), a component of the bacterial wall 
that is ubiquitously present in bacterial peptidoglycan can19. 
Upon ligand activation, NOD mediates an innate immune 
response that activates as a pro-inflammatory response in 
patients with persistent inflammatory conditions such as CD 
have been shown to have NOD2 polymorphism or altered 
expression20. At this point, evaluating for genetic mutations 
in CD still remains a research tool, not yet proven to be of 
clinical benefit for diagnosis, treatment or prognosis. The 
current study aims to Investigate the predisposing genes 
NOD1 and NOD2 polymorphisms with CD in Iraqi patients, 
three common single nucleotide Polymorphisms (SNPs) 
were selected (Arg702Trp (R702W), Gly908Arg (G908R) 
and Leu1007fsinsC (L1007fsinC) for NOD2 and Glyci-
n796Alanine (G796A) SNP for NOD1.

Materials and methods 
Tissue biopsies of 30 cases with a recognized diagnosis 

of Crohn's disease. Additionally, 20 cases as control ranged 
from 9-55(±34.78) years in the Patients and Control grou-
p(apparently healthy individuals). From November 2019 to 
December 2020, Biopsies were collected from Gastro-Ente-
rology and Hepatology Teaching Hospital in Baghdad.

Therefore, one endoscopic tissue biopsy was collected 
from each Crohn's disease case; the biopsy was placed in 
normal saline for single nucleotide polymorphism (SNP) 
detection. All SNPs were genotyped by polymerase chain 
reaction (PCR) - restriction fragment polymorphism analysis 
(PCR-RFLP. In this study, RFLP is a method that uses SNP 
to exploit variations in homologous DNA sequences. SNP 
for NOD1 to distinguish G796A (E266K) (rs2075820). Fur-
thermore, three single nucleotide polymorphisms (SNPs) for 
NOD2 were chosen: (R702W, G908R, and L1007fsincC) rs 
(2066844, rs2066845, and rs2066847) respectively.Table 1.

Steps of RFLP Analysis
Step1 Isolating the DNA.
 
Step2 Performing PCR.
 
Step3 Performing the Restriction Digestion.
 
Step4 Preparing the Sample for Analysis.
 
Step5 Performing the Electrophoresis.
 
Step6 Analyzing the Data.

Statistical analysis
The Statistical Analysis System- SAS (2012) softwa-

re has been utilized to detect the effects of various factors 
in the study's parameters. T-test has been utilized for the 
significant comparison between the mean values. The 
Chi-square test has been used to significantly compare 
the percentage (0.05 and 0.01 probability in this study. The 
allelic frequency and equilibrium of the studied genes were 
extracted according to the Hardy-Weinberg equation.

Results

Frequency of NOD1/CARD4 gene G796A (rs2075820) 
polymorphisms

Allelic and genotypic data from this study show a hi-
ghly significant association of G796A rs2075820 SNPs in 
the NOD1 gene with CD. The SNP G796A carriage variant 
for the NOD1 gene was an important risk factor for CD. The 
chi-square value was 11.728, a significant value for the ge-
notype GA. The percentage of heterozygous genotype GA 
was 56.67% compared to seemingly healthy controls; ge-
notype GA was not detected, while genotype AA was not 
detected in patients and control.   Furthermore, allele G was 
considerably more common in Crohn's patients than allele 
A (0.72 vs. 0.28) (P≤0.01) table (2). Figures (1 and 2) show 
results for NOD1 SNP G796A genotyping.

Adnan Fayadh Sameer, Abed Hassan Barraj, Hayder Jamaal Mahmood
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Table 1. The sequence of primers used in this study.
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Distribution of the CD-associated NOD2 SNPs (R702W, 
G908R, and L1007fs)

In Iraqi patients and controls, the allelic and genotypic 
frequency distribution of the three primary CD-associated 
NOD2 SNPs (R702W, G908R, and L1007fs). Revealed a 
highly significant connection of only the G908R (rs2066845) 
SNP with CD susceptibility, the genotype of G908R was 
detected by chi-square value was 8.923, which is a highly 
significant value for the genotype GC. The percentage of 

heterozygosity for the genotype GC was 30% in patients 
and not detected in the control group, while genotype CC 
was not detected in patients and control. The frequency of 
the allele G to G908R SNP was 0.85, which was more than 
the frequency of the allele A, which was 0.15 (P≤0.01) table 
(3), figures (5 and 6). There were no significant changes in 
genotypic and allelic frequencies of the R702W rs2066844 
and L1007fs rs2066847 SNPs in CD patients (figures3 4, 
and 7,8).

NOD1/CARD4(G796A) and NOD2/CARD15(R702W, G908R and L1007fsinC) polymorphisms associated with Crohn's disease in Iraqi patients

Table 2. Genotype and Allele frequency of NOD1- G796A rs2075820 SNP in  Iraqi Patients with CD.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis (2%)  with RedSafe stain® at 80V for NOD1 (G796A) SNP rs2075820. PCR pro-
duct length 379bp.

Figure 2. Agarose gel electrophoresis (3%) with RedSafe stain® at 80V for NOD1 (G796A) SNP rs2075820. with an 
expected size of digested fragment length by restriction Aval enzyme;(209bp and 170bp for genotype G/G WT. And 
(379bp,209bp and 170bp for G/A allele).
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Discussion
The current study is one of the new studies to exami-

ne the incidence of the G796A mutation in CD patients in 
Iraq. Our findings imply that the presence of this SNP is 
a substantial susceptibility factor for CD in the Iraqi popu-
lation, which is consistent with previous findings indicating 
the presence of the NOD1 (G796A) SNP enhances suscep-
tibility to CD in the Hungarian population21. In dissimilarity 
to the investigation of NOD1 (G796A) rs2075820 (G>A) in 
Turkish CD patients, which revealed no significant associa-
tion between the SNP and the onset of CD40, the current 
study found a significant association between the NOD1 
(G796A) rs2075820 SNP and the onset of CD. The allele A 
has been proposed to reduce helix-formatting capability and 
influence ATP binding affinity. As a result, NOD1 polymor-
phism may not be directly associated with CD beginning but 
rather through a convoluted pathway initiated by infection21. 
We believe that changing a negatively charged amino acid 
to a positively charged one and a probable alteration in the 
orientation of lateral chains at residues 266 could have an 
impact on the interaction of effector proteins and adaptor 

molecules with the central nucleotide-binding domain ter-
med (NACHT) domain23. There are no exact data to show 
how the NOD1 polymorphism affects the NOD1 function. 
Still, our findings suggest that changing negatively-charged 
glutamine to positively-charged lysine may cause a severe 
change in the structure or regulation of the NOD1 protein, 
altering reactivity to some pathogenic bacteria or the natu-
re of downstream inflammatory pathways. NOD1 polymor-
phisms were also frequently associated with inflammatory 
responses following Helicobacter pylori infection, such as 
duodenal ulcer and gastritis24. As a result, NOD1 polymor-
phism may not be directly related to the onset of CD but 
rather through a complicated mechanism triggered by infec-
tion. In the current investigation, we attempted to establish 
a link between IBD, CD, and the three primary variants in 
the coding revealed that NOD2/CARD15 gene polymor-
phisms explain roughly 20% of the genetic predisposition 
to CD in US. and European populations25. Several investi-
gations, however, have demonstrated that NOD2/CARD15 
gene polymorphisms are not illness factors in Asian popula-

Table 3. Genotype and Allele frequency of NOD2 (G908R) rs2066845 in Patients and Control groups.

Figure 3. Agarose gel electrophoresis (2%) with RedSafe® stain at 80V for NOD2 (R702W) SNP rs2066844, PCR pro-
duct length 185bp.

Adnan Fayadh Sameer, Abed Hassan Barraj, Hayder Jamaal Mahmood
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Figure 4. Agarose gel electrophoresis (3%) with RedSafe® stain at 80V for NOD2 (R702W) SNP rs2066844 with an ex-
pected digested fragment length by restriction Mspl enzyme (76, 54, 35 bp) for genotype C/ C (WT.).

Figure 5. Agarose gel electrophoresis (2%) with RedSafe® stain at 80V for NOD2 (G908R) SNP rs2066845 with PCR 
product length 163bp.

tions. Some of these patients–control investigations on Ja-
panese, Chinese, and Korean populations26,27. The G908R 
rs2066845 G>C SNP variants Heterozygous genotype GC 
was observed in patients and not detected in the healthy 
control group; the G908R polymorphism plays an important 
risk for CD28. And the frequency of the R702W rs2066844 
C > T and 3020insC/1007fs rs2066847 C>G, A, T SNPs va-
riant genotype was not detected, to be 0.0 percent in CD 
patients for each two SNPs. Although no significant asso-
ciation was found between these R702W and 3020insC/
1007fsSNPs variations and CD, the findings of this study 
revealed the presence of the NOD2/CARD15 and G908R 
SNP gene variants in the Iraqi population. This G908R SNP 
is a genetic susceptibility factor for Crohn's disease in Iraq, 
despite being absent in most Asian and Turkish popula-
tions40. The absence of the NOD2 G702W rs 2066844 and 
3020insC (1007fs) rs2066847 SNPs in CD patients show 
that these variants are not associated with IBD; absent ge-
notype variation in different geographical regions may be 

due to the different ethnicities and environmental factors 
of the populations studied. The current results are similar 
to the previous genetic studies in Asia have revealed that 
G908R SNP is a common mutation in gene NOD2/CARD15 
and is associated with the risk of CD in East Asian popula-
tions such as Japan, Korea, and China8,29. except for mu-
tations G702W and 3020insC (1007fs), unrelated to CD in 
the Iraqi population. Carrying NOD2 mutations conferred a 
high chance of developing CD, as expected. However, this 
was neither essential nor sufficient for CD development. 
The three NOD2 mutations did not play an equivalent role 
in CD susceptibility. In other patient population investiga-
tions, the presence of R702W was associated with the hi-
ghest risk of CD. This mutation, however, was not linked 
to CD in Galician, Finnish, or Scottish populations30. So, 
comparable to the current study's findings in the Iraqi popu-
lation. While L1007finsC polymorphism was the strongest 
CD connection in various familial and non-familial studies22. 
However, in the current investigation, this was not the case. 

NOD1/CARD4(G796A) and NOD2/CARD15(R702W, G908R and L1007fsinC) polymorphisms associated with Crohn's disease in Iraqi patients
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The current investigation found no link between the NOD2/
CARD15, R702W, and 3020insC/1007fs SNPs with CD in 
Iraqi Patients. Because CD is recognized as a disease with 
numerous etiologies, including various genetic disorders, 
the predisposing genetic factors in CD may differ amongst 
populations. NOD2 gene mutations may thus result in the 
immune system's failure to manage the bacterial infection 
and the development of chronic inflammation31. These fin-
dings are discordant with those described in prior European 
research and other North African studies32,33. The common 
connection of NOD2 mutations with CD and IBD34,35, has 
been largely repeated36, but not universally37. Particularly in 
North African populations38,39. Because of genetic variability, 
various genes in different individuals are thought to cause 
hereditary susceptibility to the disease. Because of this ge-

netic variability, the effect of a single gene that is connected 
with CD in one community may not be observed in another. 
So the studies may contradict each other40.

Conclusions
Finally, the Conclusion from current data indicates that 

these R702W and 3020insC/1007fs SNPs are not polymor-
phic in Iraqi population samples.
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Detection of morphometrical, histological and histochemical characteristics 
of lung and trachea in adult local squirrel (Sciurus anomalus)
Iman Mousa Khaleel1*  ,Khalid Ibrahim Abd Alkhazraji2 , Mahdi Abdul kreem Atiea1

Abstract: The present study aimed to identify the topography, morphology, histochemistry and histology of lung structures, 
bronchial divisions and trachea in adult local Squirrel (Sciurus anomalus) as a species inhabited in Iraqi environments. 
This work was conducted on thirty local Squirrel of both sexes (15) males and (15) females were divided into three equal 
groups, first for anatomical perceptions, second to resin cast technique and the third for histological study. Anatomically, in 
both sexes, the trachea appeared as a cartilaginous structure consisting of flexible cartilaginous rings, C-like, connected 
by annular ligaments. It begins at the end of the cricoid cartilage from the level of the second cervical vertebra to the fourth 
thoracic vertebral plane; eventually, it splits into the right and left main bronchi. Count tracheal rings, the entire weight of 
the lung, full length, the diameter of the trachea and right and left bronchi. The trachea in females was slightly less than 
in males but not significantly. The bronchial tree was detected in resin cast, which was constructed of the trachea divided 
into left and right primary bronchi (Main bronchi), the right one was split into four secondary bronchi to enter the right lobes 
and two secondary bronchi to the left one. The left lung contains one lobe, whereas four lobes were observed in the right. 
Histologically, the wall of the trachea consists of four layers. Epithelial cells of ciliated pseudostratified columnar and goblet 
cells that reacted positively with PAS were covered in the mucosa. Submucosa was devoid of the tracheal glands. The 
Trachealis muscle is connected from the outer aspect of rings. Similarly to the trachea, the primary bronchi are structured 
but smaller in diameter; they break up within the lung into primary, secondary and tertiary bronchi, then it terminates in 
respiratory bronchioles that contain Clara cells and open at the end in the sacs of alveoli. Two types of pneumocystis 
were observed lining the alveoli. The current study concluded anatomically and histologically that there were no significant 
differences between males and females of local squirrels. The lobulation of the lung in squirrels is different from other 
animals. The trachea and lung histologically resembled numerous animals, however, the wall had micro morphometric 
changes. But, the surface lining cells of the tracheal and bronchi mucosa secrete neutral mucin, with no submucosal glands 
in the tracheal wall.

Key words: Trachea, Local Squirrel, Bronchial Tree, Histochemical,  Lung.

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

Introduction
Respiratory system a critical system that play a vital 

role in the ventilation system which limits the gases exchan-
ging via the respiratory structure and outside air1. Olfaction, 
Vocalization and regulation of the body temperature regard 
another respiratory activation besides the ventilation, con-
sisting of gas exchange and conduction2. The respiratory 
system comprises many anatomical structures divided into 
conducting and respiratory parts in mammals. The terminal 
site of this system is alveoli which are responsible for gas 
exchanging3. The distribution of the air and blood in a vast 
space by an extensive network of airways and blood vesse-
ls will assist in gas exchanging4. In most domestic animals, 
the trachea wall is made of (4) layers; Mucosa is lined by 
pseudostratified columnar epithelium, submucosa, muscu-
laris and adventitia. The incomplete hyaline cartilaginous 
rings support these layers5. The conducting and respiratory 
portions have different anatomical characteristics among 
species and individuals6. The morphometrical studies of the 

trachea and lung are critical due to the vital role of the tra-
chea during breathing and intubation processes through ge-
neral anesthesia7. The Squirrel (Sciurus anomalus) belongs 
to the order Rodentia,   family;   Sciuridae, Genus; Sciurus 
and Species; Sciurus anomalus8 indicate that this species is 
characterized by hibernation, which lasts from early autumn 
to spring, and the animal remains hidden underground. Sig-
nificant alterations, whether in the immunological state or in 
many sides of lung mechanization, could occur to the lung 
of hibernating squirrels9,10. Many authors have studied the 
anatomical and histological lung structure in small and lab 
animals like mice, rats, and guinea pigs11-14. There is a lack 
of literature on the histological and morphological features 
of the lung and trachea in local Squirrels. Therefore we stu-
died the morphological, morphometrical, histological, and 
histochemical features of the trachea and lungs and des-
cribed the bronchial tree using the resin technique in this 
animal.
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Materials and methods 
Thirty healthy adult squirrels of both sexes were divided 

into three equal groups, each one containing ten animals (5 
male and 5 female squirrel) with an average weight  (214) 
g. The studied animals were obtained from local supplier in 
Al-gazil market. The first group was used for topography, 
gross anatomy of trachea and lung, length and diameter of 
trachea measured by electronic digital vernier caliber and 
ruler, weight by sensitive balance and counting of tracheal 
ring numbers. In contrast, the second group was used for 
the bronchial tree by making corrosive resin cast, and the 
third group was used for the histochemical and histological 
examination.  

Corrosive cast technique
The resin injection was done by hand pressure through 

a syringe of (20) ml; the specimens were injected with ( 2 
) ml of resin. After complete solidification, the specimens 
were macerated through a solution of (40%) KOH for (3-4) 
days, washed and dried by hot air until become ready for 
examination according to (15).

Histological study
The specimen was taken from the trachea, primary left 

and right bronchus and lobes of both lungs, fixed in 10% 
buffered formalin, washed with water, and dehydrated in a 
series of alcohol (70%, 80%, 90%, 100%, 100% ) in that or-
der, two-run for each, left in each concentration for an hour. 
Cleared in xylene, infiltrated by molten paraffin-embedded 
in paraffin wax slandered procedures. I was sectioned in (6-
7) µm. Stained by Harris Hematoxylin and Eosin stain and 
Periodic Acid Schiff, Alcian blue (PH 2.5) according to (16).

Statistical Analysis
The statistical analysis was applied using two ways 

(ANOVA) and means a significant difference at (P≤0.05). 
In using a statistical package for social sciences (T-Test).

Results
The trachea of squirrels in both sexes looked like a 

flexible, hollow cylindrical tube made of numerous rings of 
hyaline cartilage that was confirmed by an annular ligament, 
their ring edges and muscle filled it, according to this study 
(Fig. 1). The trachea was elastic structure lie on the ven-
tral side of the neck at midline. It extends between cricoid 
cartilage of the larynx to the (carina) at the fourth thoracic 
vertebra. Then it was bifurcate at the level of the 4th thoracic 
vertebra into the right and left principal bronchi (Fig.2). 

Table 1 summarizes the cartilaginous rings that appeared 
as C-shape structures connected by tracheal muscle at the 
two ends. The mean tracheal length in males was higher than 
that of females, and the mean number of tracheal rings was 
less than in females. The tracheal rings were rounded in sha-
pe or semi-circular in their cross-section. The length, and ring 
numbers in the cervical and thoracic region of the trachea, in 
males were higher than of females but not significantly. The 
mean tracheal and right principal bronchus diameters in ma-
les were higher than that of females, whereas the left principal 
bronchus diameter in females was higher than that in males. 
Significantly no difference between them at (P≤0. 05) in all 
anatomical parameters. Topographically, the trachea was se-
parated into cervical and thoracic parts (Fig. 2).

The Lung
As in domestic animals, the lung in both sexes appear 

as two reddish pink spongy structures surrounding the 
heart, and their shape corresponds to the thoracic cavity 
shape (Fig.3). In both sexes, the right and left lungs have an 
apex, base, dorsal, ventral and caudal borders. The ventral 
and caudal edges were flatted and pointed, whereas the 
dorsal border was thick and rounded. The right lung apex 
was large and round, whereas the left was smaller and poin-
ted. Both lungs have three convex and narrow surfaces; 
costal, medial and diaphragmatic. Interlobar fissures sepa-
rated the lung into distinct lobes. The right lung contains 
apical, middle, caudal, as well as accessory lobes, which 
are partially divided into two small lobes (Fig. 3). Left lung 
is made up of one lobe only (Fig. 1). Currently, the lungs of 
both sexes do not have clear sub-pleural pulmonary lobu-
les. The mean body weight, total lung weight, and right and 
left lung weights in males and females were listed in (Table 
2). These measurements were higher in males than fema-
les but not significant at P≤0.05 (Table 2). There is no sign 
in the weights of the right and left lungs in males compared 
with females. 

The corrosive cast technique displays the trachea and 
bronchial tree form that the trachea consists of left and ri-
ght (principal or main) bronchi. The left spilled to the left 
apical bronchus and caudal bronchus for the left apical and 
caudal ends of the left lobe  (Fig. 4). The other main bron-
chi, right, observed to split into 4 bronchi as an accessory, 
caudal, middle and apical (Fig. 4). From the right primary 
bronchus, the first branch enter the apical lobe. Both central 
and accessory bronchus arise at the same level beyond the 
apical bronchus and join the middle and additional lobes, 
respectively. In contrast, the caudal lobe receives bronchi 
of the right caudal (Fig. 4 ). The bronchiole of tertiary and 
secondary arises from the division of tertiary and secondary 
bronchus, which arises from the right main bronchus.

Histological Results  
In both sexes, the trachea of Squirrel was conformable 

and appeared as a solid, hollow tubular structure consisting 
of the mucosa, submucosa, cartilaginous layer, and adven-
titia. The mucosa is lined by Pseudostratified ciliated colum-
nar epithelial cells, which contain (ciliated columnar cells, 
goblet cells and basal cells) resting on the basement mem-
brane. The main cell types were the ciliated columnar cells 
found as tall columnar cells with apical cilia. These cells 
were slightly stained cytoplasm and apical large oval nu-
clei (Fig. 5). Numerous goblet cells have global shapes and 
basally located nuclei. It gives a positive reaction towards 
PAS, giving a magenta color (Fig.6), due to its secrete a mu-
copolysaccharide substance. The mucous secretion may 
act as an epithelial protective barrier. The basal cells display 
small triangular cells resting on the basement membrane 
but don't reach the lumen. A thin, loose connective tissue 
layer made from collagenous and elastic fibers represents 
lamina propria. Muscular mucosa is observed as the very 
thin layer of smooth muscle fibers. 

Loose connective tissue represents tunica submucosa 
devoid of submucosal glands (Fig. 7). The muscular carti-
laginous layer merges with hyaline cartilage perichondrium 
and fibroblastic tissue that is observed between the cartila-
ginous rings. The chondrocytes present in an amorphous 
matrix in hyaline cartilage (Fig.7). 

The cartilaginous rings were C-shaped, opened dorsa-
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Detection of morphometrical, histological and histochemical characteristics of lung and trachea in adult local squirrel (Sciurus anomalus)

Figure 1. Gross anatomy of trachea and lung (A: dorsal view, B: ventral view) in female Squirrel Shows: 1-trachea.2-right 
apical lobe.3-right middle lobe.4- right caudal lobe.5-left accessory lobe.4-left lung.

Table 1. Morphometric measurements of the trachea of Squirrel in both sexes (Mean±SE)..

Figure 3. The gross anatomy of the male Squirrel trachea  Shows 1- Right lung. 2- Left lung,3- Heart.
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Figure 4. The corrosive cast te-
chnique for the  bronchial tree  
Shows: 1-Trachea.2-right princi-
pal bronchus, 3-left principal bron-
chus.4- R. apical primary bron-
chi.5-R.Middle primary bronchi. 
6-R.Caudal primary bronchi, 7-R.
Accessory primary bronchi.  

Figure 5. Histological section of the tra-
chea in male  Squirrel Shows Cilia (black 
arrow) 1-epithelium  3-Lamina propria   H 
and E stain X40. 

Figure 6. Histological section of the tra-
chea in female Squirrel Shows:1- Goblet 
cells  PAS stain X100. 

Iman Mousa Khaleel, Khalid Ibrahim Abd Alkhazraji, Mahdi Abdul kreem Atiea
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lly, and filled with connective tissue and a smooth tracheal 
muscle connecting the rings' outer side (Fig. 8). Tunica ad-
ventitia coated the cartilage and displayed a loose connec-
tive tissue. The tracheal bifurcation occurs at the carina for-
ming the right and left, principal bronchi which histologically 
formed from; mucosa which covered with the epithelium of 
pseudostratified ciliated columnar, submucosa represented 
via loose connective tissue devoid of glands. The fibro-carti-
laginous layer contains hyaline cartilage, and the adventitia 
is composed of loose connective tissue. The primary bron-
chi lead to the secondary bronchi and tertiary bronchi. The 
secondary bronchi were made up of folded mucosa coated 
by ciliated pseudostratified columnar epithelial cells with 
goblet cells which react positively towards the PAS stain. 
Thin lamina propria, bundles of smooth muscle fibers split 
up the lamina propria from the submucosa. The bronchial 
glands were absent. The tracheal and primary bronchi carti-
laginous rings were replaced by separated hyaline cartilage 
plates in the secondary bronchi. Adventitia contains small 
blood vessels and is surrounded immediately by the lung 
parenchyma. The secondary bronchi lead to tertiary bronchi 
that are distinguished by the folded mucosa lined by sim-
ple columnar ciliated epithelial with goblet cells which react 
positively for the PAS procedure. The epithelium of smaller 
bronchi was low simple ciliated columnar epithelium. Lami-
na propria is made from elastic fibers, smooth muscle and 
connective tissue. Irregular hyaline cartilage plates smaller 
than those of the secondary bronchi (Fig. 9). 

The submucosal connective tissue was merged with 
the adventitia. The lining epithelium of the bronchioles was 
changed to become low simple columnar ciliated epithelial 
cells and goblet cells. Clara cells appeared as a dome sha-
pe containing light cytoplasm with a central nucleus (Fig.10). 
Lamina propria showed as thin, loose connective tissue en-
closed by a layer of smooth muscle fibers. The cartilaginous 
plates were absent (Fig.10). Lining mucosa epithelium in 
the large terminal bronchioles was pseudostratified colum-
nar ciliated epithelial cells but became simple ciliated co-
lumnar to simple cuboidal cells in the smaller terminal bron-
chioles, and the goblet cells were devoid (Fig. 11). 

Lamina propria lack smooth muscle fibers. The termi-
nal bronchioles open into the respiratory bronchioles, which 
line by a simple cuboidal epithelium except in the spaces of 
alveoli (out pocketing) on their walls. The respiratory bron-
chioles were opened directly into alveolar ducts that opened 
into the alveolar sacs and the alveoli (Fig.12). Alveolar ducts 
were long, straight, forward tubular structures, line by sim-
ple squamous epithelial cells with many out pocketing of 
alveoli. Alveolar ducts lead to the alveolar sacs, which con-

sists of alveolar cluster around collective air space (Fig. 12).
The lung parenchyma of Squirrel was made of alveoli, 

interalveolar septa and blood capillaries; the alveoli appea-
red as small spherical air spaces lined by very thin epithe-
lium consisting mainly of type I pneumocyte (simple squa-
mous cells) with centrally situated nuclei. Another type of 
cell showed cuboidal to rounded scattered amongst the first 
kind named pneumocyte type II (Fig.13). The interalveolar 
septa was constructed of a single layer of epithelium and 
a skinny subepithelial layer of connective tissue fibers and 
blood capillaries. The visceral pleura was made of a thin 
connective tissue covered by mesothelium (Fig.14). The 
devastation of alveolar walls as local damage were cha-
racteristic features for parenchyma in the lung of studied 
squirrels.

Discussion
The gross anatomy of the trachea in both sexes of squi-

rrels showed as a flexible, hollow cylindrical tube consisting 
of many hyaline cartilage rings confirmed by an annular li-
gament and their ring edges filled by smooth muscle. Simi-
lar to that reported in local cats by (17). The location and 
extension of the trachea between the cricoid cartilage to the 
carina and its were agreed with the result reported in cats 
(Files catus) by (18). Its bifurcation into the right and princi-
pal bronchi at the level of 4th thoracic vertebra was agreed 
with that observed in guinea pigs (Cavia porcella) by (14). 
The C-shape structure of the cartilaginous rings connected 
by the tracheal muscle at the two ends was similar to that   
observed by (19), but disagree with that reported in red 
sokoto goat (U) shaped structure (20). The tracheal lengths 
and ring numbers varied between males and females but 
not significantly. The tracheal measurements and ring num-
bers vary within species and among species as in camel( 
Camelus dromedaeies), the tracheal length was 92-101cm 
by (21), monkey squirrel was (30.25-32.8) ring22.

The general shape, color and relationship of the lung 
in both sexes was similar to the finding by (13) in mole rats 
and by (23) in gazelle. The gross anatomy of the right and 
left lungs, as found in rabbits by (24) and small ruminants25. 
Interlobar fissures separated the lung into distinct lobes; the 
number of lobes in the right and left lobes in both sexes of 
Squirrel was agreed with (26)  in mice but disagreed with 
that reported in rabbits in which the left lung was composed 
of two lobes; anterior and posterior lobes27. The lungs of 
both sexes do not have clear sub-pleural pulmonary lobules 
that differ from those of small ruminants25 but agree with that 

Figure 7. Histological section of the trachea in female Squirrel Show.1-Mucosa  2- Submucosa. 3-Hyalin cartilage. Sub-
mucosal glands absent. H and E stain ( A:X 100, B: X400).

Detection of morphometrical, histological and histochemical characteristics of lung and trachea in adult local squirrel (Sciurus anomalus)
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found in rabbits28. The corrosive cast technique displayed 
the form of the trachea and bronchial tree, which differed 
from that observed by (19) Iraqi weasels (Herpestes java-
nicus), in which the left primary bronchi were divided into 
apical, middle and caudal bronchi to the apical, middle and 
caudal lobes. The other main bronchi, right, was split into 
four bronchi as an accessory, caudal, middle and apical, 
similar to that observed by (29) in (Cryptosis parva). The 
branches of the right primary bronchus were agreed with 

that found in rabbits by (24). The bronchiole of tertiary and 
secondary arises from the division of tertiary and secondary 
bronchus, which rises from the right main bronchus. These 
differences may be due to species differences and environ-
mental adaptation. 

Histological  discussion
In both sexes of Squirrel, the trachea was conformable 

and appeared as a solid, hollow tubular structure consisting 

Figure 8. The histological section in the trachea of a male 
Squirrel Shows 1-Hyaline cartilage. 2-Tunica mucosa3Tra-
chealis muscle. H and E  Stain(X4).

Figure 9. Histological section of the lung in female Squirrel 
Shows Tertiary bronchiole:1- Folded mucosa, 2- plates of 
hyaline cartilage  PAS stain (X 40).  

Figure 10. Histological section of the lung in male Squirrel shows bronchiole:1-simple columnar ciliated epithelium, 2-Cla-
ra cells.3-Smooth muscle Fibers, 4- goblet cell  PAS  Stain A-X40, B-X100.

Figure 11. Histological section of the lung in female Squirrel shows: Large terminal bronchiole shows: A- 1-pseudostra-
tified prismatic ciliated epithelial cells, 2- Lamina propria, 3- Smooth muscle fibers,  B- Simple     4-cuboidal cells,  PAS 
Stain X400, B-Hand E Stain X 100.
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of mucosa, submucosa and cartilaginous layer and adventi-
tia, as reported in many domestic animals30. The lining epi-
thelium of the mucosa was Pseudostratified ciliated colum-
nar epithelial cells, including the goblet cells, as observed in 
goats by (31). Numerous goblet cells have a global shape 
with basally located nuclei. It positively reacts toward PAS 
due to its secrete a mucopolysaccharide substance. The 
mucous secretion may act as an epithelial protective barrier. 
At the same time, the basal cells appeared as small triangu-
lar cells that rested on the basement membrane but didn't 
reach the lumen, similar to that reported in goats by (32). 
The lamina propria and muscular mucosa structure were 
observed to be identical to that reported in the Iraqi wea-
sel (Herpestes javanicus) by (19). Whereas the submucosa 
was represented by loose connective tissue devoid of sub-
mucosal glands, this finding disagreed with that reported 
in equines in which the submucosal mucous glands were 
very few33, but differed from that observed by (34)  in sheep 
in which the submucosal glands were mixed. The mucus 
has an essential role in preventing dust accumulation35. The 
submucosal gland contains goblet cells that secrete mucus 
which moisture and lubricate and provides an average mu-
cociliary clearance and acts as protection to the trachea36.

The muscular cartilaginous layer merges with hyaline 
cartilage perichondrium and fibroblastic tissue which are 
present between the cartilaginous rings, as reported in 
gazelle by (23). The characteristic of the cartilaginous rings 
was agreed with that found in other species, as in Arabian 
Oryx7. The tunica adventitia covered the cartilage and dis-
played a loose connective tissue; a similar result was docu-

mented by (5). The fibrocartilaginous layer contains hyaline 
cartilage, and the adventitia is composed of loose connecti-
ve tissue; the same finding was recorded in the ferret in red 
fox by (37) who reported that there were tracheal or bron-
chial glands. The tracheal and primary bronchi cartilaginous 
rings were replaced by separated hyaline cartilage plates in 
the secondary bronchi. Adventitia contains tiny blood vesse-
ls and is surrounded immediately by the lung parenchyma; 
this finding was reported in other domesticated animals as 
(23) in gazelle. The secondary bronchi lead to tertiary bron-
chi with the same histological structure as found in the rat 
by (13). At the same time, the lining epithelium and lamina 
propria of the bronchioles were similar to those recorded in 
rhesus by (38). The lining epithelium of mucosa in the large 
terminal bronchioles was a pseudostratified columnar cilia-
ted epithelial cells, then became simple ciliated columnar to 
simple cuboidal cells in the smaller terminal bronchioles39, 
reported that the terminal bronchioles were lined by sim-
ple cuboidal epithelium. The terminal bronchioles opened 
into the respiratory bronchioles, which lined by a simple cu-
boidal epithelium except in the spaces of alveoli on their 
walls; this was identical to that observed in Sambar deer 
by (40). The respiratory bronchioles were opened directly 
into alveolar ducts that opened into the alveolar sacs. The 
alveoli had similar results reported in other animals, such as 
in a nocturnal burrowing rodent41. The microscopic structure 
of alveolar ducts and alveolar sacs was identical to that in 
guinea pigs by (14). The lung parenchyma in Squirrel, cons-
tructed of alveoli, inter alveolar septa and blood capillaries, 
and the alveoli lined by pneumocyte type I and peumocyte 

Figure 12. Histological section of the lung in female Squirrel shows 1- Respiratory bronchiole,    2-alveolar duct, 3- alveo-
lar sac, alveoli (black star) A-H and E X40, B-PAS  X40.

Figure 13. Histological section of the lung in male Squirrel 
Shows 1- TypeI Pneumocyte (red arrows), Type II Pneumo-
cyt, Alveoli (black star )PAS Stain X100.

Figure 14. Histological section of the lung in female   Squi-
rrel Shows Visceral Plura (black arrow), H and E stain  X40.

Detection of morphometrical, histological and histochemical characteristics of lung and trachea in adult local squirrel (Sciurus anomalus)
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type II were previously observed in rats by (13). The interal-
veolar septa were constructed of a single layer of epithelium 
and a skinny sub-epithelial layer of connective tissue fibers 
and blood capillaries; a similar result was reported in goat 
by (2). The devastation of alveolar walls as local damage 
were characteristic features for parenchyma in the lung of 
studied squirrels as observed in the rat by (13).

Conclusions
The current study concluded anatomically, and histolo-

gically there were no significant differences between male 
and female local squirrels. The trachea appeared as a car-
tilaginous structure consisting of flexible cartilaginous rings 
in C- like. The bronchial tree is constructed of the trachea, 
divided into left and right primary bronchi; the right one was 
split into four secondary bronchi to enter the right lobes, 
while two secondary bronchi to the left on. In Squirrel, the 
lobulation of the lung was different from that observed in 
other mammals. Histologically, the trachea and lung was 
similar to that reported in many mammals, but with some 
micro morphometrical differences in its wall. The histoche-
mical findings show that the goblet cells in the tracheal and 
bronchi mucosa surface lining cells secret neutral mucin, 
and there are no submucosal glands in the tracheal wall. 
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Estimation of Epidermal growth factor (EGF), HER2, CA15-3 and Acid 
phosphatase in Iraqi breast cancer women
Ban Hussein Hameedi1,4, Ali Abdul Al Hussain Mahdi2, Ali Shalash Sultan3

Abstract: Breast cancer is one of frequent cancer that affects millions of people worldwide. Delayed diagnosis of these 
cancers has raised mortality and morbidity. Cancer biomarkers have tremendously increased the efficacy of treatment and 
the effectiveness of detection. This study aimed to investigate some biomarkers, including EGF, HER2, CA15-3, and Acid 
phosphatase, associated with early breast cancer (BC) diagnosis in Iraqi women. Carried on 90 Samples, the patients 
attended the Center for Early Detection of Breast Tumor at an oncology teaching hospital in Medical City. The study was 
conducted between 15/February (2021) and 20/July (2021). The consultant medical personnel made the diagnosis based 
on a  Triple Assessment Technique, including physical breast examination, ultrasonography, with or without mammography 
and fine needle aspiration cytology. Female patients were divided into three groups (Benign, malignant and control). Benign 
B(34 patients) was split into subgroups, including. Benign premenopausal group B1(17 patients) Benign post-menopausal 
group B2(17patients) and malignant M(34 patients), malignant premenopausal group M1(17 patients) and malignant post-
menopausal group M2(17 patients), and control group C include (11) premenopausal stage C1and (11) post-menopausal 
group C2. The value of EGF in Malignant cancer  M1 (179.80 ±19.07) and M2(130.59 ±18.59)shows a highly significant 
(P≤0>05) increase in comparison with benign cancer and B2 and healthy control C1and C2 groups, respectively but B1 
and B2 shows high significant (P≤0>05)decrease in comparison with C1 and C2 respectively. The values of HER2 show 
in B2(1.377±0.10); M1(11.76±0.10), and M2(11.79±0.09) increased significantly(P≤0.05) in comparison with C1, C2, B1 
respectively. The values of CA-15-3 in M1 and M2 increase significantly(P≤0.05) compared with C1, C2, B1, and B2. The 
values of acid phosphatase in pre-and post-menopausal males in M1 and M2 increased significantly (p<0.05) compared 
with C1andC2.

Key words: Epidermal growth factor, breast cancer, Acid phosphatase, HER2, CA15-3.

ARTICLE / INVESTIGACIÓN

Introduction
Breast cancer is the most frequent malignancy in wo-

men and one of this group's leading causes of mortality. 
Breast cancer is a multifactorial disease¹, and different 
factors contribute to its occurrence. Although the disease 
occurs worldwide, its incidence, mortality, and survival ra-
tes vary considerably among the other parts of the world. 
More than half of the incidence of breast cancer and (60 
percent) of deaths occur in low- and middle-income coun-
tries (LMICs)². Globally there is a vast difference in the 
age-standardized breast cancer incidence across the diffe-
rent populations. Women in Eastern Africa have a rate of 
19.3 per 100,000, while women in Western Europe have a 
rate of 89.9 per 100,000².CA15-3 is a serological marker for 
monitoring the clinical course of BC patients. A persistent 
increase in the circulating concentration of this marker may 
suggest an inadequate response to cancer therapy in pa-
tients with metastatic BC. However, it has poor sensitivity, 
particularly at the early stages of the disease³.

CA15-3 can also be elevated in healthy individuals and 
in patients with benign conditions. It lacks the specificity 
needed for the cancer screening, diagnosis, staging, and/

or sole use in monitoring post-therapy recurrence⁴. One of 
the most critical regulatory factors in the EGF family is the 
epidermal growth factor (EGF). EGF has been shown to 
successfully suppress follicular cell death and increase gra-
nulosa cell proliferation and oocyte maturation. And stimu-
late the ovulation process by binding to epidermal growth 
factor receptor (EGFR) ⁵. EGF is the prototypical member 
of a peptide growth factor family that induces the EGF re-
ceptors. The EGF/EGFR receptor signaling pathway plays 
an essential role in the differentiation, proliferation, and mi-
gration of different cell types, especially in epithelial cells. 
EGFR is expressed in 20 to 80% of breast carcinomas and 
leads to increased uncontrolled growth of cancer cells ⁶. 
HER2 is a growth-promoting protein on the exterior of all 
breast cells. HER2-positive breast cancer cells have more 
significant amounts of HER2 than normal⁷. HER2 overex-
pression stimulates the ligand-independent pathway HER2/
HER3/PI3K complex formation and kinase activity in tumor 
cells, allowing trastuzumab resistance to be overcome by 
inhibiting PI3K, as well as gain of function mutations of PI3K 
and the loss of PTEN, Furthermore, overexpression of the 
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insulin-like growth factor receptor 1 (IGF-1R) leads to sus-
tained activation of the PI3K/Akt pathway, resulting in resis-
tance to antihormonal and HER2-targeted therapies⁸

Materials and methods 

Sample Collection
A short structured questionnaire was used to collect 

information on age, weight, marital status, height, number 
of pregnancies and children, average lactation term, age 
at first childbirth, family history of breast cancer or other 
cancers, first and second-degree relatives, age at marria-
ge, age at menarche and menopause. (90) female patients 
coming to do an early examination for breast cancer and, 
after taking a history and doing a physical examination, ve-
rify that she is affected, whether it is a benign or malignant 
injury; we take a sample from the patients and conduct tests 
on it. Their ages ranged from 23-70 years. Female patients 
are divided into three groups (Benign, malignant and con-
trol). Benign B(34 patients) is divided into subgroups inclu-
de  Benign premenopausal group B1(17patients) and Be-
nign post-menopausal groupB2 (17 patients) and Malignant 
M (34 patients), malignant premenopausal group M1(17 
patients) and malignant post-menopausal group M2(17 
patients),and control group includes (11) premenopausal 
group C1 and (11) post-menopausal group C2. The patients 
were referred to the Center for Early Detection of Breast 
Tumor at oncology teaching hospital in Medical city, during 
the period between 15/February (2021) and 20/July (2021). 
The consulting medical professionals established the diag-
nosis, which was based on a Triple Assessment Technique 
(i.e., physical breast examination, ultrasonography, with or 
without mammography and fine needle aspiration cytolo-
gy) Demographical Samples were collected; venous blood. 
With respect to blood, 5 ml were collected in a 5ml disposa-
ble syringe, under aseptic conditions. The blood was put in 
a plain tube, and left for 15 minutes at 4ºC to clot. After that, 
it was centrifuged for 10 minutes at 5000 rpm.Sera were se-
parated and kept in Apendrof tubes ,and then stored in deep 
freeze at(-20C˚) till examination for biochemical assay.

Measurement Epidermal growth factor (EGF)
Epidermal Growth Factor protein concentration was 

measured in the serum by using CUSABIO ELISA Kits. At 
the end of the assay, results are automatically calculated by 
an ELISA reader highly sensitive. Using a microplate reader 
set to 450 nm, the optical density of each well was calcula-
ted in just 5 minutes.

Normal values
Premenopausal= 19.296- 230.904 pg/ml
Postmenopausal= 13.534-225.142 pg/ml

Measurement Human Epidermal Growth Factor 
Receptor 2(HRE2).

Human Epidermal Growth factor 2 Protein concentra-
tion was measured in the serum by using CUSABIO ELI-
SA Kits. At the end of the assay, results are automatically 
calculated by an ELISA reader highly sensitive. Each well's 
optical density was determined in five minutes by using a 
microplate reader set to (450 nm). If there is a wavelength 
adjustment option, select it (540 nm or 570 nm). Subtract 
the (540 nm or 570 nm) measurements from the readings 

at (450 nm). The plate's optical flaws will be corrected by 
subtracting this amount. Readings taken on the spot (450 
nm) without correction may be higher and less accurate.

Normal values
Premenopausal= 0.596-1.023 ng/ml
Postmenopausal =0.275-0.702 ng/ml

Human mammary carcinoma marker, cancer 
antigen(CA15-3)

Carcinoma marker 15-3 concentration was measured 
in the serum by using CUSABIO ELISA Kits. At the end of 
the assay, results are automatically calculated by an ELISA 
reader highly sensitive. Optical density was determined for 
each well within (10 minutes) by using a microplate reader 
set to (450 nm). If wavelength correction is available, set it 
to (630 nm). Subtract 630 nm observations from readings at 
other wavelengths (450 nm). This subtraction will eliminate 
any optical flaws in the plate. Without adjustment, readings 
taken at (450 nm) may be higher and less accurate.

Normal values
Premenopausal= 3.775- 16.999 u/ml
Postmenopausal= 2.633- 15.857 u/ml

Acid phosphatase (AP)
Acid phosphatase concentration was measured in the 

serum using Cayman chemical ELISA Kits. At the end of 
the assay, results are automatically calculated by an ELISA 
reader highly sensitive. Within 10 minutes, each well's opti-
cal density was calculated by using a microplate reader set 
to (450nm).

Normal values
41.395-68.882 pg/mL for premenopausal women.
29.417- 56.904 pg/mL for postmenopausal women.

Statistical Analysis
The Statistical Analysis System-⁹ program was used to 

detect the effect of different factors on study parameters. 
Least significant difference –LSD test (Analysis of Varia-
tion-ANOVA) was used to compare between means signi-
ficantly. Estimate the correlation coefficient between varia-
bles in this study.

Results
The results were appeared in Fig (1).Shows the va-

lues of EGF show non-significant  different (P≥0.05) in 
group C1(89.11 ±19.52) and C2(83.35 ±19.54 ),While the 
values in B1(27.54 ±4.51 );B2 (10.99 ±0.87 ), decrease sig-
nificantly(P≤0.05) in comparison  with C1,C2,M1 (179.80 
±19.07) and M2(130.59 ±18.59).M1 and M2 shows high 
significant(P≤0.05) in comparison with C1;C2;B1;B2 groups 
respectively. While Fig (2) summarized the values of HER2 
in B1(1.066 ±0.04) show a non-significant (P≥0.05) diffe-
rence in comparison with C1 (0.878 ±0.04 ), but it was in-
creased significantly(P≤0.05) in comparison with C2(0.557 
±0.04).The values in B2(1.377±0.10);M1(11.76±0.10) and 
M2(11.79±0.09)were increased significantly(P≤0.05),in 
comparison with C1,C2,B1 respectively. 

Fig (3) shows the values of CA-15-3 in C1(13.05 ±1.20); 
C2(11.91 ±1.20); B1 (7.61 ±0.65) and B2(12.92 ±1.25) show 
non -significant (P≥0.05) difference. M1(52.08 ±6.94)and 
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M2 (44.42 ±5.60) increase significantly(P≤0.05) in compa-
rison with C1(13.05 ±1.20),C2(11.91 ±1.20) ,B1(7.61 ±0.65 
),B2(12.92 ±1.25),But the values between M1 and M2 show 
non-significant difference(P≥0.05). 

Fig(4).The values of acid phosphatase in B1(3.21 
±0.15) increased significantly(p<0.05)in comparison with 
C1(2.14 ±0.12),C2(1.133 ±0.12) while B2(2.78 ±0.23) was 
significant increase (p<0.05) with C2(1.133 ±0.12). There 
was a non-significant (p>0.05) difference in values between 
groups B1 and B2. The values of acid phosphatase in 
M1(3.38 ±0.24) and M2 (2.93 ±0.27) increased significantly 
(p<0.05) in comparison with C1and C2.

Discussion
The group and M2 show high significance in the levels 

of EGF  in comparison with other groups due to the malig-
nant cell having irregular or mutation in the DNA to produce 
EGF protein; therefore, this parameter is used as a marker 
to diagnose breast cancer. EGF positively correlates with 
breast cancer cell proliferation ¹⁰ by binding with the EGFR. 
The fundamental ligand of these receptors is EGF, a po-
tent mitogen. Especially in the cells overexpressing EGFR, 
which show in and M2. ¹¹well The endogenous manufac-
turing of epidermal growth factor (EGF) and insulin-like 
growth factor (IGF) polypeptide growth factors are strongly 
correlated to all the steps of breast cancer metastatic cas-
cade and malignant transformation. Several studies have 
demonstrated that both estrogens and growth factors sti-
mulate the proliferation of steroid-dependent cancer cells 
and that there are numerous levels of interaction between 
different signaling pathways. Importantly, estrogen recep-
tor-positive breast cancer accounts for the majority of ins-
tances with a more favorable prognosis and pattern of re-
currence, with endocrine therapy being the backbone of the 
treatment¹¹. This study showed an elevation level of HER2 
in the M1and M2 group due to the association of this im-
mune indicator with decreased immunity and the absence 
of estrogen, which causes cancerous cells in this category. 
This study agreed with¹²′¹³ studied the clinical significance 

of serum (sHER2) levels of patients with all stages of breast 
cancer. sHER2 levels were found to be raised in 15 percent 
(7/46) of stage I/II patients and 26 percent (9/35) of stage III 
patients. Stage I/II (P =0.002) and stage III (P =0.04) sHER2 
levels predicted a poor prognosis. Two research found a 
significant correlation between high levels of sHER2 and 
worse disease-free survival(DFS) in patients with operable 
breast cancer(13). ¹⁴showed that high sHER2 levels were 
associated with poor prognosis in patients with early sta-
ge. Clinically, human epidermal growth factor receptor 2 
(HER2) statuses of primary breast cancer tissue are used 
to determine biological subtypes, predict the outcome, and 
guide therapy decisions, particularly for the endocrine and 
HER2 targeted regimens ¹⁵. However, many studies have 
shown substantial discrepancies in ER, PR, and HER2 
receptor profiles between primary and metastatic tumors. 
Based on a meta-analysis of about 39 studies, ¹⁶ reported. 
Conversion rates for ER, PR, and HER2 were 19.3 percent, 
30.9 percent, and 10.3 percent, respectively. ¹⁷ showed 
similar findings in A meta-analysis of 47 studies involving 
3,384 matched primary and metastatic breast cancer cases 
and found comparable results, with median ER, PR, and 
HER2-expression discordance rates of 14 percent, 21 per-
cent, and10%, respectively.

The results suggest that the CA15-3 immunoassay in 
monitoring BC patients, especially for detecting early breast 
cancer disease in premenopausal and post-menopausal 
malignant. It is considered an immunological parameter that 
helps us to detect early cases of cancerous tumors because 
it is considered more sensitive and specific parameter than 
the rest of the immunological parameters.

In this study, serum CA15-3 had prognostic ability in 
primary early-stage and primary all-stage breast cancer pa-
tients. It's unclear why CA15-3 can predict breast cancer 
outcomes. CA15-3 is the soluble form of the (MUC1), which 
may have something to link with MUC1's function. ¹⁸. MUC1 
has been shown to help cancer cells evade the immune 
system and accelerate cancer cell motility by activating cer-
tain membrane receptors¹⁸. Serum CA15-3 demonstrated 
a lower HR in metastatic studies than in primary investiga-
tions. Cancer antigen 15–3 (CA15-3, another name known 
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Figure 1. Comparison between different groups in EGF.
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Figure 2. Compari-
son between different 
groups in HER2.

Figure 3. Compari-
son between different 
groups in CA-15-3.

Figure 4. Compari-
son between different 
groups in Acid phos-
phate.
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as MUC1) is shaded by the tumor cells and is a well-known 
serological important marker for monitoring the clinical cour-
se of BC patients. A persistent increase in the circulating 
concentration of (CA15-3) marker may indicate an inade-
quate response to cancer therapy in patients with metas-
tatic BC. However, it has poor sensitivity, particularly in the 
early stages of the disease¹⁹ CA15-3 can also be elevated 
in healthy people and patients with benign diseases, and it 
lacks the specificity required for cancer diagnosis, scree-
ning, staging, and post-therapy recurrence monitoring¹⁹.The 
cause may be that CA15-3 is tightly corrected with tumor 
burden, and in pretreated tumors, it is consistently connec-
ted with tumor characteristics that can best predict the prog-
nosis of survival²⁰. The tumor can be found at the primary 
stage in the developed countries (CA15-3), which is emplo-
yed as a predictor, may be more beneficial in developing na-
tions, and this phenomenon of region-specific tumor marker 
testing was also discovered by ²¹, though(CA15-3) seems to 
be able to assess the prognosis of the breast cancer, there 
was a lack of prospective study to clarify it, limiting its clinical 
utility. The levels of acid phosphatase increase significantly 
in premenopausal malignant M1 and post-menopausal ma-
lignant M2, and the premenopausal benign B1 and post-me-
nopausal benign B2 increased considerably compared with 
C2. In general, this is not considered an accurate indicator of 
direct invasion with cancerous tumors but rather an indirect 
or accidental indicator because it is regarded as a symptom 
associated with this tumor during its inception.

The mechanisms for increased levels of these para-
meters in malignancy include humoral mechanisms fun-
damentally mediated by the parathyroid hormone-related 
peptide (PTH-rp), osteolytic bone in the concentration of 
the (ACP) particles which characterize metastasis and in-
creased the lysosomes in the breast tumor cells²². In pla-
ces where specific biochemical measures are not widely 
available, serum levels of these biochemical parameters 
could be used instead of traditional tumor indicators²³,²⁴. 
Increased level of (ACP) activity in breast tumors may be 
correlated to the amount of apoptosis that regulates tumor 
necrosis factor (TNF) that is going on in the cells²⁴-²⁶. ACP 
is a lysosomal enzyme found in most, if not all, lysosomes. 
Lysosomal enzymes are activated during the apoptosis in 
response to hormonal and other cellular triggers (acidic pH, 
lysosomotropic agents). These enzymes have been able to 
degrade all macromolecules and, in the end, destroy the 
entire cell²⁶-²⁸.

Conclusions
We concluded from this present study that the women 

showing an increase in parameters EGF and HER2and 
CA-13 were high among malignant breast cancer compa-
red with benign breast cancer, and acid phosphatase was 
increasing in pre and post-menopausal groups among har-
mless breast cancer women.    
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Chronic Myeloid Leukemia: A retrospective study of clinical and patho-
logical features

Abstract: Chronic myeloid leukemia (CML), is one of the myeloproliferative disorders with a characteristic cytogenetic 
abnormality resulting in the BCR-ABL fusion gene. Imatinib Mesylate is an effective agent for treating patients in all stages 
of CML. According to the annual Iraqi cancer registry 2019, the total number of chronic myeloproliferative disorders was 
338. The percentage and incidence rates were 0.94% and 0.86%, respectively, with a higher incidence rate in males 
than females (1.12 in males and 0.60 in females). In this registry, no details about CML, so this study aimed to estimate 
the number of CML patients who attended the national center of hematology from 2005 until 2020 and investigate their 
epidemiological and clinic-pathological data. All data were obtained from the National Center of Hematology /Baghdad. Data 
regarding annual admission, number of deaths, and information about age, regions, and sex, were collected from patient 
cards. Interview and history taking from the patient and reviewing their clinical features at diagnosis were performed, and 
then statistical analysis was achieved. Two hundred sixteen patients were registered as CML; among them, 163 are still 
alive, while 53 died. The mean age at diagnosis was 40.39 ±14.30, with a male-to-female ratio of 1:1.16. The pediatrics age 
group comprises 3.7% of total cases and 1.8 % and 9.4% in the alive and dead groups, respectively. The percentages of 
death were higher in the pediatric age group, 62,5%( 5 /8), followed by the patient group who were ≥60 years, 42.1%(8/19), 
while it was the least in adults < 60 years, 21.1% (40/189). In conclusion, the studied patients with CML were younger than 
the globally reported ages at diagnosis, with predominant female patients. Females had better survival, while children and 
the elderly were the worse. Most patients were symptomatic at diagnosis; however, a good outcome is achieved when 
treated with IM. 

Key words: CML, Imatinib, leukemia,
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Introduction
Chronic myeloid leukemia (CML) is one of the myeloprolife-

rative disorders in which the granulocyte proliferates and can di-
fferentiate but not achieve full maturation. Philadelphia (Ph) chro-
mosome is a characteristic cytogenetic abnormality resulting in 
BCR-ABL fusion protein, constitutive tyrosine kinase activity and 
promotes the proliferation of leukemia cells via multiple mecha-
nisms1. An effective agent for the treatment of patients in all stages 
of CML is Imatinib Mesylate (IM), which is a selective inhibitor 
of ABL and its derivative BCR-ABL. According to worldwide can-
cer data by the American Institute for Cancer Research, the global 
incidence of CML ranges from 0.7 per 100,000 to 1.5 per 100,000 
persons. The lowest incidence is in Sweden therapy, considered 
the first-line treatment for newly diagnosed CML  2,3  and China, 
and the highest in Switzerland and the United States.4 CML is an 
age-related disease that commonly affects the elderly (6 years old) 
in western countries and 50 years in Africa and Asia.5 Less than 
10 percent of all cases occur in subjects between 1 and 20 years 

old, and CML represents approximately 3 % of all childhood 
leukemias. Multiple occurrences of CML in families are rare. 
No concordance of the disease between identical twins has 
been found. There is no evidence of a familial predisposition 
to CML.6 The global age-standardized incidence rate is 0.52 
/100000 in males and 0.36 in females.7 According to the annual 
Iraqi cancer registry 2019, the total number of chronic myelo-
proliferative disorders was 338. The percentage and incidence 
rates were 0.94% and 0.86%, respectively, with a higher inci-
dence rate in males than females ( 1.12 in males and 0.60 in fe-
males).8 In this registry no details about CML, so in this study, 
all the CML patients on IM therapy since 2005 were reviewed, 
and the available data were included and also estimating the 
number of CML patients who attended the national center of 
hematology from the year 2005 to 2020 and investigated the 
epidemiological and clinicopathological data of them.
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The scientific committee approved the study of the Iraqi Cen-
ter of Cancer and Medical Genetic Researches with the agreement 
and help of the National Center of Hematology.

A consultant hematology team diagnosed the patients accor-
ding to the clinical and laboratory findings, such as the history 
and clinical examination, followed by laboratory tests including 
complete blood count, blood film, cytogenetic and molecular 
study and other biochemical investigations. All the patients were 
in chronic phase CML and treated with IM. All data were derived 
from the National Center of Hematology /Baghdad. Data regar-
ding annual admission, number of deaths, and information about 
age, regions, and sex, were collected from patient cards. Interview 
and history taking from the patient and reviewing their clinical 
features at diagnosis were performed, and then statistical analysis 
was done.

Materials and methods

Results and Discussion

From 2005 until 2020, (216) patients were registered as CML; 
among them, 163 are still alive, while 53 died. The annual num-
ber of patients registered from 2005 to 2020 is shown in figure 
(1)and table (1), in which a higher number of patients was du-
ring the years 2005 and 2016 (18,17 cases, respectively). Death of 
11,4,7,and 2  patients were registered during the years 2005, 2006, 
2007, and 2008  respectively, while no death during the following 
eleven years from 2009 to 2019  and only two death during the 
year 2020. The improved survival over the years is highly attri-
buted to the better management and treatment of CML by (IM).

Figure 1. Photomicrograph illustrate the Ventricular wall 
showed: Cuticle (C), Mucosa ( M)Mucosal folds (F). A- 10 
X Masson's TrichTrichrome  Stain in Guinea fowl. B- X 10  
H&E Stain in Goose.

As shown in table 1, the mean age at diagnosis was 40.39 
±14.30 ranging from 3 to 77 years, with a median age of 39. In 
many other studies, comparable mean ages were reported, such 
as 43.4,42, 43.3,48, 52,46, and 55. 9-15  In the alive group, the mean 
age was 43.09 ±13.09 ranging from 14-77 years with a median age 
of 38; in the dead group, the mean age was 37.90 ±14.20 from 3-75 
with a median age of 37 years. Significantly lower mean age among 
the dead group, with the presence of 5 death out of 8 patients in 
pediatrics age group 3,12,15,16, and17 years. The pediatric age 
group comprises 3.7% of total cases and 1.8 % and 9.4% in the 
alive and dead groups, respectively. The percentages of death were 
higher in the pediatric age group, 62,5% (5 /8), followed by the 

patient's group who were ≥60 years, 42.1%(8/19), while it was the 
least in adults < 60 years, 21.1% (40/189). Chronic myelogenous 
leukemia in pediatrics is rare and comprises 2-3% of all leukemias 
of childhood and less than 10 % of CML. It has an aggressive cli-
nical presentation than adults, 6,16  on the other extreme CML in 
the elderly also had poor survival, and advanced age is considered 
an independent prognostic factor. There are no biological or gene-
tic changes that are related to aging, but age-related co-morbidity, 
immune defects, and bone marrow stromal changes may cause a 
more aggressive disease.17Chronic myeloid leukemia can affect all 
age groups, 18-20; however, in this study, the majority of cases were 
adults below the age of 60 years. This distribution is similar to that 
mentioned in other Iraqi studies 9 and lower than other western 
studies. 20-22  Young patients, regardless of prognostic factors, are 
generally well.23-25 There is no proven evidence that different bio-
logical or genetic factors are implicated, but this could be due to 
ethnic and demographic variations. A slightly higher number of 
patients were female, with a male-to-female ratio of  1:1.16 in to-
tal patients and 1:1.76 in alive patients, but with a reverse ratio of 
3.41:1 in the dead group, where 77.3% of death cases were male.

Globally, CML's incidence and death cases increased slightly 
in males while decreasing in females.7 But in this study, there was 
a better survival of females, which may be due to better general 
longevity, early disease diagnosis, or favorable risk factors.

Table 1. Comparison between Adult Male Guinea fowls 
and Geese in parameters study.

The appearance of clinical signs and symptoms related to 
the disease was reported in  95% of cases. The main presenting 
symptom was fatigue and weakness in 80% of cases, and the main 
presenting sign was splenomegaly in 85% of cases. Other signs 
and symptoms include fever in 72%, bone pain in 65%, abdominal 
pain and night sweating in 52% of cases. Only 5 % are accidenta-
lly diagnosed while they investigate other medical problems. As 
shown in figure .2

Figure 2. The main presenting signs and symptoms.
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All the presenting signs and symptoms indicated a hyper-
metabolic state and delayed diagnosis. At the same time, only 5% 
were asymptomatic .these findings were controversial to western 
data, in which 40% of cases were asymptomatic.11This discrepancy 
is attributed to better health care services and early disease detec-
tion via routine check-ups in developed countries.

Conclusions

The studied patients with CML were younger than the globa-
lly reported ages at diagnosis with predominant female patients. 
Females had better survival, while children and the elderly were 
the worse. Most patients were symptomatic at diagnosis; however, 
a good outcome is achieved when treated with IM. Further study 
to understand the epidemiology of CML and the causes of discre-
pancies, improve health care, and encourage routine check-ups for 
early detection of disease, particularly in the young.
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