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Resumen

El ruezno o percarpio de nogal Juglans sp., es un desecho agricola con fuente de compuestos
organicos que aportan colorantes de forma natural. Estos pigmentos representan una alternativa
a los productos de belleza que en su mayoria contienen alérgenos y carcindgenos. El objetivo
del presente estudio fue evaluar la efectividad y pérdida de color de un colorante utilizando los
extractos del pericarpio de Juglans sp. en mechones de cabello decolorado. Se obtuvieron
extractos de pericarpio secos y molidos (10% p/v) a base de agua, etanol y metanol y se
evaluaron en mechones de cabello decolorados con perdxido de hidrégeno. El cambio de color
se evaluo utilizando la escala de Fisher-Saller asignando un nimero en lugar de una letra a cada
mechon de cabello tratado. Los resultados de la escala modificada se evaluaron mediante
analisis de varianza y se registro la pérdida de color lavando cada mechon 30 veces. Como
resultados, no se encontré una perdida de color significativa después de 30 lavados con
detergente; tanto el extracto etandlico como el metandlico desarrollaron colores oscuros (U-Y
en la escala de Fisher-Saller, 21-25), mientras que los extractos acuosos desarrollaron colores
cenizoa (M-O en la escala de Fisher-Saller, 13-15). No existe ningun tinte para el cabello
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comercial a base de cascara verde en el mercado. Esta investigacion muestra una formulacion
semipermanente como una opcidn ecoldgica a los tintes sintéticos.

Palabras clave: Aloe vera, Euphorbia antisyphilitica, Fisher-saller, mordientes, colorante sintético.

Abstract

The green husk of Juglans sp., is an agricultural waste with a source of organic compounds that
provide naturally coloring agents. Natural pigments represent an alternative to beauty products
most of which contain allergens and carcinogens. The objective of this study was to evaluate
the effectiveness and color loss of a dye using extracts from the pericarp of Juglans sp. in
strands of bleached hair. Dried and ground pericarp extracts (10% wi/v) based on water, ethanol,
and methanol, were obtained and evaluated on bleached hair strands using hydrogen peroxide.
Color change was assessed using the Fisher-Saller scale by assigning a number instead of a
letter to each treated hair strand. The results of the modified scale were evaluated by analysis
of variance and color loss was recorded by washing each strand 30 times. As results, no
significant color loss was found after 30 washes with detergent; both ethanolic and methanolic
extracts developed dark colors (U-Y on the Fisher-Saller scale, 21-25), while aqueous extracts
developed ashy colors (M-O on the Fisher-Saller scale, 13-15). There is no commercial green
peel-based hair dye on the market. This research shows a semi-permanent formulation as an
ecological option to synthetic dyes.

Keywords: Aloe vera, Euphorbia antisyphilitica, Fisher-saller, mordants, synthetic dye.

1. Introduction residual effects to the final consumer, as

Some reports indicate that more than a third well as beauty salon personnel involved in
of women over the age of 18 and the application of hair dyes. Through the
approximately 10% of men over the age of years, epidemiological  studies have
40; use hair coloring products M. The use of reported an increased risk of developing
hair dye is extremely common worldwide, bladder cancer in hairdressers and barbers.
this practice starts at very young age, and it U412 1n a study conducted by IARC
has been reported that hair dyes are used concluded that some of the chemicals to
excessively and incorrectly, most of the which these workers are occupationally

time people do not know about the risks exposed are probably carcinogenic to
associated with excessive hair dye use [, humans. Some aromatic amines used in

most synthetic dyes bind with DNA and are
genotoxic (1. The risk of developing cancer
has been associated with the use of

Synthetic hair dyes can generate adverse
effects such as cancer, B 4 allergic

reactions, ® and skin diseases ! in humans.
Some of these products can cause toxicity
[/l and mutagenicity; in the environment.
Synthetic dyes contain high amounts of
chemical compounds [ compared to
natural hair dyes. [®! The manufacturing
process can be dangerous to the health of
the employees [° and could cause potential

synthetic dyes; this is probably due to the
oxidative mechanism of the components
that may be involved in the carcinogenic
trigger (51,

Hair dyes of natural origin have advantages
over synthetic ones, since they are obtained
from agricultural products and are a
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renewable, biodegradable and non-toxic
source. 181 In recent years, the demand
among consumers of natural hair products
has grown considerably; [*"1 most of these
products are obtained from biological
sources, especially plants. 8 |t has been
reported by Jahanban- Esfahlan [9 that
walnut pericarp is often discarded and
produced in large quantities, with little
known uses 2. In Mexico more than
30,000 tons of pecan husks are disposed
annually, of which 5% is used and the
remaining is eliminated 2. Cosmulescu et
al. 2 report that these residues can cause
pollution and especially can be toxic to
surrounding plant species and water bodies.
Few reports indicate that the industrial use
of this waste is for preparation of polymeric
compounds, % coloring of various textile
products and raw material for the cosmetic
and pharmaceutical industries. > 24 Green
husk (pericarps) could be a valuable source
of natural compounds for hair dyeing
because of its content of juglone, a brown
pigment, ! that appears naturally in roots,
bark, leaves and husks of plants of the
Juglandaceae family 1. This work analyses
the obtention of a semi-permanent hair dye
product based on the green husk extract
from aqueous, ethanolic or methanolic
solvents that were combined with mordants
and natural ingredients such as Aloe vera
and candelilla wax.

2. Materials and methods

Biological Material

Dried and fresh pericarps (husks) were
collected from the Juglans sp.walnuts
orchard located in Ramos Arizpe Coahuila,
Mexico. These were washed with running
water for 10 minutes and dried afterwards
in a laboratory oven at 40-50 °C for four
days. After being dried, they were ground in
a home blender, sieved, and stored in plastic
zyploc ® plastic bags for extraction using
different solvents.

Agueous Extract

For the preparation of aqueous extracts, 20
g of ground pericarps were mixed with 200
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mL of distilled water to obtain a final
concentration of 10% (weight/volume,
w/v). This mixture was placed in a baker
and consequently boiled for 15 minutes
while stirring continuously 281, Then cooled
at room temperature, covered with
aluminium foil, and refrigerated for seven
days. Once the standing time had passed,
the mixture was filtered with a coffee maker
filter.

Ethanolic Extract

The Methodology modified by Vieria et al.
271 was followed using 5 g of ground
pericarps dissolved in 50 mL of a mixture
of 50% ethanol and 50% distilled water
(v/v), with a final concentration of 10%
(w/v). The mixture was placed under
constant stirring for 15 minutes, then
transferred to a container covered with
aluminium foil and left to a room
temperature setting for 7 days. The mixture
was filtered using a coffee filter and then
heated at a 60 °C for 10 minutes.

Methanolic Extract

The methanolic extract was obtaining using
5 g of ground pericarps into 50 mL of 98%
methanol (Fermont ®) to a final
concentration of 10% (w/v), the mixture
was stirred for 10 minutes at room
temperature and remained covered with
aluminium foil for 7 days at 25 °C. After the
standing time, the mixture was filtered with
a coffee machine paper filter.

Mordant Solutions

A mordant solution was prepared using 4%
(w/v) citric acid ?®! for a final volume of 50
mL as well as the following solutions: 10%
(w/v) potash alum, 3% (w/v) ferrous
sulphate and 12% (w/v) ascorbic acid [
separately. Each mixture was stirred for 10
minutes.

Aloe vera Gel

The leaves (shoots) of A. vera were
collected, washed with tap water and then
the epidermis we removed to obtain the
hydro-parenchymatous gel, processed in a
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home blender until we obtain a semi-solid
consistency.

Bleach of Hair

Hair samples 15 cm long and approximately
4 mm in diameter, were collected from
voluntary donors with dark brown hair. The
Samples were bleached using 40 g of
bleaching powder (Vezia ® Care
Collection) and 60 mL of hydrogen
peroxide cream 9% (30 vol) purchased from
local stores. The strands were left 24 hours
after we applying the hydrogen peroxide
cream and wrapped in aluminium foil to
generate heat. The strands were identified
according to Fischer-Saller scale 28 to an
extra light blonde or category A (Fig. 1).
The samples were then rinsed under
running water until the cream was removed.
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Figure 1. Fisher-Saller scale, Evayanti and Artaria
28]

Evaluated Treatments

Hair dye mixtures were obtained by mixing
the type of extract (ground pericarps with
water, ethanol, or 10% w/v methanol),
mordant solution (ascorbic acid 12%, citric
acid 4%, ferrous sulphate 3%, potassium
alum 10%) and Aloe vera gel according to
Beiki et al. 1 A total of 7 treatments were
evaluated; Table 1 shows the percentages of
the amounts used. Once mixtures were
prepared, the hair strands were immersed in
each treatment for 45 minutes, then rinsed
with water for 30 seconds or until the
residual water was crystallized. This
procedure was repeated in triplicate for
each treatment. The Dyed strands were left
to dry at room temperature for one day.
After that time, the samples were washed
intensively with 28% sodium lauryl ether
sulphate (SLES) and rinsed under running
water; this procedure was repeated 30 times
for each treatment. At the end, they were
left to dry at room temperature.
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Table 1. Dyeing mixtures (treatments)of pericarp extracts, according to the amount and type of solvent,

mordants and color developers used in hair strands.

Treatment  Ethanol Aqueous Methanol Aloe  Ferrous Ascorbic  Potash Citric
extract extract extract vera  sulphate acid alum acid
10% 10% (wiv)  10% (wiv)  gel 3% (wiv)  12% 10% (wiv) 4% (wiv)
(wiv) (wiv)
1 3mL 0mL 0mL 2mL  2mL 4 mL 0mL 0mL
2 0mL 0mL 3mL 2mL  2mL 4 mL 0mL 0mL
3 0mL 3mL 0mL 2mL  2mL 4 mL 0mL 0mL
4 3mL 0mL 0mL 2mL  2mL 0mL 2mL 4 mL
5 0 mL 0mL 3mL 2mL  2mL 0mL 2mL 4 mL
6 0 mL 3mL 0mL 2mL  2mL 0mL 2mL 4 mL
Control 0mL 0mL 0mL OmL OmL 0mL 0mL 0mL

Hair Color Evaluation

To verify the degree of coloration,
comparisons were made by matching
treatments against the Fischer-Saller scale
proposed by Birngruber and Verhoff 28 and
Evayanti and Artaria 9 (Fig. 1) and
converting the letter designations to
numbers. In physical anthropology, The
Fischer-Saller scale is made up of thirty
strands of human hair. In general, it is
detailed as follows: A (1) = blond, B-E (2-
5) =light blond (straw), F-L (6-12) = blond,
M-O (13-15) = dark blond, P-T (16-20)
=light brown to brown, U-Y (21-25) =dark
brown to black, I-1V (26-29) = reddish, V-
VI (29-30) = reddish blond. The control
treatment was a bleached strain classified as
A (1) as very light blond. Once the
evaluation was concluded, an analysis of
variance (ANOVA) was performed (p<
0.05) with number of colors assigned on the
Fisher-Saller scale, then, a Tukey’s HSD
Test for multiple comparisons was done in
R software 4.1.2 version [,

Formulation

The treatment with the most intense
coloration (U-Y or 21-25 numeration) was
chosen for final formulation of 20 mL. The

formula consisted of 6 mL of extract, 4 mL
of Aloe vera, 4 mL of 3% ferrous sulphate
and 6 mL of 12% ascorbic acid with 1.86%
(w/v) xanthan gum, 5.21% (w/v) candelilla
wax and 5.21% (w/v) coconut oil. The last
two ingredients (coconut oil and candelilla
wax) were melted at 50 °C on a stirring
plate and xanthan gum was added; Finally,
the dye was added to the mixture and stirred
manually. The formulated treatment was
applied using a brush to a bleached strand
of hair, emulating salon dye application,
then the sample was left to rest on
aluminium foil for 45 minutes. After the
time had elapsed, the sample was washed
with running tap water. This procedure was
performed by triplicate and the final sample
was intensively washed with SLES 28%
and rinsed under running water. The
obtained formula was compared to the
control (bleached strains) and with a
synthetic Schwarzkopf ® dye (light brown
nude-563) using the same methodology
described above.

3. Results

All evaluated treatments were highly
significant different compared to the control
(natural blonde, 1£0.00). Treatment 1,
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induced the darkest color results
(22.66+0.57) classified as dark brown to
black in the Fisher-Saller scale (W); it was
observed that mixtures with ascorbic acid
and ferrous sulphate in combination with A.
vera gel mixed with the three different types
of extracts, ethanolic, methanolic and
aqueous solvents (22.6, 19.6 and 13.0
respectively) induced darkest colors than
the use of citric acid, potassium alum, and
ferrous sulphate in combination with A.
vera gel in ethanol, methanol, and water
solvents(16.3, 14.3 and 11.3 respectively)
(Fig. 2- Fig. 4).
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control rat | Trat 4

Figure 2. Control= bleached hair strains with
hydrogen peroxide, Trat 1= treatment 1 with 10%
ethanolic extract Juglans sp., ferrous sulphate 3%,
ascorbic acid 12% and A. vera, Trat 4= treatment 4

with 10% ethanolic extract Juglans sp., ferrous
sulphate 3%, potassium alum 10%, citric acid 4%
and A. vera.

It has been proven that the treatments with
3% ferrous sulphate, 12% ascorbic acid and
A. vera as mordants (treatments 1,2 and 3)
presented more intensive coloration after 30
washes with 28% sodium lauryl ether
sulphate and were highly significant
different than those that were treated with
4% citric acid, 10% potassium alum, 3%
ferrous sulphat, and A. vera (treatments 4,5
and 6) (Table 2).

Table 2. Hair dyeing results obtained according to Fisher-Saller scale and assigned numeration after 30 washes

with 28% sodium lauryl ether sulphate.

Treatment Assigned number Tukey HSD Fisher-Saller scale letter
Control 1+0.00 e A= very light blond

1 22.66+0.57 a W= dark brown to black
2 19.66+2.08 ab T= light brown to brown
3 13.0+1.00 cd M= dark blond

4 16.33+£1.52 bc P= light brown to brown
5 14.33+3.21 cd N= dark blond

6 11.33+1.52 d K= blond

Formulation 17+2.6 bc Q= light brown

Synthetic dye 17+1.0 bc Q= light brown

ANOVA, Tukey’s multiple comparison test (significance p< 0.05).

The best result was obtained with the use of
ethanolic extract of Juglans sp. pericarps
10% (w/v) in a mixture of ferrous sulphate
3%, ascorbic acid 12% and A. vera gel
(treatment 1). Dark brown to black colors
were obtained in the dyed strains; however,
there was no statistical difference with the
use of treatment 1 and treatment 2
(methanolic extract of Juglans sp. Pericarps

10% wilv, ferrous sulphate 3%, ascorbic
acid 12% and Aloe vera gel) where light
brown to brown colors were obtained in hair
strains. Slight coloration was observed
when using the aqueous extracts of the
Juglans sp. pericarps (10% wi/v) with
results of dark blond with ferrous sulphate,
ascorbic acid, and A. vera, treatment 3) and
blond when ferrous sulphate, citric acid,
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potash alum and A. vera mixture was
evaluated (treatment 5 and 6).

”
‘!.\

Control

Figure 3. control= bleached hair strains with
hydrogen peroxide, Trat 2= treatment 2 with
10%methanolic extracts of Juglans sp., ferrous
sulphate 3%, ascorbic acid 12% and A. vera, Trat
5= treatment 5 with 10% methanolic extract of
Juglans sp., ferrous sulphate 3%, potassium alum
10%, citric acid 4% and A. vera.

w

‘

Trat3

Figure 4. control= bleached hair strains with
hydrogen peroxide, Trat 3= treatment 3 with 10%
aqueous extract of Juglans sp., ferrous sulphate 3%,
ascorbic acid 12% and A. vera, Trat 6= treatment 6
with 10% aqueous extract of Juglans, ferrous
sulphate 3%, potassium alum 10%, citric acid 4%
and A. vera.

6

control
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Figure 5. Color comparison with a= synthetic dye
(Schwarzkopf ®, light brown nude color); b=
cream formulated with Juglans sp ethanol extract
after 30 washes with 28% sodium lauryl ether
sulphate.

There was no statistical difference between
the use of aqueous extract of Juglans sp.
(treatment 3, dark blond), when compared
to the methanolic extract of Juglans sp.
(treatment 5, dark blonde) (Table 2). The
formula in treatment 1, was obtained using
an emulsion of candelilla wax, xanthan gum
and coconut oil (see methodology),
however, the intensity of the color was
diminished when combined with these
ingredients (Fig. 5). Color results using the
formula of ethanolic extract, varied from
treatment 1 (22.6+£0.57) to 17+2.6 on the
modified Fisher-Saller scale. No statistical
difference was found between the ethanolic
extract formula (17£2.64) compared to
synthetic dye schwarzkopf ® (17+1.0)
developing light brown to brown colors
according to Fisher-Saller scale.

The stability of the formula was considered
by leaving it in a sealed glass bottle and
placed in a cabinet at a temperature not
higher than 30 °C, it was found that after 8
months of storage, this mixture did not lose
effectiveness in tests on bleached hair
strands.

4. Discussion

It has been reported that the main
component of the plant responsible for the
color is the juglone, that belongs to the
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Juglandaceae family, contains numerous
bioactive polyphenolic groups quercetin
and juglone, which is found in various parts,
such as leaves, husk and bark %, Jahanban-
Esfahlan °l recapitulated the uses and
chemical constituents of the walnut nut,
some records about its compounds are the
content of phenols, flavonoids,
hydroxybenzoic acid, hydroxycinnamic
acid, ellagitannins and gallotannins.

There were few limitations throughout the
general research of this work, starting with
the collection of the biological material
such as A. vera and pericarps. In this study,
A. vera was assessed as a color enhancer,
however, the mucilage obtained from this
plant varies in concentration determined by
the variety of the species and the climatic
conditions when it is  collected.
Significative  differences have been
reported in the composition and
concentration of the active compounds
found in the genus Aloe sp., 23 jn
addition, the age of the plant can affect the
concentration of active principles, as
mature leaves have higher concentration
than younger ones.

Some tests (not mentioned in the
methodology part) were carried out to find
out the concentration of mucilage extracted
from A. vera. Some samples were taken in
spring, summer, and winter, finding that
specimen from summer had higher density
than the winter sample; Juglans extract
dyed A. vera mucilage collected in summer,
instead of the hair strand. The plant used in
this study was not identified taxonomically
or molecularly. Another point to note is the
collection of pericarps, since it was
evaluated with freshly collected pericarps,
and the waste is not generated all year
round, so it is necessary to wait to obtain
this material. In a study by Lee B4 the
authors found significant variations in
juglone content during the four-month
period in an Ohio cultivar and in seedlings.
The leaves of seedlings in July contained
Juglone at their maximum levels and in
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September at their minimum level. Another
fact to consider is the storage of the husks;
it reveals the need for further research on
pericarps to find if there is a variation in the
dye obtention from different collected
samples over the years.

Another limitation is the lack of knowledge
on beauty techniques, which is why we
lengthened the time for discoloring the
samples, a situation that generally occurs in
45 minutes to an hour. It would be
convenient to continue dyeing the hair
sample with different degrees of
discoloration to identify its effectiveness in
people who currently use a synthetic dye or
who stopped dyeing at a certain time.

In the present study, the ethanolic and
methanolic treatments presented the darkest
colors results, while the aqueous treatments
presented lighter ashy colors. It was found
that the addition of alum to the mixtures
conferred lighter and greenish tones. There
are reports of other mordants of natural
origin that can be used 531 put, potassium
alum, A. vera and ferrous sulphate has been
utilized as mordants due to their eco
friendliness compared to other commonly
used metal salt mordants B> however, the
intensity of the color was lighter than with
the application of the liquid extracts without
the addition of emulsifiers. When
comparing the obtained color from the
formulation with a commercial dye
(Schwarzkopf ®) purchased in the
supermarket, the ash characteristic was
similar in both products although the
ingredients of the synthetic dye are
hydrogen peroxide, ammonium hydroxide,
ammonia, potassium hydroxide, diamino-
toluenes, the product package warns about
the possible cause of irritation or allergy in
some people. In addition, over 5000
different types of chemicals are used in hair
dyes, some have been described as
carcinogenic in animals. ' 38 Due to its
extent use, scientists have tried to determine
if the exposure to the chemicals used in hair
dye products, is linked to increased cancer
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risk in people. Most chemical dyes contain
ammonia, acetic acid, hydrogen peroxide,
ammonium hydroxide, 2-methyl resorcinol,
p-aminophenol, cetearet, crotein Q and
toluenes, substances that cause nasal
disorders and irritant-type  contact
dermatitis %, Patel et al. %!, quotes that the
frequent use of hair dyes, increases allergies
due to their chemical content; itchy scalp,
hair loss and breakage, redness on the scalp,
conjunctivitis, pigmentation, and
headaches. It may also increase the risk of
cancer B,

The ingredients of this study were chosen to
support small-scale producers dedicated to
the use of candelilla, a plant from the
Chihuahuan desert. For many of these
producers, the use of candelilla represents
their only source of income. It has multiple
industrial uses, including the production of
paints, polishes, candles, leather products,
cosmetics, disposable containers, wax
paper and electronic items 0],

5. Conclusions

The effectiveness of extracts of green husks
of Juglans sp. used as natural dyes on
bleached hair strands was evaluated. It was
found that ethanolic and methanolic
extracts developed the darkest colors. No
significant color loss was found in the
treated hair after 30 washes with detergent.
The proposed formula consists of natural
ingredients such as: A. vera, Juglans sp.
extract, vitamin C (ascorbic acid), and
ferrous sulphate, materials that have been
reported to be sustainable. Hair dye based
on green walnut shells are not available in
the market. There is scattered information
about the use of pecan leaves, shell, and
bark in infusions, however, few studies
report the use of pecan in the cosmetic
industry. The tests carried out for the
evaluation of this product show that it is
possible to dye hair with pecan extract using
mordants of either natural origin or low
ecological footprint.
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Abstract

The design and synthesis of modified Al,Os with different Zn?*contents (0.5, 1.0, and 2.0% mass)
was proposed, the materials were labeled as AZn05, AZnl, and AZn2, respectively. The
preparation of the materials was carried out by the sol-gel synthesis method and they were applied
in the degradation and mineralization of phenol in aqueous medium by heterogeneous
photocatalysis. The materials were characterized by X-ray diffraction, UV-Vis diffuse reflectance
spectroscopy, nitrogen physisorption, and photoluminescence. On the other hand, phenol
degradation and mineralization were quantified by UV-Visible spectroscopy and total organic
carbon, respectively. The photocatalytic evaluation showed that the unmodified Al,O3 gave a
phenol degradation percentage of 67% and a mineralization of 59%. However, the addition of Zn?*
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in alumina improved its photocatalytic efficiency, and it was observed that the most efficient
material was AZnl with a degradation and mineralization percentage of 79% and 68%,
respectively. This finding shows that the incorporation of low concentrations of Zn?* into Al,O3
has an effect on the increase of vacancies, promoting a higher photocatalytic efficiency than
unmodified Al.Os, furthermore, photoluminescence analysis shows that the addition of Zn?*
decreases the recombination of the photogenerated pair e™-h*.

The synthesis of novel materials based on Al20s opens an important gap for its study in
photocatalysis since it has been little explored, in addition, its application in the remediation of
contaminated water addresses a national problem that aims to mitigate the problems of water
pollution.

Keywords: Al;Os:Zn?*, phenol degradation, photocatalysis, sol-gel synthesis, UV light.

Resumen

Se propuso el disefio y sintesis de Al.Os modificado con diferentes contenidos de Zn?* (0.5, 1.0 y
2.0% en masa), los cuales fueron etiquetados como AZn05, AZnl y AZn2, respectivamente. La
preparacion de los materiales se llevd a cabo por el método de sintesis sol-gel y fueron aplicados
en la degradacion y mineralizacion de fenol en medio acuoso por fotocatélisis heterogénea. Los
materiales fueron caracterizados por difraccién de rayos-X, espectroscopia de reflectancia difusa
UV-Vis, fisisorcion de nitrogeno y fotoluminiscencia. Por otro lado, la degradacion y
mineralizacion de fenol fue cuantificada por espectroscopia UV-Vis y carbono orgéanico total,
respectivamente. La evaluacion fotocatalitica mostré que el Al,Os sin modificar presentd un
porcentaje de degradacion de fenol del 67% y una mineralizacidn del 59%. Sin embargo, la adicion
de Zn?* en almina mejoro su eficiencia fotocatalitica, se observo que, el material mas eficiente
fue AZnl con un porcentaje de degradacion y mineralizacion del 79% y 68%, respectivamente.
Estos resultados demuestran que la incorporacion de bajas concentraciones de Zn?* en Al;Os, tiene
un efecto en el incremento de vacancias promoviendo una eficiencia fotocatalitica superior que
Al,O3 sin modificar, ademas, el analisis por fotoluminiscencia muestra que la adicion de Zn?*
disminuye la rapidez de recombinacién del par fotogenerado e-h*.

La sintesis de materiales novedosos a base de Al.Os abre una brecha importante para su estudio en
fotocatalisis ya que ha sido poco explorado, ademas, su aplicacion en la remediacion de aguas
contaminadas atiende a un problema nacional que pretende mitigar los problemas de contaminacion
en agua.

Palabras clave: Al,0s:Zn?*, degradacion de fenol, fotocatalisis, luz UV, sintesis sol-gel.

1. Introduccion materiales que sean fotoactivos bajo
El desarrollo del presente trabajo de iluminacion UV aplicados a la degradacion
investigacion tiene el propésito de obtener de fenol via fotocatalitica. Recientemente, se
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ha demostrado que el Al>Os es un material
que tiene propiedades fotocatalticas en la
degradacion de compuestos fendlicos, por lo
que el objetivo de este trabajo es mejorar su
fotoactividad mediante la adicion de
impurezas de Zn?* en la red cristalina. Existe
una amplia variedad de productos quimicos
que contribuyen a la contaminacion del agua.
Los compuestos fendlicos generalmente se
encuentran en las aguas residuales de
industrias como refinerias de petroleo,
plasticos, tintes, textiles,  productos
farmacéuticos, detergentes, herbicidas vy
pesticidas [1,2]. Los compuestos fenolicos y
sus derivados son dificilmente
biodegradables y presentan caracteristicas
toxicas para los seres vivos. El valor maximo
admisible de fenol en agua potable es de 5
Mg/l y la exposicion prolongada de fenol
puede producir secuelas como respiracion
irregular, debilidad muscular, coma, paros
respiratorios e incluso cancer [3]. No
obstante, la fotocatalisis heterogénea, es una
tecnologia en potencial desarrollo que
permite la mineralizacién de contaminantes
organicos en medio acuoso empleando
materiales semiconductores. Cuando la
energia del foton (hz) que incide sobre un
semiconductor es mayor o igual que la
energia de la banda prohibida (Eg), los
electrones de la banda de valencia (BV) seran
promovidos a la banda de conduccion (BC).
Este proceso tiene como objetivo la
produccion del par electron-hueco (e-h"),
estos portadores de carga migran hacia la
superficie del material. Por un lado, el
electron reduce a la molécula de oxigeno,
mientras que, el hueco oxida a la molécula de
aguay a los grupos hidroxilo adsorbidos en la
superficie del fotocatalizador, este paso es
crucial para la formacion de radicales
oxidantes que seran los iniciadores de la
degradacion del contaminante organico.

Se han usado diversos fotocatalizadores de
tipo semiconductor para la eliminacién de
compuestos fendlicos como TiO2 [4], ZnO,
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Fe2O3, CdO, SnO2, [5], entre otros. Sin
embargo, se han estudiado materiales que
poseen una energia de banda prohibida mayor
a 3.5 eV (materiales con propiedades
aislantes) que han sido fotoactivos para la
degradacion de contaminantes organicos, por
ejemplo: SiO2, MgO, CaO y Al>Oz [6-8]. En
este caso particular, la actividad fotocatalitica
se lleva a cabo por los defectos superficiales
intrinsecos del fotocatalizador y por la
formacion de  complejos entre el
contaminante y la superficie del material,
dando como consecuencia, la formacion de
radicales activos en la interfase del solido [9].
Dichos sistemas pueden considerarse como

una nueva clase  prometedora de
fotocatalizadores  capaces de iniciar
transformaciones fotoquimicas y

fotocataliticas de moléculas adsorbidas bajo
iluminacion, no solo con luz ultravioleta, sino
también con luz visible. Naturalmente, la
excitacion de los sitios superficiales capaces
de absorber luz en esta region espectral es el
factor clave para lograr la reaccion foto-
inducida. Recientemente, se ha encontrado
que Al>Os presenta actividad fotocatalitica
bajo luz UV [10,11]. Este material es muy
atractivo para su uso como fotocatalizador
por sus propiedades fisicoquimicas y su bajo
costo de produccién. Existen materiales
fotocataliticos reportados en la literatura
donde el Oxido de aluminio se usa como
soporte con uno O mas materiales
semiconductores, a  continuacion  se
mencionan los mas representativos: Al2Osz-
F2:0s  [12], CeO2/MgO-Al0s  [13],
PdO/AI>03-Nd203 [14], V20s/Al.03 [15],
ZnO/Al;03-Fe203 [16], Al20s-ZnO [17],
WOx/Al0;  [18], TiO2/AlLOz  [19],
Zn0/Al>03 [20], etc.

Por otro lado, el 6xido de zinc (ZnO) es un
material semiconductor con una energia de
banda prohibida de 3.2 eV [21], exhibe una
actividad fotocatalitica eficiente, e incluso, se
ha demostrado que presenta una fotoactividad
superior que el TiO2 para la mineralizacion de
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compuestos fenolicos en medio acuoso
[5,22,23]. El proposito de este trabajo es
mejorar la actividad fotocatalitica de Al2Os
adicionando pequefias cantidades de Zn?
(0.5,1.0 y 2.0 % en masa) sobre Al>Os3 con el

Mayo - Junio 2023

objetivo de obtener materiales altamente
eficientes en la mineralizacion de fenol. En la
Tabla 1 se reportan los resultados obtenidos
por otros investigadores en donde se emplea
materiales a base de Al>O3 en fotocatélisis.

Tabla 1. Trabajos reportados con aplicacion en la eliminacién de compuestos organicos por fotocatalisis empleando

materiales a base de Al,Os.

Molécula
Material Sintesis organica Lampara Referencia
degradada por
fotocatélisis
Al,O3 sRéel?gg'O” enestado  Ajeonol bencilico  Luz led blanca [24]
Pirolisis por
ZnO/Al2O3 pulverizacion Azul de metileno UV-254 nm [25]
ultrasénica
Sonicacién y Lampara de
Ce02-Al203 tratamiento Azul de metileno np [26]
P haldgeno
térmico
AIZS 3 dopado con Precipitacion Naranja de metilo ~ ompara [27]
Zn incandescente
Al;05-Nd:0 Sol-gel Diclofenaco Lampara UV-25¢ - 12g)

Los fotocatalizadores se sintetizaron por el
método sol-gel. Para obtener un estudio
detallado de la estructura, propiedades
Opticas y superficiales se caracterizaron por
técnicas como difraccion de rayos-X,
adsorcion-desorcion de No, espectroscopia de
reflectancia difusa y fotoluminiscencia. De
acuerdo con las pruebas fotocataliticas, el
material mas fotoactivo fue el AlOs3
modificado con Zn?* al 1.0% en masa,
aplicado en la fotodegradacion de 80 ppm de
fenol con una eficiencia de degradacion del
79%.

2. Materiales y métodos
2.1. Sintesis

Para la sintesis de los materiales se emplearon
los siguientes reactivos: tri-secbutoxido de
aluminio (C12H27AlO3, Sigma-Aldrich, 97%),
1-butanol (CsH100, J.T. Baker, 99.5%), acido
nitrico (HNOs, J.T. Baker, 70%) y nitrato de
zinc  hexahidratado  (Zn(NOs)2=6H-0,
Fermont, 99%). Todos los reactivos quimicos
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estan disponibles comercialmente y se usaron
sin ninguna purificacion previa.

Los materiales de Al>O3 con diferentes
contenidos de Zn?* (0.5, 1.0 y 2.0 % en masa)
se sintetizaron por el método sol-gel [11]. Se
disolvié 0.098 mol de tri-secbutéxido de
aluminio en 2.73 moles de 1-butanol dentro
de un matraz con capacidad de 1.0 L a una
temperatura de 60 °C y bajo agitacion
vigorosa, posteriormente, el pH se ajust6 a 3.0
con acido nitrico. Para llevar a cabo la
reaccién de hidrdlisis se adiciond lentamente
una solucién compuesta por 0.40 mol de
etanol y 1.71 mol de agua. En esta etapa, se
agregaron las cantidades adecuadas del
reactivo Zn(NOz)2=6H20 para obtener Al2O3
con diferentes contenidos de Zn?* (0.5, 1.0 y
2.0 % en masa). Después de llevar a cabo la
reaccion de hidrdlisis, el sistema se mantuvo
a reflujo a 90 °C por 24 h, transcurrido ese
tiempo, se secé a 100 °C durante 24 h. El
solido obtenido fue molido en un mortero de
agata y calcinado a 400 °C por 3 h.
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Los polvos de AlOs con diferentes
contenidos de Zn?* (0.5, 1.0 y 2.0 % en masa)
fueron nombrados como AZn05, AZnl y
AZn2, respectivamente. Adicionalmente, se
preparé un material de Al2O3 (sin impurezas
de Zn?") como referencia que fue etiquetado
como AZnO0.

2.2. Caracterizacion

Los patrones de difraccion de rayos-X se
obtuvieron en un difractometro modelo D2
Phaser marca Bruker con un anodo de Cu que
emite una longitud de onda de 0.154184 nm.
Las isotermas de adsorcion-desorcion de N
de los materiales sintetizados se obtuvieron
utilizando el equipo Quantachrome modelo
Autosorb-3B. El area superficial especifica se
obtuvo utilizando el método BET. Los
espectros UV-visible de los sélidos fueron
medidos con un espectrofotdémetro UV-Vis
modelo Varian marca Cary 100 utilizando un
accesorio de esfera integradora y BaSOa
como referencia. Los espectros de
fotoluminiscencia se midieron en un equipo
de fluorescencia modelo FS-2 y marca
Scinco.

2.3. Pruebas fotocataliticas

La evaluacion fotocatalitica se realizd en un
reactor de vidrio cubierto con una chaqueta de
enfriamiento con capacidad de 250 mL. Se
usé una lampara de mercurio de la marca Pen
Ray que emite luz ultravioleta a una longitud
de onda de 254 nm con intensidad de 4.4
mWcm?, la lampara fue protegida por un
tubo de cuarzo. Se utilizé una solucion de
fenol a una concentracién de 80 ppm (8.5x10"
4 molL1) y una masa de fotocatalizador de
200 mg. A lo largo del proceso fotocatalitico
se burbujed oxigeno (excepto cuando se
indique lo contrario) y se mantuvo bajo
agitacion constante. Antes de encender la
lampara, la mezcla solucion-catalizador se
mantuvo en agitacion durante 1 h, para que el
fotocatalizador alcanzara el equilibrio de
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adsorcion-desorcion  del  contaminante,
transcurrido ese tiempo se encendid la
l&mpara. La duracion de cada reaccion fue de
6 h en las que se extrajo una alicuota de 3.0
mL cada hora para determinar el porcentaje
de degradacion del contaminante por
espectroscopia UV-Vis, y el porcentaje de
mineralizacion por carbono organico total
(TOC por sus siglas en inglés). Las alicuotas
pasaron a través de un filtro de nylon de 0.45
um de diametro de poro. Las reacciones
fotocataliticas se realizaron a temperatura
ambiente y a presion atmosférica.

Adicionalmente, se realiz6 una prueba de
deteccién de radicales hidroxilos (*OH) por
fotoluminiscencia empleando la molécula de
cumarina. Para ello, se adicion6 200 mg del
material més fotoactivo a 200 mL de una
solucion de cumarina 1x10° M, bajo
agitacion magnética e iluminacion con luz
UV. La produccién de radicales *OH se
cuantifico cada 5 min durante 30 min de
reaccion; las alicuotas obtenidas se analizaron
por espectroscopia de emision  de
fluorescencia en un espectrometro (marca
Scinco y modelo FS-2) excitando las
muestras a 332 nm. Finalmente, se llevo a
cabo un experimento adicional con el
material més activo, utilizando las mismas
condiciones de la reaccion fotocatalitica en la
degradacion de fenol, pero en ausencia de
oxigeno. En esta prueba, se burbujed N3
durante la reaccién fotocatalitica para purgar
el oxigeno disuelto en el medio de reaccion y
analizar la importancia de O; en el
mecanismo de fotodegradacion del fenol.

3. Resultados y discusion

3.1. Difraccion de rayos-X

La Figura 1A muestra los patrones de
difraccion de los materiales AZn0, AZn05,
AZnly AZn2 sintetizados por el método sol-
gel. Los picos de difraccion observados
corresponden a la fase gibbsita de la alumina
[11,29]. Se muestran los picos anchos
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centrados en 28.5°, 36.7° y 65.5° en el eje 260,
estos corresponden a los planos de reflexion
(211), (312) y (233) de la fase gibbsita, con
una red monoclinica, grupo espacial (P21/n)
y parametros de red a = 8.624 A, b =5.060 A,
y ¢ =9.700 A; esta fase ya ha sido confirmada
para la obtencion de aluminas sintetizadas por
el método sol-gel [11]. Haciendo wun
acercamiento, de los difractogramas de los
materiales sintetizados, en el pico ubicado en
65.5°, se observa un ligero desplazamiento
hacia angulos mayores, sugiriendo que la
adicion de pequefas cantidades de Zn*
modifica los parametros de red de la alimina
(ver Figura 1B). Este resultado indica que
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Zn?* se encuentra dentro de la red
microcristalina de la alimina como impureza.
Para reforzar esta afirmacion, en la Figura 1A
se anexo el patréon de difraccion del ZnO
(COD 9011662), sin embargo, los materiales
sintetizados no presentan estos planos
cristalogréficos por lo que se puede afirmar
que la formacion de ZnO no se llevo a cabo,
sino que el Zn?* estd ocupando sitios
intersticiales en la red microcristalina del
Al>;O3. También, se observa que al aumentar
la cantidad de Zn?* en el 6xido de aluminio
los picos aumentan su intensidad sugiriendo
que la adicion de dopante en la red favorece
la cristalinidad del material.
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S . - . . <
i M

-(% AZn2 ; 5 MrMMﬁﬂAw«JW“W‘WM ot o M‘WMMMMWM AZn2
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b= AZnO s AZNO
- ~—
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Figura 1. A. Difraccion de rayos-X de los materiales AZn0, AZn05, AZnl y AZn2. B. Desplazamiento del pico en
65.5° de la alimina.

3.2. Fisisorcion de N2

Las isotermas de adsorcion-desorcion de N
que presentaron los materiales a base de
alimina calcinados a 400 °C (se muestran en
la Figura 2). Los materiales AZn0 y AZn2
presentaron isoterma tipo IV y lazo de
histéresis tipo H2, caracteristicos de
materiales formados por capilares tubulares o
aglomerados de particulas esferoidales con
tamafo y forma de poros no uniformes. Los
materiales AZn05 y AZnl presentaron
isotermatipo IV con lazo de histéresis tipo H3
correspondiente a materiales formados por
agregados o aglomerados que presentan poros
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en forma de rendijas o particulas en forma de
placas con tamafios no uniformes [30].

La adicion de Zn?" modifica las propiedades
texturales del material AZn0. La Tabla 2
muestra el area superficial especifica (Sget)
de los materiales sintetizados. Todos los
materiales presentaron una Sget alrededor de
400 m?g’*; este resultado concuerda con otros
trabajos publicados que presentan materiales
obtenidos por el método sol-gel [31].
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Figura 2. Isotermas de adsorcion-desorcion de los

materiales AZn0, AZn05, AZnly AZn2.

3.3. Espectroscopia de reflectancia difusa

Los espectros de reflectancia difusa de las
muestras AZn0, AZn05, AZnl y AZn2 se
muestran en la Figura 3. Todos los
fotocatalizadores presentaron un borde de
absorcion alrededor de 250 nm que es propio
de las transiciones electronicas de la alimina.
Los valores de energia de banda prohibida
(Eg) de los materiales se calcularon a traves
del gréfico de Tauc y se resumen en la Tabla
2. Los valores estimados de Eg son de
alrededor 5.4 eV debido a la presencia de
niveles energéticos que se generan debajo de
la banda de conduccidn y son asociados con
la formacidn de defectos en la superficie del
material [32]. También, se observa que los
materiales AZn05 y AZn1 tienen un borde de
absorcion de menor intensidad entre 250 nm
y 350 nm; la formacién de estos bordes se
debe a los defectos generados principalmente
por la adicion de Zn?* dentro de la matriz de
alimina que facilita la generacion de defectos
por vacancias de oxigeno [11,32,33]. A pesar
de que los valores de Eq para estos materiales
son altos es importante destacar que los
defectos generados principalmente por
vacancias de oxigeno promoverdn un
mejoramiento de las propiedades
fotocataliticas.
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Figura 3. Espectroscopia de reflectancia difusa de los
materiales AZn0, AZn05, AZnly AZn2. Enel
recuadro se muestra el grafico de Tauc.

200

3.4. Fotoluminiscencia

La intensidad de las sefiales por
fotoluminiscencia de materiales
fotocataliticos brinda informacion

relacionada con la recombinacién del par e-
h* fotogenerado. A menor intensidad de
fotoluminiscencia menor serd la tasa de
recombinacion de los pares e-h",
favoreciendo asi la actividad fotocatalitica
[34]. La Figura 4 muestra los espectros de
fotoluminiscencia para los materiales
seleccionados (AZn05, AZnly AZn2). Estos
exhibieron una sefial en 550 nm al excitarlos
con una longitud de onda de 254 nm [35,36],
la sefial més intensa fue para el material
AZn05 seguida de AZnl y la de menor
intensidad para AZn2. En esta figura se puede
observar que al aumentar el contenido de Zn?*
en la alimina disminuye la intensidad del
espectro de fotoluminiscencia, lo que sugiere
que la velocidad de recombinacion del par
electron-hueco  disminuye a  mayores
contenidos de Zn?* pudiendo favorecer la
velocidad de degradacion fotocatalitica
[37,38].
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Figura 4. Espectros de fotoluminiscencia de los
materiales AZn05, AZnl y AZn2.

3.5. Pruebas fotocataliticas

Los materiales sintetizados AZn0O, AZn05,
AZnl y AZn2 fueron aplicados en la
degradacidn de fenol por fotocatélisis, usando
una lampara UV que emite a una longitud de
onda de 254 nm y con intensidad de 4.4
mWcm™, se usé esta lampara por que los
materiales absorben en la region UV del
espectro de acuerdo con la medicién de UV-
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Vis de reflectancia difusa. La Figura 5A-B
muestra los espectros de absorcion de la
solucién contaminante durante el proceso de
fotocatalitico empleando los materiales AZn0
y AZnl. Se observé una disminucion en la
intensidad de las bandas ubicadas en 215 y
270 nm. A partir de la evaluacion
fotocatalitica, se encontrd que el material mas
fotoactivo fue el etiquetado como AZnl. La
buena actividad de este material es atribuida,
principalmente, por el incremento de
vacancias de oxigeno en la estructura del
Oxido de aluminio, como se discutio en la
caracterizacion de reflectancia difusa, ademas
indica que existe un contenido adecuado de
Zn?* que promueve una mejor eficienciaen la
degradacion del contaminante. Cabe sefalar
que con el transcurso del tiempo de reaccion
se distingue la formacion de nuevas bandas
entre 230 y 250 nm, y entre 280 y 300 nm (ver
Figura 5), que es debido a la formacién de
intermediarios. Entre los méas destacados, se
han reportado, benzoquinona, hidroguinona,
catecol, &cidos férmico, oxalico, maleico y
fumarico [39].
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Figura 5. Fotodegradacion de la molécula de fenol empleando los materiales A. AZn0 y B. AZn1.

La Figura 6A muestra el porcentaje de
degradacion del contaminante después de 6 h
de reaccion cuantificado por espectroscopia
UV-Vis de liquidos (seguido a una longitud
de onda de 270 nm). La eficiencia de la
fotodegradacion empleando los materiales
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sintetizados fue comparada con el TiO2
comercial (TiO2-P25). Los materiales
sintetizados por el método sol-gel mostraron
mejor eficiencia fotocatalitica comparado con
TiO2-P25, debido a que presentan
propiedades estructurales, opticas y texturales
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que mejoran la actividad fotocatalitica en la
degradacion de fenol, ademés de que, el
material AZn1 presenta vacancias de oxigeno
que favorece la eficiencia fotocatalitica. El
material mas fotoactivo fue AZn1 con 79% de
degradacion de contaminante, este hecho
demuestra que la adicion de Zn?* en la red
cristalina de la alimina mejora su actividad
fotocatalitica. Para asegurar que el proceso de
mineralizacion del contaminante organico se

A

AZnl

AZn2

~
ol
1

~
o
1

AZn05
AZn0

(o2}
(3}
1

TiOp-P25

-

% de Degradacion (seguido a 270 nm)

(2]
o
1

Fotocatalizador

TOC C/C,
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llevéd a cabo, se realiz6 la medicién de
carbono organico total, como se observa en la
Figura 6B. La disminucion en la
concentracion relativa del TOC en funcion
del tiempo de reaccion se debe a la
mineralizacion del contaminante. La Tabla 2
resume el porcentaje de degradacion
(determinado por UV-Vis) y mineralizacion
(determinado por TOC).

B
1.00 1

Fotolisis

0.75 1
TiOp-P25

—— AZn0
—e— AZn05
—i— AZnl
—4— AZn2

0.50 +

0.25

2. 3 4
Tiempo (h)

Figura 6. A. Porcentaje de degradacién de fenol. B. Concentracion relativa de fenol en funcion del tiempo de
reaccion cuantificado por la técnica de carbono orgéanico total.

Tabla 2. Energia de banda prohibida (Eg), area superficial especifica (Sger) y porcentaje de degradacion y
mineralizacion de los materiales AZn0, AZn05, AZnl y AZn2.

Material Eq (eV) Seet (Mm% gh) % Degradacion % Mineralizacién
AZn0 5.44 475 67 59
AZn05 5.48 421 69 62
AZnl 5.48 401 79 68
AZn2 5.42 454 75 67
* UV-Vis.

T Carbono organico total.

3.6. Mecanismo de reaccion

Se realizo el experimento de produccion de
radicales *OH por fotoluminiscencia con
cumarina con el material AZnl y luego se
compar6 con TiO2-P25 como referencia (ver
la Figura 7). Se evidencia que con el material
sintetizado por el método sol-gel no se lleva a
cabo la produccion de radicales hidroxilos,
debido a que no supera la producciéon de
radicales de la fotdlisis (en ausencia de
fotocatalizador), sin embargo, el material de
referencia TiO2-P25 presentd wuna alta
produccion de radicales *OH. Este resultado
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permite sugerir que el mecanismo de reaccion
no sigue el proceso tradicional de un material
semiconductor como TiO», en el que la luz
excita a los electrones de la banda de valencia
a la banda de conduccion generando el par e
-h*  fotogenerado, y subsecuentemente
formando los radicales *OH que seran los
responsables de degradar y hasta mineralizar
a las moléculas contaminantes [4].
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Figura 7. Produccidn de radicales hidroxilos.
Intensidad de fluorescencia (a 465 nm) en funcién del
tiempo de iluminacién con luz UV.

Otros autores han reportado un mecanismo de
reaccion para materiales con una energia de
banda prohibida grande como es el caso de
aliminas, en el que se propone, un proceso de
sensibilizacion de la molécula organica en la
superficie del material con iluminacién UV
[10]. El proceso de sensibilizacion propone la
formacion de un complejo  como
consecuencia de la interaccion de la molécula
contaminante, un sitio activo en la superficie
del material y una molécula receptora de
electrones. En este caso la molécula aceptora
de electrones es el oxigeno que se burbujea en
el sistema de reaccion, esto se comprobd
mediante las reacciones con y sin oxigeno
(inyeccion de N2) empleando el material
AZn1 (ver Figura 8).
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Figura 8. Concentracion relativa de la reaccion de
fotodegradacion de fenol (medido por espectroscopia
UV-visible de liquidos) con la presencia y ausencia
de oxigeno, utilizando el material AZn1.

Como se observa en la Figura 8, el oxigeno es
importante para que el proceso de
degradacion se lleve a cabo, por lo que se
propone que el oxigeno actla como una
molécula receptora de electrones para su
posterior formacion a radicales superoxidos
que son necesarios para que la degradacion de
fenol ocurra. Se ha reportado en la literatura
que, para que se lleve a cabo el proceso de
degradacion lo més probable es que se debe
llevar a cabo la formacién del complejo
formado entre el fenol, la superficie del
material y el oxigeno, después, el complejo
formado es excitado con la luz ultravioleta,
por lo que la molécula de fenol transfiere un
electron a la superficie del material y este es
recibido por el oxigeno que se transforma en
radicales superoxidos y estos son los
iniciadores de la  degradacion vy
mineralizacion de fenol [7,10]. En la Figura 9
se ilustra la propuesta del mecanismo de
reaccion mas viable para materiales a base de
Al>O3 también se observa que los iones de
Zn?* interactian en la red microcristalina de
la alumina generando vacancias de oxigeno
debido a la diferencia de carga entre AI** y
Zn?*, las vacancias de oxigeno fueron
evidenciadas  por  espectroscopia  de
reflectancia difusa.
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Figura 9. Mecanismo de reaccion.

4. Conclusiones

Se logré mejorar la fotoactividad de Al2O3
con la adicion de pequefias cantidades de
Zn?*, El aumento en la actividad fotocatalitica
se atribuye principalmente a la formacién de
vacancias de oxigeno, generados
principalmente  por los efectos de
compensacion de cargas, como se corrobord
en la espectroscopia de reflectancia difusa.
Las vacantes de oxigeno superficiales pueden
promover la adsorcion de Oz y sirven como
centros para capturar los electrones foto-
inducidos durante la reaccion fotocatalitica,
de modo que, la recombinacion de los
portadores de carga foto-inducidos se puede
inhibir de manera efectiva. Este efecto se
corrobor6  con los  espectros de
fotoluminiscencia de los materiales AZn05,
AZnl y AZn2 en los que se observd la
inhibicion de la recombinacion al aumentar el
contenido de Zn?*.
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Abstract

The presence of hexavalent chromium (Cr (V1)) in soils is an environmental problem that has
increased in recent decades in Mexico. This increase is due to the use given to the metal by
different industrial sectors, including, for example, the leather tanning industry which uses
chromium salts to soften the leather, and the automotive industry that uses the metal for chrome
plating of auto parts. Both industries are well established in the state of Guanajuato; However,
they are also among the most polluting industrial sectors, releasing Cr (V1) residues into the
environment, especially the tanning industry, as most of the companies in the sector are artisanal.
Although physicochemical techniques have been developed for the removal of heavy metals, they
tend to be expensive and, in some cases, can generate other compounds that can be equally or more
toxic than the original ones. Therefore, hybrid soil remediation techniques, such as
electrophytoremediation, can be used for the removal of Cr (V1) from industrial soils. In this study,
soil extracted from the P.1.E.L. Park in Ledn was used, which is known for grouping together most
of the companies that carry out the tanning process. The objective was to evaluate the
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electrophytoremediation technique at different concentrations of the contaminant (140, 395, and
620 mg/Kg) established on the basis of reference values indicated in the Mexican environmental
regulations (NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004) for soils of industrial use, applying a current of
20 volts for 24 hours during a period of 28 days and comparing it with separate techniques
(phytoremediation and electroremediation) under the same treatment conditions. The plant used
was a native plant from the sampling site, identified as Solanum elaeagnifolium Cav. An alkaline
digestion was carried out on the soil for the extraction of Cr (V1), and its final concentration was
analyzed by a colorimetric reaction with diphenyl-carbazide in acid solution, and its absorbance
was measured at 540 nm, determining that for electrophytoremediation, the maximum removal of
hexavalent chromium was 92.40% at 620 mg/Kg, while in electroremediation, it was 88.30% for
395 mg/Kg, and in phytoremediation, 28.31% at 140 mg/Kg. The effect on the pH of the soil
treated with the techniques separately and combined was also evaluated, observing that the pH
remains unchanged, favoring the removal of the metal. These results demonstrate the effectiveness
of electrophytoremediation for the recovery of industrial soils contaminated with this metal
compared to other techniques.

Keywords: chromium, electrokinetics, electrophytoremediation, electroremediation, phytoremediation.

Resumen

La presencia de cromo hexavalente (Cr (V1)) en suelos es una problematica ambiental que se ha
incrementado en las Gltimas décadas en México, este aumento se debe al uso que se le da al metal
por distintos sectores industriales, entre ellos se encuentran por ejemplo el curtido de pieles que
hace uso de sales de cromo para ablandar la piel y la industria automotriz que utiliza el metal para
el cromado de autopartes, ambas industrias estan bastante arraigadas en el estado de Guanajuato;
sin embargo también son de los sectores industriales mas contaminantes al liberar residuos de Cr
(V1) al ambiente, sobre todo la industria curtidora ya que la mayoria de las empresas del gremio
son de caracter artesanal. A pesar de que se han desarrollado técnicas fisicoquimicas para la
remocidn de metales pesados, estas tienden a ser costosas y en algunos casos pueden generar otro
tipo de compuestos que pueden ser igual o mas tdxicos que los originales. Es por ello, que las
técnicas hibridas de remediacion de suelos, como la electrofitorremediacion, pueden utilizarse para
la remocion de Cr (V1) presente en suelos industriales. En este estudio se utilizo suelo extraido del
Parque P.I.LE.L. de Leo0n, el cual es reconocido por agrupar a la mayoria de las empresas que
realizan el proceso de curtido. El objetivo consistio en evaluar la técnica de electrofitorremediacion
a diferentes concentraciones del contaminante (140, 395 y 620 mg/Kg) establecidos en base a los
valores de referencia indicados en la normatividad ambiental mexicana (NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004) para suelos de uso industrial, aplicando una corriente de 20 Volts por
24 horas durante en un periodo de 28 dias y compararla con las técnicas por separado
(fitorremediacion y electrorremediacion) a las mismas condiciones de tratamiento, la planta
utilizada fue una planta nativa del sitio de muestreo la cual se identific6 como Solanum
elaeagnifolium Cav., se realiz6 una digestion alcalina al suelo para la extraccion de Cr (VI) y se
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analiz6 su concentracion final mediante una reaccion colorimétrica con difenil-carbazida en
solucion acida y se midi6 su absorbancia a 540 nm, determinando que para la
electrofitorremediacion la maxima remocion de cromo hexavalente fue de 92.40% a 620 mg/Kg,
mientras que en la electrorremediacion fue de 88.30% para 395 mg/Kg y en la fitorremediacion de
28.31% a 140 mg/Kg. También se evaluo el efecto sobre el pH del suelo tratado con las técnicas
por separado y combinadas, observando que este se mantiene inalterado favoreciendo con ello la
remocion del metal. Demostrando con estos resultados, la eficacia de la electrofitorremediacion
para la recuperacion de suelos industriales contaminados con este metal en comparacion con otras

técnicas.

Palabras clave: cromo, electrocinética, electrofitorremediacion, electrorremediacion, fitorremediacién.

1. Introduccién

La presencia de metales pesados en el suelo
es un problema que se ha intensificado en las
ultimas décadas en nuestro pais, estos metales

son el resultado de diversos procesos
productivos, por ejemplo, la industria
metalmecanica, la mineria, la industria

automotriz, la aerondutica, entre otras. Sin
embargo, esta contaminacion también puede
tener un origen natural. En términos de
abundancia y de toxicidad, los metales mas
contaminantes son: mercurio, arsenico,
plomo y cromo (Abraham-Covarrubias &
Pefia-Cabriales, 2017).

De acuerdo con Carrillo (2017), el sector
productivo del curtido de pieles esta
representado por dos gremios bien definidos;
aquellas empresas que conforman la Camara
de Industriales de la Curtiduria (CICUR), las
cuales al ser empresas establecidas
legalmente y en algunos caso al ser empresas
transnacionales  siguen una  politica
ambiental, hacen uso de tecnologias de punta
y establecen estrategias de cumplimiento de
la normativa ambiental; mientras que el
segundo grupo estd conformado por micro,
pequefias y medianas empresas, en Su
mayoria son empresas familiares que no
tienen un carécter legal y con una orientacion
de produccion mas tradicional, ligadas a la
Asociacion Nacional de Curtidores, que son
mas reacios a adoptar practicas ambientales y
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estan orientadas al mercado nacional. Este
ualtimo grupo de empresas, conforman el 90%
del sector, y al ser empresas de caracter mas
artesanal que industrial tienen muy poco o
nulo gasto en innovacion e investigacion para
la proteccion ambiental, debido a ello es muy
comun que realicen descargas clandestinas de
sales de cromo utilizadas en el proceso de
curtido de pieles a cuerpos de agua y al suelo
originando un problema de contaminacion
(Hernandez & Contreras, 2022).

El proceso de curtido de las pieles comienza
al despellejar al animal sacrificado, su
posterior almacenamiento en frio y venta en
forma de cuero curtido, semiterminado o
terminado. Para realzar el curtido, se suelen
emplear alguno de estos dos métodos, el
curtido vegetal, donde se usan compuestos
vegetales extraidos de plantas y/o arboles y el
curtido al cromo, donde las pieles son
inmersas en soluciones de sal y acido para
posteriormente recibir un bafio de sulfato de
cromo (Dussel & Cardenas, 2018).

De las opciones anteriormente mencionadas,
el curtido vegetal es mas amigable con el
ambiente, sin embargo tiende a ser un proceso
maés largo y delicado, ya que si no se tiene
precaucion se puede arruinar el cuero
volviéndolo rigido, al contrario del curtido al
cromo, el cual es mas rapido y practico ya que
genera pieles més flexibles, la cuales son
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idéneas para su uso en la industria automotriz
y del calzado, sin embargo, es el mas
contaminante por el efecto toxico del cromo
(Ortiz-Gutiérrez et al., 2021).

Mundialmente se curten al cromo el 85% del
total de las pieles que se destinan para
curtiduria; sin embargo, estudios realizados
por Martinez-Buitrago & Romero-Coca
(2017) demuestran que el cuero y sus
productos pueden llegar a presentar algunas
sustancias peligrosas, entre ellas el cromo
hexavalente (Cr (VI)) a pesar de que en el
proceso de curtido solo se utilizan sales de
cromo trivalente (Cr (Il)). Estos estudios
indican que el Cr (VI) presente en el cuero
curtido, se origina por la oxidacién del Cr
(111 debido a la combinacion de la presencia
de oxigeno y la alteracion del pH de las
soluciones de curtido (Cao, 2021).

El uso de compuestos de cromo para curtir
pieles puede provocar diferentes grados de
afectacion, por ejemplo, en términos de
impacto ambiental se sabe que por cada pieza
de piel que se curte se ocupa
aproximadamente 1 m® de agua y por cada
tonelada de piel a curtir se pueden llegar a
utilizar hasta 500 kg de sales de cromo, lo que
genera grandes volumenes de descargas de
aguas residuales industriales. Asi también, las
exposiciones cronicas a este contaminante
originan deterioros a la salud de los
trabajadores de este sector (Barzallo et al.,
2019; Hernandez, 2022).

Como se ha mencionado el Cr (V1) no solo se
genera por la industria curtidora, sino también
por otros sectores productivos donde el metal
es agregado en el proceso, se sabe por
ejemplo que se puede llegar a incorporar
hasta un 12% de Cr (V1) mediante procesos
de electrodeposicion para producir piezas
cromadas, para la fabricacion de pinturas
antioxidantes, colorantes, conservadores de
madera y catalizadores quimicos. Cada afio se
pueden llegar a extraer hasta 14.4 millones de
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toneladas de cromo en forma de cromita
(Antlnez, 2014).

El Cr (VI) puede ingresar en el cuerpo
humano via digestiva, dérmica y respiratoria,
durante su ingesta, puede causar un cuadro
intestinal en forma de vomito, dolor
abdominal, diarrea 'y  hemorragias
intestinales. De forma cuténea, puede causar
dermatitis y wulceras. Y la exposicion
respiratoria de los gases de este metal se
relaciona con cuadros de bronquitis, asma,
ulceraciones y perforaciones del tabique
nasal (Cardenas-Gonzalez et al., 2011). La
exposicion prolongada a este contaminante y
sus derivados es causa de alteraciones del
funcionamiento del higado, afecciones al
rifidn, al sistema urinario y también puede ser
detonador en la generacion de neuropatias,
estudios recientes ponen de manifiesto la
relacion que existe entre el Cr (VI) y la
aparicion de distintos tipos de cancer, esto se
debe en gran medida al estrés oxidativo
causado por el contaminante, ya que los iones
metélicos de transicion como el Cr (VI) al
reducirse a Cr (IIl) en el interior celular,
pueden originar especies reactivas de oxigeno
las cuales generan dafios irreversibles al
material genético (Becerra et al., 2014;
Garcia, 2019).

Debido a esto es que se han desarrollado
distintas tecnologias fisicas y quimicas para
la remocion del contaminante en el ambiente
y llevar las concentraciones del Cr (VI) a
parametros admisibles por la normatividad
ambiental vigente, estas técnicas parten de las
propiedades fisicoquimicas de los metales y
del medio afectado para transformar,
inmovilizar o separar los metales. Por ello las
soluciones actuales de remediacion de los
iones metalicos requieren de una fuerte
inversion y de un gran avance tecnoldgico
(Mejia, 2006). En la actualidad, los métodos
fisicoquimicos mas empleados para la
eliminacion de iones de Cr (V1) se enfocan en
realizar una reducciéon del contaminante a
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iones de Cr (IlI), los cuales representan su
forma menos toxica y menos soluble para
posteriormente separarlos mediante una
precipitacion quimica. Algunos de estos
métodos son; la estabilizacion fisicoquimica,
extraccion con acido clorhidrico, el lavado de
suelo con agentes extractantes, la adicién de
sustancias organicas e inorganicas al suelo
contaminado, la desorcion térmica a
temperaturas entre 320 y 560 °C, la inyeccion
de solidificantes y la vitrificacion, estas
ultimas dos técnicas son solo métodos de
contencion (Ortiz et al., 2007). Estos métodos
resultan  efectivos para remover el
contaminante, sin embargo, pueden originar
subproductos que pueden llegar a ser mas
toxicos que el contaminante original, ademés
al ser mas costosos las empresas que desean
apegarse a la normatividad ambiental no
pueden costearlos y desisten de su aplicacion
(Meneses-Barroso et al., 2018).

Los valores establecidos en México para el Cr
(VI) se pueden consultar en la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004 (Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales
[SEMARNAT], 2007), donde se indica una
concentracion de referencia total para el
cromo hexavalente en suelos de uso industrial
de 510 mg/kg. Por su parte, la Organizacion
Mundial de la Salud establece un valor de 100
mg/kg de cromo en suelo (Ogundele et al.,
2015), mientras que la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por
sus siglas en inglés) establece un valor de
referencia de 50 mg/kg de cromo en suelo
(EPA, 2015), valores muy por debajo de lo
que establece la normatividad ambiental
mexicana.

Debido a ello, es que se han desarrollado otro
tipo de tecnologias mas asequibles y que no
generan subproductos, conocidos como
tratamientos bioldgicos, el mas conocido es la
biorremediacion o biorrecuperacion, donde
se aprovecha la actividad metabolica de
organismos  vivos para reducir la
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concentracion y toxicidad en ambientes
contaminados, estas tecnologias son menos
invasivas con el ambiente y mas econémicos.
Cuando los seres vivos empleados en los

tratamientos  biologicos son  especies
vegetales, el proceso se denomina
fitorremediacién, aunque también es

conocida como fitolimpieza o fitocorreccion,
esta técnica se puede aplicar a suelos y a
sistemas acudticos para eliminar distintos
tipos de contaminantes sean organicos o
inorganicos (Chirivi et al., 2019).

El proposito de la fitorremediacidn consiste
en reducir la concentracion o peligrosidad de
contaminantes organicos e inorganicos, de
suelos, sedimentos, agua y aire, a partir de
procesos bioquimicos realizados por las
plantas, es una tecnologia rentable, eficiente,
novedosa, no invasiva y con una buena
aceptacion publica. La fitorremediacién es un
area de investigacion activa actual,
explorando nuevas especies vegetales
hiperacumuladoras de metales pesados e
incorporando la fitorremediacion en trenes de
tratamiento o en combinacién con otras
técnicas para generar técnicas hibridas.

La fitorremediacion es una tecnologia
relativamente nueva pero que ha resultado ser
sumamente efectiva para descontaminar
suelo, agua e incluso aire, tiene una buena
aceptacion puablica al ser menos invasiva que
otras técnicas. Cada afio se identifican nuevas
especies de plantas con la capacidad de
atrapar o acumular metales pesados. Una de
las areas actuales de investigacion de la
fitorremediacion radica en combinarla con
otras técnicas de remocidn para crear técnicas
hibridas de tratamiento (Medina-Garcia et al.,
2019). En el estudio realizado por Villen-
Guzman et al., (2020), los autores afirman
que la caracterizacion del suelo es de suma
importancia para determinar el enfoque de
tratamiento mas apropiado.
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En el caso de suelos con una baja
conductividad hidraulica, no es viable el uso
de técnicas fisicoquimicas. Para este tipo de
suelos, la técnica de electrorremediacion
también llamada electrocinética, es la mejor
opcion. Esta técnica consiste en aplicar una
corriente eléctrica de baja intensidad a un par
de electrodos insertados en el suelo
contaminado que funcionan como polos
positivo y negativo, generando un flujo de
corriente a través del cual se movilizan hacia
el anodo o el catodo, el agua, iones y
particulas contaminantes con cargas positivas
y negativas presentes en el suelo donde
posteriormente son separadas. Estas técnicas
son especialmente adecuadas para eliminar
metales solubles o que estan en el suelo en
forma de complejos éxidos, hidréxidos y
carbonatos (Cameselle & Gouveia, 2018).

Los mecanismos de transporte que ocurren
debido a la presencia de un campo eléctrico
inducido son la migracién de iones, la
electroforesis de solidos coloidales y la
electrodsmosis en masa de una solucion de
lavado. En la préctica los electrodos
utilizados, abarcan la totalidad del sitio
contaminado, con una separacion entre ellos,
entre 2 y 10 metros e insertados a
profundidades de hasta 20 metros,
generalmente se wusan diferenciales de
potencial de entre 40 y 200 V (Antunez,
2014). En los ultimos afios se ha comenzado
a desarrollar tecnologias hibridas para el
tratamiento de suelos contaminados. Estas
tecnologias combinan la técnica de
electrorremediacion con alguna otra variante
tecnologica, por ejemplo, con la
biorremediacion, bioestimulacion,
bioaumentacion o la fitorremediacion,
buscando con ello mejorar o complementar la
capacidad de remocion de las técnicas por
separado (Alvarado et al., 2015).

El objetivo de esta investigacion radico en
evaluar la técnica de electrofitorremediacion
con diferentes concentraciones de Cr (VI),

33

Mayo - Junio 2023

con una corriente de bajo voltaje y una planta
nativa del sitio de estudio y compararla con
las técnicas por separado (fitorremediacion y
electrorremediacion) a  las  mismas
condiciones de tratamiento.

2. Materiales y métodos
2.1 Area de estudio

El area de estudio se ubicé en el Parque
Industrial Ecologico de Leon, también
conocido como Parque P.LE.L., este se
encuentra en el libramiento carretero Leon —
Aguascalientes, C.P. 37490, en la ciudad de
Ledn, Guanajuato, en este parque industrial
se concentra la mayor parte de las empresas
curtidoras de la ciudad de Ledn, Guanajuato.
En la Tabla 1 se muestran las coordenadas del
sitio.

Tabla 1. Coordenadas de la zona de estudio en Ledn,
Gto.

Coordenadas
Latitud 21.082646 °
Longitud -101.716395 °
Elevacién 1,778 msnm

Fuente: Elaboracion propia.

2.2 Muestreo de suelo

Esta etapa del estudio atendid a la necesidad
de evaluar las caracteristicas fisicoquimicas
del suelo, determinar la presencia vy
concentracion del Cr (VI) y de obtener
material de trabajo para las tres técnicas a
comparar. El procedimiento se realizd
siguiendo el protocolo descrito en la NMX-
AA-132-SCFI-2016 (Secretaria de Comercio
y Fomento Industrial, 2016). Se realiz0 un
muestreo compuesto, para esto se tomaron 5
muestras simples de 3 kg cada una,
considerando una profundidad de 10 cm a
partir de la superficie. La muestra
representativa se obtuvo mezclando el
conjunto de las muestras simples, las
coordenadas de cada uno de los puntos de
muestreo fueron tomados con la aplicacion
movil GPS Data ® (GPS Data, 2018) y se
indican en la Tabla 2.
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Tabla 2. Coordenadas de los puntos de muestreo.

Punto de Longitud Latitud
muestreo
1 -101.717368  21.085401
2 -101.717294  21.084670
3 -101.717683  21.084845
4 -101.718180  21.085026
5 -101.718022  21.084305

Fuente: Elaboracion propia.

2.3 Recoleccion e identificacion de plantas
en el &rea de estudio.

Se realiz6 una recoleccidn de las especies de
flora presentes en el area de estudio, para su
aplicacion en las técnicas de fitorremediacion
y electrofitorremediacion, se considerd la
planta de mayor abundancia en la zona como
especie vegetal seleccionada. Las plantas
fueron extraidas con todo y raiz, y se
colocaron en macetas de plastico de 10 cm de
diametro por 9 cm de alto.

Para la identificacion de la planta recolectada
del sitio, se utiliz6 la aplicacion movil de
reconocimiento vegetal PlantSnap® la cual se
puede descargar de cualquier tienda de
aplicaciones para mdviles, para su uso, solo
se necesita una fotografia de buena resolucion
y una conexién estable a internet, esta
aplicacion proporciona informacion referente
a la planta: nombre comin, nombre
cientifico, altura y caracteristicas en general
(PlantSnap, 2017).

2.4 Andlisis de fertilidad del suelo.

Para los analisis de la fertilidad del suelo
recolectado, se envié un kilogramo de este a
un laboratorio certificado y especializado en
analisis de suelos, con la finalidad de conocer
el grado de fertilidad del suelo, Ila
conductividad hidraulica, asi como la
caracterizacion fisicoquimica del mismo y
determinar la presencia del contaminante, el
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laboratorio seleccionado para ello fue
Fertilab®, ubicado en la ciudad de Celaya,
Guanajuato.

2.5 Determinacion del potencial hidrégeno
(pH) y humedad.

La determinacion de estos pardmetros
fisicoquimicos se realiz6 en base al
procedimiento descrito en la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004  (SEMARNAT,
2007), la cual establece los criterios para la
caracterizacion y  determinacion  de
concentraciones de remediacion de suelos
contaminados por arsénico, bario, berilio,
cadmio, cromo hexavalente, mercurio,
niquel, plata, plomo, selenio, talio, vanadio y
sus compuestos inorgénicos; asi como los
criterios de remediacion. La medicion del pH
se realizd al suelo al finalizar el periodo de
tratamiento de cada uno de los sistemas
aplicados, fitorremediacion (FR),
electrorremediacion (ER),
electrofitorremediacion (EF).

2.6 Determinacion colorimétrica de cromo
hexavalente en suelo.

Para determinar la presencia de Cr (V1) en el
suelo recolectado se utilizé el procedimiento
indicado en la NOM-147-
SEMARNAT/SSA1-2004  (SEMARNAT,
2007); para ello se usaron 2.5 gr de suelo, se
realizd un tratamiento previo de digestion
alcalina a la muestra, este es un método que
consiste en la extraccion del Cr (VI) en su
forma soluble, adsorbida y precipitada de
compuestos de cromo en suelos; una vez que
el cromo ha sido separado de las particulas de
suelo, se determina colorimétricamente
mediante una reaccion con difenil carbazida
en solucién acida, desarrollando una
coloracion rojo-violeta en las muestras con la
presencia del metal, enseguida se midi6 la
absorbancia a 540 nm mediante un

espectrofotometro  BEL-LGS53®,  este
procedimiento se empled en los analisis de los
procesos de electrorremediacion,
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fitorremediacion y electrofitorremediacion recipientes de pléstico con capacidad
para determinar la concentracion final de Cr aproximada de 500 mL, el suelo fue
(V). previamente tamizado y humectado con las

soluciones de K2Cr,0y.
2.7 Disefio de los tratamientos de

remediacion. 2.8 Tratamientos electrocinéticos.

Se establecieron tres tratamientos distintos; Para los tratamientos electrocineticos (ER y
fitorremediacion (FR), electrorremediacion EFR) se utilizaron como electrodos placas de
(ER) y la combinacién de ambos denominada grafito de 6 x 3 x 1 cm, con una distancia de
electrofitorremediacion  (EFR) a  tres separacion entre ellos de 8 cm e insertados en
diferentes concentraciones de Cr (VI): 140, el suelo a tratar a una profundidad de 3.5 cm,
395y 620 mg/kg tomando como referencia la se aplico una corriente de 20 V durante 24
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 horas con el apoyo de una fuente de poder de
(SEMARNAT, 2007), en la cual se establece corriente directa KEYSIGHT®, el voltaje
que para suelo de wuso industrial la utilizado se establecid en base a la consulta de
concentracion limite de Cr (V1) debe de ser literatura donde se remediaba una cantidad
de 510 mg/kg, por lo que se establecieron similar a 400 gr de suelo pero tratando otros
valores debajo, cercanos y sobre el valor de metales pesados como el plomo, cadmio y
referencia, se usaron tres repeticiones para arsénico (Hernandez et al., 2010). El periodo
cada concentracion ademas del control: se de tratamiento fue de 28 dias y los analisis de
prepararon tres soluciones de dicromato de la determinacion de Cr (V1) se realizaron una
potasio (K2Cr.07) como fuente de Cr (V1), a vez por semana, los tratamientos utilizados se
140, 395 y 620 ppm, todos los tratamientos se muestran en la Tabla 3.

aplicaron en 400 gr de suelo colocados en

Tabla 3: Descripcién de los tratamientos utilizados.

Concentraciones iniciales

Control Tratamiento Descripcion 140 mg/kg 395 mg/kg 620 my/kg
Repeticiones
FR Plantas sin FR1/140 FR1/395 FR1/620
Electrodos FR2/140 FR2/395 FR2/620
FR3/140 FR2/395 FR3/620
Cirl Electrodos sin ER1/140 ER1/395 ER1/620
ER Plantas ER2/140 ER2/395 ER2/620
ER3/140 ER2/395 ER3/620
Plantas y EFR1/140 EFR1/395 EFR1/620
EFR EFR2/140 EFR2/395 EFR2/620
Electrodos

EFR3/140 EFR2/395 EFR3/620
Los términos FR, ER y EFR significan respectivamente: fitorremediacion, electrorremediacion y electrofitorremediacion, los ndmeros que
acompafian a estos términos indican la repeticion y la concentracion respectivamente, para el control solamente se uso la tierra que fue recolectada
del sitio sin la adicion extra de Cr (VI).
Fuente: Elaboracion propia.

3. Resultados Solanum elaeagnifolium Cav., 0 cominmente
3.1 Identificacion de flora en el area de conocida como trompillo, buena mujer, pera
estudio 0 tomatito de buena mujer; puede ser una

maleza dafilna en muchos cultivos, sin
embargo, se considera como un componente
atractivo de la vegetacion a orillas de
carretera en regiones aridas del pais, es

Los resultados de la identificacion de plantas
con la aplicacion movil PlantSnap®
mostraron que se trataba de la especie
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comun encontrarla en el centro de Estados
Unidos, al centro de México y en Sudamerica
(Hanan et al., 2009).

S. elaeagnifolium, es una planta perenne de
20 a 50 cm de alto, sus hojas tienen el borde
ondulado, produce bayas con semillas
discoides, aplanadas, parduzcas, de unos 4
mm de diametro (Departamento de Botanica-
Instituto de Biologia, 2019). En una
investigacion realizada por Trejo et al.,
(2009), se determind que S. elaeagnifolium
tiene la capacidad de extraer cadmio y plomo
en suelos contaminados con estos metales,
con lo que queda de manifiesto su capacidad
fitorremediadora.

3.2 Fertilidad del suelo.

Los resultados brindados por el laboratorio
Fertilab® (2020), indican que el suelo
recolectado posee un contenido medio de
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materia organica, un alto suministro en
fosforo,  altos  niveles en  calcio,
moderadamente alto en potasio, un nivel
medio en magnesio y un contenido
moderadamente alto de azufre. En cuanto a la
disponibilidad de micronutrientes, los
resultados indican que el suelo tiene niveles
medios de hierro disponible, muy bajo en
zinc, bajo en manganeso, moderadamente
alto en el contenido de cobre y bajo en boro,
por lo que es recomendable su aportacion en
caso de que se desee utilizar para cultivo, los
resultados detallados se muestran en la Tabla
4. Estos valores fueron obtenidos mediante el
procedimiento descrito en la NOM-021-
RECNAT-2000 (SEMARNAT, 2002). En
cuanto a su conductividad hidraulica, esta fue
de 3.90 cm/h, lo que demuestra que posee una
conductividad media, esto indica que es
viable el uso de técnicas electrocinéticas para
la remocidn del metal.

Tabla 4. Resultados de los anélisis de fertilidad del suelo, se muestran la cantidad de los nutrientes presentes en el

suelo, asi como su interpretacion (Fertilab, 2020).

Determinacién Resultado Unidad Interpretacion
Materia orgénica 2.20 % Medio
Carbonatos totales 1.06 % Muy bajo
Salinidad (CE Extracto) 0.95 dS/m Bajo
P-Bray 53.7 ppm Alto
K 440 ppm Moderadamente alto
Ca 4263 ppm Alto
Mg 397 ppm Medio
Na 158 ppm Moderadamente bajo
Fe 10 ppm Medio
Zn 0.13 ppm Muy bajo
Mn 2.36 ppm Bajo
Cu 1.41 ppm Moderadamente alto
B 0.68 ppm Bajo
S 16.4 ppm Moderadamente alto
N-NO3 335 ppm Moderadamente alto

Fuente: Elaboracion propia.

En cuanto a la presencia de metales pesados,
los resultados indican que el suelo analizado
presenta una concentracion de 85.214 mg/kg
de Cr (VI), una concentracion muy por debajo
a lo que establece el valor indicado en la
normatividad nacional, que es de 510 mg/kg,
mas sin embargo no deberia de estar presente
en el suelo recolectado ya que el sitio de
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muestreo esta ubicado a una distancia de
aproximadamente 300 metros de la empresa
curtidora mas cercana. Para determinar la
presencia de metales pesados en suelo, se
utilizé el meétodo 6010C (SW-846), descrito
por la EPA (2007), la cual se basa en el uso
de espectroscopia de emision atémica de
plasma acoplado por induccién (ICP-AES).



Vol. 11, No. 62

3.3 Potencial hidrogeno (pH) y humedad.

El primer pardmetro evaluado fue el pH, los
resultados indican que el suelo es ligeramente
alcalino. Al finalizar los tratamientos de
fitorremediacién (FR), electrorremediacion
(ER) vy electrofitorremediacion (EFR); se
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puede apreciar una tendencia de reduccion
del pH en los tratamientos de FR y ER,
mientras que en la EFR se ve un ligero
aumento  en los  tratamientos a
concentraciones de 140 y 620 mg/kg, sin
embargo, el suelo sigue presentando un
caracter alcalino. Estos resultados se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5: Resultados del pH al finalizar los tratamientos de remediacidn aplicados.

pH inicial sin _Cgr_acter . Concentracion de pH final C_aracter
. inicial del Tratamiento . final del
tratamiento Cr (VI) (mg/kg) promedio
suelo suelo
140 8.31
8.96 FR 395 8.70 Alcalino
620 8.69
140 8.49
8.51 Alcalino ER 395 8.31 Alcalino
620 8.02
140 9.07
7.96 EFR 395 7.79 Alcalino
620 8.54

Los términos FR, ER y EFR significan respectivamente: Fitorremediacion, Electrorremediacion y Electrofitorremediacion.

Fuente: Elaboracién propia.

3.4 Determinacion de cromo final en los
tratamientos.

Los resultados de la concentracién final de Cr
(V1) se muestran en la Tabla 6, se puede
apreciar que en los tres tratamientos aplicados
hubo una disminucion en la concentracion
final del contaminante, sin embargo, para el
tratamiento de fitorremediacion (FR) se nota

una reduccién menor a comparacion de los
tratamientos electrocinéticos (ER y EFR)
donde la reduccion del contaminante fue
mucho mayor, de estos dos tratamientos, en
la electrofitorremediacion se aprecia una
reduccion mas evidente del contaminante en
rangos de un 70 a casi un 90% para todas las
concentraciones del contaminante (140, 395
y 620 mg/kg).

Tabla 6: Resultados de las concentraciones finales de Cr (V1) en cada uno de los tratamientos aplicados.

Tratamiento Concentracion

Concentracion promedio final en

Porcentaje de reduccion

inicial (mg/Kg) base seca (mg/Kg) (%)

Control 85.214 85.20 0.01
140 107.74 23.04

FR 395 339.73 13.99
620 561.37 9.46

140 46.25 66.96

ER 395 47.2 88.05
620 108.48 82.5

140 40.65 70.96

EFR 395 64.79 83.60
620 73.66 88.12

Los términos FR, ER y EFR significan respectivamente: Fitorremediacion, Electrorremediacion y Electrofitorremediacion.

Fuente: Elaboracién propia.
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4. Discusion

Los resultados de la determinacion de Cr (V1)
del suelo recolectado en el Parque Industrial
Ecoldgico de Leon, indican la presencia del
contaminante, si bien es menor al valor de
referencia indicado en la normatividad
mexicana, se debe recalcar que el sitio de
donde fue tomada la muestra de suelo, a pesar
de estar dentro del poligono del parque
industrial; no hay ninguna empresa
establecida en el lugar y la empresa curtidora
mas cercana al sitio de muestreo se encuentra
aproximadamente a 300 metros de distancia,
por lo que no deberia de estar presente el
metal o deberia estarlo pero en una
concentracion mucho menor; en sus inicios el
parque fue concebido para ubicar a las
empresas curtidoras del municipio y controlar
los residuos toxicos generados, pero en su
planeacion no se considero6 que el proceso de
curtido sigue siendo principalmente artesanal
y los curtidores desconocen las nuevas
tecnologias y los procesos aplicados al sector
donde generen menos contaminantes.

La presencia del metal en las muestras de
suelo podria explicarse por el proceso
productivo del curtido de la piel, ya que uno
de los pasos de este proceso consiste en secar
la piel después de lavarla con sales de cromo
para reducir la humedad y evitar la
descomposicion bacteriana de la piel. Las
pieles son secadas al sol, para ello los
trabajadores tienden las pieles directamente
en el suelo en un terreno aledafio a la empresa
y por fendmenos de migracion el metal ha
terminado en el sitio de muestreo, se sabe que
la movilidad del metal depende de las
caracteristicas de sorcion del suelo asi como
de su pH; en general, la movilidad de los
metales pesados en el suelo es baja a pH
alcalinos, situandose en los primeros
centimetros del suelo, otra posible
explicaciéon a la presencia del metal puede
deberse a las descargas clandestinas de agua
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residual industrial con presencia del
contaminante en el Arroyo el Granizo, ya que
este cuerpo de agua es limitrofe al sitio de
muestreo y al parque industrial, por lo que
estas aguas se estarian infiltrando al mismo,
se sabe que este arroyo tiene la presencia del
contaminante afectando a productores
agricolas de la region que hacen uso del agua
de este afluente.

Las concentraciones tan pequefias del metal
pudieran indicar que la presencia de plantas
y/o  microorganismos nativos 'y las
condiciones propias del lugar inciden en que
los niveles de la concentracion de Cr (V1) se
mantengan en concentraciones minimas al
estar llevando a cabo un proceso de
recuperacion pasiva. En base a los resultados
obtenidos en este estudio se puede deducir
que los procesos electrocinéticos de remocion
de contaminantes son mas adecuados para la
remocion de Cr (VI) tanto para
concentraciones bajas, medias y altas del
metal, mientras que los procesos bioldgicos,
gue aunque también mostraron una reduccion
del contaminante, fue menor en comparacion
con los tratamientos electrocinéticos
aplicados en este estudio; por lo que también
resultan adecuados si es que se tiene
contemplado realizar un plan de tratamiento a
largo plazo.

La mayoria de los metales estan disponibles a
un pH acido porque no son tan fuertemente
adsorbidos por la matriz del suelo, sin
embargo, metales como el Cr, As, Mb y Se
son mas susceptibles a la biodisponibilidad a
un pH alcalino, incrementandose la adsorcion
del metal. Todos los tratamientos aplicados
en este estudio mantuvieron el caracter
alcalino del suelo, aunque hubo una ligera
modificacion en el valor de pH al finalizar
cada tratamiento, esto puede deberse a la
reaccion de oxidacion del agua presente en el
suelo, generando protones H* en el anodo que
se mueven hacia el catodo provocando un
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frente acido, pero sin alterar
significativamente el caracter alcalino del
suelo tratado manteniendo la

biodisponibilidad del metal.

Se infiere que al aplicar una corriente
eléctrica de baja intensidad en combinacion
con S. elaeagnifolium Cav., se estimula la
remocion del metal por fendmenos de
migracion electrocinética hacia los electrodos
y su posterior electrodeposicion en estos, las
concentraciones remanentes del metal, que
aun quedaron presentes en el suelo tratado;
fueron removidos posteriormente por la
planta posiblemente por procesos de
bioacumulacion; ya que al aplicar una
corriente eléctrica se favorece la apertura de
poros en la pared celular de las células
vegetales, permitiendo con ello el ingreso de
los iones de Cr (V1) al interior de las células
favoreciendo su acumulacion e incidiendo

directamente  en la  remocion  del
contaminante.
En otros estudios donde la técnica de

electrofitorremediacion fue aplicada para
eliminar el cromo hexavalente pero con el uso
de otras especies vegetales, entre ellas
Brassica rapa, Phalaris canariensis, Zea
mays, Lolium perenne L., avena y girasol
(Chirakkara et al.,, 2015; Romero, 2018;
Cameselle et al., 2019, Cameselle et al., 2021,
Sailesh et al., 2023), se logré una reduccion
de la concentracion del metal pero en menor
proporcion que con el wuso de S.
elaeagnifolium Cav., algo a resaltar de dichas
investigaciones, es que las plantas utilizadas
fueron plantadas y crecidas en sustratos
nutritivos y posteriormente trasplantadas a
suelos con la presencia de cromo hexavalente,
por lo que no estaban adaptadas al
contaminante, a diferencia de este estudio
donde las plantas fueron recolectadas de un
parque industrial donde el giro de las
empresas es la curtiembre de la piel, por lo
que ya presentaban un alto grado de
adaptabilidad al contaminante. Otro aspecto
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para considerar fue el voltaje utilizado, en
esos estudios el voltaje aplicado fue menor en
comparacion con esta investigacion, lo que
pudo influir en una baja migracion de los
iones y en una menor bioacumulacion. Por lo
tanto, se deduce que el uso de plantas
adaptadas a la presencia del contaminante y
combinado con un campo eléctrico de 20V y
con menores tiempos de tratamiento permite
alcanzar remociones del contaminante a
valores inferiores a los indicados por la
normativa ambiental mexicana e incluso por
debajo de los valores establecidos por la
Organizacién Mundial de la Salud y por la
Agencia de Proteccion Ambiental.

Con este estudio se comprobd que S.
elaeagnifolium Cav. posee la capacidad de
tolerar distintos rangos de concentraciones de
Cr (VI) incluso muy por arriba de los limites
de referencia maximos, del mismo modo se
comprueba que la técnica hibrida de
electrofitorremediacion  resultdé ser mas
idonea para la remocién del contaminante que
esta presente en suelos, con lo cual se podran
establecer métodos de tratamientos hibridos
in situ a suelos contaminados con este metal
pesado.

5. Conclusiones

La presencia de metales pesados en diferentes
entornos es un problema no solo a nivel local
sino también a nivel nacional, lo que puede
derivar en dafios a la salud pudblica y
problemas ambientales. EI Cr (VI) tiene la
particularidad de que no permanece en la
atmosfera, sino que se concentra en suelo y
agua, lo que afecta las cadenas productivas
que utilizan estos recursos. Debido a lo
anterior, es necesario el desarrollo de
tecnologias adecuadas, asequibles y probadas
que permitan la remocién del metal en
condiciones  controladas. Este  estudio
demuestra la aplicacion de nuevas técnicas de
remediacion de suelos para eliminar Cr (V1),
las cuales se basan en la remocion del metal
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pesado por parte de S. elaeagnifolium Cav. en
combinacion con técnicas electrocinéticas
que resultan en la electrodeposicion del
contaminante en los electrodos utilizados.
Los resultados experimentales descritos en
este estudio sefialan que la técnica hibrida de
electrofitorremediacién es una alternativa
viable para la remocion de Cr (VI) y que
podria aplicarse con éxito para la remocion de
otros metales pesados presentes en el suelo.
Este estudio también muestra que las técnicas
electrocinéticas pueden aplicarse de forma ex
situ, con lo que podra escalarse el proceso
para aplicarse in situ, con cantidades mas
grandes de suelo contaminado con Cr (VI),
por periodos mas largos o para otro tipo de
metales pesados que pudieran estar presente
en suelos industriales.
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Abstract

This article presents a Heuristic proposal to minimize two situations that occur when machines
do not finish processing batches at the same time: 1) bottleneck when a machine takes more
time to finish a batch and 2) waiting time that a batch must wait before being processed by the
machine. To minimize both situations, batches must have the same processing time. To solve
the above, the Heuristic proposal will select the job with the longest processing time and the
number of pieces. Each piece will be a batch. The batch processing time is determined by the
piece with the longest processing time. To validate the efficiency of the heuristic, information
was collected from a case study of a metal-mechanic company. The Heuristic proposal was
compared with other heuristics that have been used to solve the batch processing such as: First
in-First Out (FIFO), Last in-First out (LIFO), Best Fit (BFF), First Fit (FF), Batch First Fit
(BFF), First Fit Longest Processing Time (FFLPT), Decreasing Batch Size (DECR), Processing
time to job size ratio increasing order (PIAI) and the Simplex method. The results showed an
considerable reduction of bottleneck and waiting time using the Heuristic proposal compared
with the others mentioned heuristic and the Simplex method.

Keywords: Optimization, Flow shop, Heuristic, Simplex, Metaheuristic.
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Resumen

Este articulo presenta una propuesta de Heuristica para minimizar dos situaciones que ocurren
cuando las maquinas no terminan de procesar los lotes al mismo tiempo: 1) cuello de botella
cuando una maquina toma mas tiempo en terminar de procesar el lote y 2) tiempo de espera que
un lote tiene que esperar para ser procesado por la maquina. Para minimizar ambas situaciones,
los lotes deberan tener el mismo tiempo de procesamiento. Para resolver lo anterior, la
propuesta de Heuristica seleccionara el trabajo con el mayor tiempo de procesamiento y nimero
de piezas. Cada pieza sera un lote. El tiempo de procesamiento del lote es determinado por la
pieza con el mayor tiempo de procesamiento. Para validar la eficiencia de la Heuristica, se
recolecto informacion de un caso de estudio de una compafiia metal mecénica. La propuesta de
Heuristica se compar6 con otras heuristicas que se han usado para resolver el procesamiento
por lotes, tales como: Primera Entrada- Primera Salida (FIFO), Primera Salida-Primera Entrada
(LIFO), Primer Ajuste (FF), Mejor Ajuste (BF), Primer Lote Ajustado (BFF), Primer Ajuste
Tiempo de procesamiento mas largo (FFLPT), Tamafio del Lote Decreciente (DECR), Orden
creciente de la relacion entre tiempo de procesamiento y tamafio del trabajo (PIAI) y Simplex.
Los resultados mostraron reduccion considerable del cuello de botella y tiempo de espera al
usar la propuesta de Heuristica comparado con las otras heuristicas mencionadas y método
Simplex.

Palabras claves: Optimizacion, Flujo continuo, Heuristica, Simplex, Metaheuristicas.

1. Introduction others sequence the jobs randomly, then the
In a batch scheduling problem (BPM), first job is placed in the batch that has
several jobs are grouped simultaneously on enough space to accommodate it, and
a machine where the processing time of the finally, another heuristic rule combines the
batch (makespan) is equal to the longest manner to sort the jobs according to the
processing time of the job in the batch. processing time to fit the jobs to each batch
According to Ling and Wang (2018) and then. lkura and Gimple [9] introduced the
Chang and Wang (2004) [1-2], BPM is used BPM in the literature in 1986, they
in manufacturing industries, for example, proposed the FirstOnly-Empty (FOE)
heat treatment, environment stress, food, algorithm to create batches ordering the
pharmaceutical, etc. BPM has been applied jobs in non-decreasing way according to the
as a policy because it has a significant release (7;) time for identical job sizes (s;)
economic impact on reducing costs, e.g., and a constant batch processing time. The
material handling, machine start-up, and authors mentioned that machine capacity,C,
line balancing (Molla et al., 2014) [3]. is the number of jobs that can proceed at the
same time. The BPM becomes more
Since BPM was introduced as an NP-hard complicated when the jobs have different
problem by (Coffman et al., 1984) [4], processing times and, to solve it, the authors
several methods have been proposed from address two important decisions: 1) How to
an academic point of view (Chandru and group jobs into batches? and 2) How to
Uzsoy (1993), Bellanger et al., (2012), sequence the batches? (Damodaran et al.,
Fuchigami and S. Rangel (2018) and (2012), and Fowler and. Mdénch (2022))
Mathirajan et al., 2014) [5-8]. Some [10-11].

methods like heuristics sort the jobs
according to the processing time of the jobs
and then generate the batches initialized,;
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At this point, it is necessary to establish that
grouping jobs is an equivalent bin-packing
problem, so the authors used the rule of first
fit (FF) to solve the BPM, and the manner
to generate batches depends on the
environment of the production process. For
a single machine, Uzsoy (1994) [12] cited
distinct heuristics that use FF: Best Fit (BF),
FF Longest Processing Time (FFLPT), FF
decreasing job sizes (FFDECR), FF
increasing the ratio of the processing time
to the size of the job (FFPIA) and FF
Shortest Processing Time (FFSPT); the
objective function is to minimize the total
competition time; the results indicated that
the heuristics using LPT present good
results. Ghazvini and Dupont (1998) [13]
researchers proposed three heuristics based
on the BF algorithm: Modified best Fit
(MBF), BF Greddy Ratio (BFGR), and
Dyna Algorithm on a single machine with
different jobs size to minimize the mean
flow time; the results show that Dyna
presents results near to the optimal solution.
Li et al., (2005) [14] researchers suggested
the Full-batch-longest-processing time rule
(FBLPT) to solve a problem where the jobs
can be split into different batches in a single
batch processing machine with distinct jobs
sizes; academics create the Schedule Split
Algorithm where they create a short batch
where they group the jobs with the same
processing time; the paper does not present
results. Chen et al., (2011) [15] researchers
present a Constrained Agglomerative
Clustering of Batches (CACB) to minimize
the makespan on a single machine and non-
identical job size, where the first part, the
jobs with identical processing time are
clustered and the jobs with distinct
processing time are grouped; the heuristic
was compared with Genetic Algorithm
(GA) and BFLPT; the outcome shows that
CACB performs better than GA and
BFLPT. Li and Li (2019) [16] present a
performer heuristic based on BF and LPT
where the jobs are identical in size and
processing time, the machine has limited
capacity, and the objective function is to
minimize the makespan: Enumeration-
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based BFLPT decrease (EBFLPTD), the
heuristic was compared with another
heuristics: BFLPT, FFLPT and BFLPTD
and the authors generated 100 random
instances; the results indicated that
EBFLPTD outperforms the other heuristics.
Miaomiao et al., (2020) [17] postulated 3
algorithms: Al, A2, and A3; to solve a
batch processing machine with two limited
capacity parallel machines, the jobs have
the same processing time, a rejection
penalty is applied, and the objective
function is to minimize the makespan; the
researchers conclude that their proposes are
better than some existing bio-inspired
algorithms.

In the case of the flow shop, Johson (1954)
[18] propose a rule to obtain the optimal
sequence in a flow shop by dividing the jobs
in two sets; many researchers have
proposed heuristics to solve the flow shop
of batch processing machine (Manjeshwar
et al., 2009) [19]. Tang and Liu (2009) [20]
present a heuristic, H, to generate batches to
minimize the execution time with jobs that
are identical; the manner to schedule them
to the machine and transporter; the authors
create their instances, and commented on
the results show the heuristic performer to
find an optimal solution. Mirsanei et al.,
(2009) [21] established two heuristics:
Acceptance/Rejection algorithm (ARA)
and FLA algorithm which uses the BFF
algorithm and LSPT rule with Simulated
Annealing (SA) to minimize the makespan
with  non-identical jobs sizes.; they
generated their instances; the results
indicate that FLA algorithm with SA
(FLSA) performs better than ARA with SA
(ARSA). Lin and Liao (2012) [22]
established three heuristics: Full Batch
Earliest Due Date (FBEDD), Full Batch
Family Shortest (FBFS), and Rolling FBFS
(RFBFS) to solve a flow shop problem
where the jobs have the same family and the
batch processing time is common and the
batch setup time is constant; the objective is
to minimize the weighted sum of makespan,
total completion time and total tardiness; to
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prove the validity of the heuristic, a mixed
integer programming (MIP) model was
developed and random instances were
created and the study case information was
used; the results show that RFBFS is better
than the other methods. Baskar et al.,
(2018) [23] compared different heuristics
based on the Nawaz, Enscore, Ham (NEH)
algorithm to minimize makespan in a
permutation  flow show: NEHOA,
NEHOAPSD, NEHO, NEHABXA;
NEHABXB, NEHABXC, NEHABYA,
NEHABYB, and NEHABYC; they used
their instances. Han and Lee (2021) [24]
researchers modified the NEH algorithm
(MNEH) and contrasted it with GA and
Iterated Greedy Algorithm (IGE), SA, and
simplex method to minimize the makespan
in a two-stage assembly flow shop with
limited waiting time as a principal
constraint; to test the proposal, random
instances were generated, the results show
that GA and IGE obtained good solutions
for small and large problems than the other
methods. Lo and Lin (2021) [25]
researchers created two heuristics: JR-time
permutation Heuristic and JR-resource
Non-permutation Heuristic and compared
them with Ant Colony Optimization to
minimize the makespan in a flow shop with
two different machines and non-identical
jobs, they compared with random instances
the heuristic and metaheuristics, the results
indicate that JR- resource non-permutation
obtained better makespan than the other
methods. Khalifa et al., (2021) [26] authors
investigated multiple machines in a Flow
Shop with the processing time, job weights,
and break machines that are fuzzy. The
researchers proposed a method that led to an
optimal non-crossing sequence to minimize
the total elapsed time under a fuzzy
environment. The result indicates that the
solution approach that no existing risk to
applying the solution in a real-world
problem because it is easy and simple to
understand.

This brief review of the state of the art
shows the different solutions methods and

47

Mayo - Junio 2023

the way to order jobs to generate batches in
a single machine and a continuous flow.
Most of the methods are based on the First
Fit heuristic to generate batches and send
them to the processing line. They proposed
some dispatching rules, for example, First
in First Out, STP, LPT, and LIFO. Further,
the authors assume that the sum of all the
dimensions of the jobs in each batch cannot
exceed the machine capacity, and always
propose to minimize the same objective
functions that mention by (Fuchigami and
Rangel, 2018; Fowler and Monch, 2022,
and Pinedo (2016)) [7,11, 27]. This way of
creating batches does not guarantee the
machines finish processing them at the
same time, which results in two situations
that occur on the machines in the processing
line 1) bottleneck: the machine needs more
time to process a batch because it has a large
processing time than the other one and 2)
waiting time: the time that the batch is
waiting before the machine process it. In
both situations, a penalty is applied for each
minute of bottleneck and waiting time
generated.

Deriving from the above, it is important to
consider other objective functions and
restrictions that in the study case presented,
for example, take it into account that some
machines have enough space and consider
the number of batches that a production line
can process in a work shift.

Table 1 indicates the distinct heuristics and
assumptions  that  different  authors
mentioned in their investigations to
generate batches. The first column gives the
name of the heuristic and the authors. The
machine environment column indicates if
the heuristic was used in a single machine
(S) or a flow shop (F). The machine
capacity column reveals if the heuristic
considers (Y) or not (N) the capacity of the
machine to generate the batches. The job
size column considers if the sizes of all jobs
are ldentical or Non-Identical. Column
Objective function specifies if the heuristic
optimized one or more objective functions
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mentioned by (Pinedo, (2016)). Column
Batches same pt indicates if the heuristic
created batches with the same processing
time. Finally, the column Sort jobs shows
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the how the heuristic orders the jobs
decreasingly (DEC)/Non-Dec or randomly

(R).

Table 1. Assumptions that the methods used to create batches.

Machine Machine

Heuristic environment capacity

Job size

Objective | Batches
function | same pt

Sort jobs

S F Y | N

Identical

Non- Y N Y | N
Identical

DEC/ |R
NON-
DEC

FF 4 v

(Coffman
etal. [4])

v v v

BFF (Uzsoy 1998 | v v
[12])

FFLPT v 4
FFDECR
FFPIAI
FFSPT
1998 [12])

(Uzsoy

MBF, BFGR, Dyna | ¥ v
(Ghazvini et al.

[13])

FBLPT v v
(Lietal., [14])

CACB v v
(Chen et al. [15])

EBFLPTD v v
(Li et al. [16])

Al, A2, A3 v v
(Miaomiao et al.

[17])
H

(Tang and Peng
[20])

ARASA, FLASA 4 4
(Mirsanei et al.

[21])

FBEDD,
RFBFS
(Lin et al. [22])

FBF, v v

Distinct  heuristic v 4
based on NEH
(Baskar et al. [23])

S=Single machine, F=Flow shop, Y=Yes, N=No, pt.=processing time, DEC=Decrease, NON-DEC= Non-decrease,

R=Random.
*Source: Authors

Derive from above, this work presents a
Heuristic proposal to generate batches that
minimize the bottleneck and the waiting
time for the continuous processing flow.
This heuristic is based on the way jobs are
painted in a metal-mechanical company in
Saltillo, Coahuila. The company has a
painting line with three cabins in continuous
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flow. Each job has the same processing time
for all cabins. The cabins have enough
space in square meters to process the jobs
inside. The jobs are placed in an open area
named work in process (WIP) to be sent to
the first cabin using the First in First Out
(FIFO) rule. The first cabin is the washing
cabin where each job is sandblasted to
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remove abrasive particles and send to the
second cabin. The second cabin is where the
jobs are painted in a single color, according
to the production schedule, when the jobs
are painted, they are sent to the drying
cabin. The final cabin is where the jobs are
drying. The problem begins when the
programmer using the FIFO rule, he does
not contemplate the following: 1) the FIFO
rule sequences the jobs to the production
line beginning with the first job that is at the
top of the production schedule list without
examinating that each job has a different
processing time and number of units
(elements); 2) each job can be split in a
number of elements; 3) the jobs in the
production schedule are painted with the
same color; and 4) the cabins have enough
space to combine different elements of
other jobs. The above results in two
important situations: 1) the bottleneck that
is generated when a workstation takes more
time to process a batch and 2) the waiting
time that batches stay out at the workstation.
Both situations generate an economic loss
of about 5,000 USD per minute of
bottleneck and 1,000 USD per minute of
waiting time. Using the standard file
notation established by (Graham, 1979)
[28], the case study is denoted as:
Enlpj, sj, batch|f where Fm is the Flow
shop environment of the machine, p; is the
processing time of the job, s; is the size of
the job, batch all jobs grouped into batches
and f is the objective function this case
minimize the bottleneck and the waiting
time.

To solve the two situations, the Heuristic
proposed to generate batches that should
have been finishing at the same time to be
sent synchronously to the next workstation
with the intention to minimize the
bottleneck and waiting time. The Heuristic
proposed to divide the job with the longest
processing time into a number of pieces it
had. Each piece is a batch, and the
processing time of the batch will be the time
it takes the piece to be processed. The rest
of the pieces from the other jobs will be
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randomly selected to get into the batches,
beginning with the first piece, then the
second piece, and so on until the sum of
their processing time does not exceed the
batch processing time. Once all the pieces
are in a batch, they are put together in
“runs”. The “runs” are the number of
batches that will be processed in a work
shift. The contribution of this work is not
considering the machine's capacity to form
batches as a principal constraint as the other
methods use. It is necessary to mention that
the use of work shifts, allows to know about
the number of batches that will be processed
during the workday. Also, the Heuristic
proposed allows to identify which batches
created the bottleneck and idle times to
make solutions to prevent economic losses
that affect the performance of the company.
Finally, an adaptive linear programming
model based on the BPM is given which
considers the way that the Heuristic
proposed generated the batches without
considering the capacity of the machine and
assuming that the machines have the same
processing time, and the work shift is
considered knowing the number of the
batches that can be process in a work shift.

The remainder of the article is organized as
follows: Section 2, a literature review;
Section 3, a description of the mathematical
model used; Section 4, a description of the
methodology; Section 5, a computational
experiment and Section 6, conclusions, and
future work.

2. Materials and Methods
2.1 Batch processing machine
The manner that the methods mentioned in
section 1, to generate batches, consider that
once the process has started, it cannot be
interrupted, and it is not possible to add or
remove jobs to the batch until the process
has been completed (Kashan et al., (2006))
[29]. In addition, it is necessary to follow
the assumptions mentioned by (Zhou et al.,
(2016), and Li et al., (2013)) [30-31]: A set
of n orders or jobs exists (j). Each job has a
processing time (pj) and a dimension (sj).
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Each machine has a processing capacity
(C), and the sum of the dimensions of the
jobs should not exceed the capacity of the
machine. The jobs are grouped into batches
b and form the set of batches to which they
belong B. Thus, b € B, the batch processing
time will be the time of the job whose
processing time is the longer (Pb =
maxjcp{p;}). Finally, the objective is to
minimize the total processing time
(makespan).

Derived from the above, the model that has
been used to solve the BPM as follows (Li
and Wang (2018), and Kashan et., al
(2006)) [1,29].

Min makespan = };_, P;, (EQ. 1)

Subject to:
™ Xpp=1j=12,...,m(Eq.2)
TLsiXp < C (Eq. 3)
P, = maxjeb{Pj} (Eq. 4)
Chimax = 0,P, = 0 (Eq. 5)
X;, € {0,1} (Eq. 6)

Equation (1) represents the objective
function. Equations (2), (3), and (4) state
that all jobs must be part of a batch, the sum
of the dimensions of the jobs in the batch
must not exceed the capacity of the
machine, and the batch processing time will
be the processing time of the longest job in
that batch. Equations (5) and (6) indicate the
non-negative and binary values.

Table 2. Symbols and notations used in the relaxed model.
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It is necessary to comment that the model
presented below does not consider to
produce batches with the same processing
time. This results the presence of
bottlenecks and waiting time in the
processing line causes economic losses for
the companies. In addition, the model does
not consider the working shift time to know
the number of batches that will be processed
during the workday.

2.2 Adaptation model

To solve the problem described in section 1,
an adaptation model was generated based
on the BPM proposed by (Li and Wang
(2018)), [1]. In the adaptation, variables,
and restrictions are presented to generate
batches that have the same processing time
in order to minimize two situations that are
responsible for the losses: 1) the bottleneck
that is generated when a workstation takes
more time to process a batch and 2) the
waiting time that batches stay outside at the
workstation. In addition, this model
considers the following assumptions: once
the process has started, it cannot be
interrupted, pieces can be exchanged
between batches before they enter the
processing line or cabin, the batch
processing time is determined by the piece
that has the longest processing time in the
batch; batches are grouped together to form
production “runs”; the machine has enough
space to process different pieces at the same
time. Table 2 presents the symbols and
notation used to solve the case study.

and number of pieces.

Symbols Notation
J Set of n jobs.
Ji The job selected to form batches.

The job with the longest processing time

ji The jobs do not select to form batches.

=ji + J; All the jobs will be processed in the processing line.
PCS; A piece from j;,.

PCS; A piece from j;.

TPCS; The processing time for PCS;.

TPCS;

The processing time for PCS;.

All PCS; and PCS; are grouped in a batch.
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TPb; The total processing time of the batch is equal to the processing
TPCS;.
P. Processing runs. All batches are group in runs.
|74 Work shift.
TP, Processing time of the predecessor run.
TP, ., Processing time of the successor run.

*Source: Authors.

Derived from above, the model that has been used t®he Heuristic proposed selects the job with

solve the problem is as follows:

Min (TP, — TP,,,) (Eq. 1)
Subject to:

J=Ji VJ; (Eg.2)
Ji=bi (Eg.3)
. TPCS; < Tb; (Eq. 4)

Ybes PCS; = 1, ¥pep PCS; = 1 (Eq. 5)

z=1bi = b
TP < W;

(Eq. 6)
(Eq.7)

Equation (1) represents the objective
function that it is the difference in
processing time between the predecessor
(TB.) and the successor (TP,,;), the
production runs should be minimal.
Constraint (2) is the set of all jobs that are
in the production schedule. Constraint (3)
explain the piece that has the largest
processing time heads the batch. Constraint
(4) indicates that the sum of the processing
times of the pieces that do not lead each
batch must not exceed the processing time
that leads the batch. Constraint (5) ensures
that each piece will be in a batch. Constraint
(6) determines that all batches are grouped
in a processing run. Finally, constraint (7)
guarantees that the processing time of the
run does not exceed the time of the work
shift.

2.3. Heuristic proposed.

the longest processing time and a number of
pieces. The selected job will be divided into
pieces and each piece is a batch. The
processing time of the batch is the
processing time of the selected piece. The
remaining jobs are divided into pieces and
assigned randomly to the first available
batch until the sum of their processing time
exceeds the batch processing time. If no
batches are available and there are still
pieces that have not been assigned, a new
batch is generated using the piece with the
longest processing time. This process is
finished when all the pieces are assigned in
a batch. The batches are the added to create
“productions run”. Each production run
cannot exceed the time of the work shift.

Next, subtract the processing time of the
predecessor production run and the
successor run. If the result is a negative
value, it is a bottleneck, otherwise, a waiting
time is present. To minimize the bottleneck
and waiting time, exchange -elements
between the runs that created the
bottleneck. If the bottleneck decreases and
the waiting time increases, continue with
the exchange until the bottleneck is close to
Zero or zero.

The pseudo-code to generate batches is
shown below:

Pseudo code of the proposed Heuristic.

START

(1) Select the job with the longest processing time J; and number of pieces, PCS;.

(2) Divide J; in number of pieces PCS;.

(3) Generate one batch b with one PCS;.The batch processing time is the processing

time of PCS;.

(4) Divide the jobs, J; , that are not selected in step 1 into elements PCS;.
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(5) Select the first available b and add pieces randomly from the elements PCS;
while the sum of their processing time does not exceed the processing time of
the batch.

(6) If the batch is full generate another batch and continue with step 5.

(7) If there are unassigned pieces PCS; in a batch, generate new batches using the
PCS; with the longest processing time and continue with step 5.

(8) Sort the batches using the SPT rule.

(9) Group the batches in runs until their processing time does not exceed the work
shift (W%).

(10) Substract the processing time of the predecessor run (TB.) and the successor
run (TP,,,). If the result is a negative value, it is a bottleneck. Otherwise, a
waiting time is present.

(11) To minimize the bottleneck and waiting time, exchange elements between the
runs PCS; . If the bottleneck decreases and the waiting time increases continue
the exhange until the bottleneck is zero or close to zero. If the waiting time
decreases but the bottleneck increase stop the process.

END

Figure 1 shows the flow chart of the
heuristic proposed to generate batches.
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Figure 1. Flow chart of Heuristic proposed.
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A comparison between the Heuristic
proposed and different heuristics is
presented below. The heuristics used in this
example were FF, BFF, FLPT, and BFLPT
and the programming linear model to
generate the batches is mentioned in section
2.1. In this case, the machine capacity is 10
and the work shift is 20 minutes. Table 3
indicates the production schedule with the
number of jobs that were used in this

Table 3. Production schedule.
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comparison. Column 1 is the number of jobs
that will be processed in the processing line.
Column 2 expresses the number of pieces
for each job, in this case, the number of
pieces for the job will be the size (s;) that
different authors used to generate batches.
Columns 3 and 4 present the processing
time for each piece and the total processing
time for per job.

Job number Number of pieces Processing time Total processing time
per job per piece
J1 5 2 10
J2 3 3 9
J3 6 10 60
J4 4 5 20
J5 3 4 12

*Source: Authors.

The way in which the different heuristics
are obtained is presented below:

e The First Fit (FF) heuristic consists
of two steps: Step 1) Sequence the
jobs randomly. Step 2) select the job
at the head of the list and place it in
the first batch with enough space to
contain it. If the job does not fitin a
batch, a new batch will be created.
Repeat step 2 until all the jobs have
been put in a batch.

e The Best First Fit is described as
follows: Step 1) Sequence the jobs
randomly. Step 2) select the job at
the top of the list and move it to the
batch with the lowest residual
capacity (or the batch which is the
fullest). In the case that the job does
not fit in any existing batch, a new
batch will be generated.

e The FFLPT heuristic can be
described as follows: Step 1) Order
the jobs in decreasing order by their
processing time, and 2) Select the
hob at the head of the list and send it
in the first batch with sufficient
space to contain it. If the job does
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not match in any batch, a new batch
will be created. Repeat step 2 until
all the job have been placed in a
batch.

e The BFLPT heuristic is described as
follows: Step 1) Organize the jobs in
decreasing order by their processing
time. Step 2) Take the job at the top
of the list and deposit it in a
reacheable batch that has the
smallest residual capacity. If the job
does not match any batch, a new
batch will be created. Repeat step 2.

Table 4 displays the results of the four
heuristics mentioned before. Rows 2 and 10
are step 1 which indicates in which manner
each heuristic sequences the jobs. Rows 3
and 11 present step 2 and the result that the
heuristics grouping the jobs to make the
batches.

The results, obtained by the heuristic, show
that all batches have different processing
times. This happens because the heuristic
takes as a main restriction that the size of
the job in the batch cannot exceed the
machine capacity. Also, as mentioned by
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(Damodaran and Chang (2007)) [32] the
aim of the BPM is to generate a minimum

number of batches.

Table 4. Batches generate by FF, BF, FLPT and BFLPT.
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FF

BF

Step 1: random sequence:
J2,35,J1,J3,J4

Step 1: random sequence:

J2,75,J1, 33, J4

Step 2 Step 2
Batch Jobs in Processing time Batch Jobs in Processing time
the Batch in minutes the Batch in minutes
per batch per batch

Bl J2,35 12 Bl |J2,J5 12

B2 J1 10 B2 | J1,J4 20

B3 J3, J4 60 B3 | J3 60
Total processing 82 Total processing 92

time = Y7_, Py time = ¥p_, Py

FLPT

BFLPT

Step 1: decreasing jobs according of
their processing time: J3, J4, J5, J1, J2

Step 1: decreasing jobs according of
their processing time: J3, J4, J5, J1, J2

Step 2

Step 2

Batch Jobs in Processing Batch Jobs in Processing in
the Batch in minutes the Batch minutes

per batch per batch
Bl J3, J4 60 B1 | J3,J4 60
B2 J5,J1 12 B2 | J5,J1 12
B3 J2 9 B3 | J2 9
Total processing 81 Total processing 81
time = Y5_1 Py time = ¥p—1 Py

*Source: Authors.

In the case of the proposed Heuristic, it
selects job 3 to establish the batches. Job 3
has six pieces with 10 minutes of processing
time for each piece. The batch processing
time is 10 minutes. To identify each piece,
three-character were used: the first
character indicates the number of pieces;
the second character is the letter j which is
an abbreviation of job, and the third
character means the number of the job
where the job comes. For example, 3J5

Table 5. Batches generated by the Heuristic proposed.

expresses: 3 elements from job 5; 1j7 is one
element of job 7, and so on. Table 5 shows
the number of batches created by the
Heuristic proposed. Row 1 indicates the
number of batches generated by the
Heuristic proposed. Row 2 presents the
piece with the longest processing time in the
batch. Rows 3, 4, and 5 are the different
pieces from the other jobs. Finally, row 6 is
the batch processing time.

Number of B1 B2 B3 B4 B5 B6
batches
1J3 1J3 1J3 1J3 1J3 1J3
PT:10 | PT:10 | PT:10 | PT:10 | PT: 10 PT: 10
1J2 1J2 1J1 1J1 2J4 1J4
PT: 3 PT: 3 PT: 2 PT: 2 PT: 10 PT:5
1J1 1J5 1J5 135
PT: 2 PT: 4 PT: 4 PT: 4
1J4 1J2 2J1
PT:5 PT: 3 PT: 4

54




Vol. 11, No. 62

Mayo - Junio 2023

Batch 10 10 10
processing
time

(Py
= maxjep{p;})

10

10 10

*Source: Authors.

As can be seen in the table above, the
processing time of each batch is the same.
This result was obtained because the
Heuristic proposed does not consider the
machine capacity as a restriction to generate
the batches, such is the case of FF, BF,
FLPT, and BFLPT. Instead, the Heuristic
proposed makes batches with the same

processing time finish their processing at
the same time and send them synchronously
to the next machine to avoid a bottleneck
and waiting time. In addition, figure 2
shows the comparison of the total
processing time. It can be seen that the
Heuristic proposed has less total processing
time than the others.

Time in minutes
8

Total processing time

81 81
I I |

92
90 82
80
70
60
a0
30
20
10
o L 'l
FF BFF

FLPT

Heuristic

BFLPT Heuristic

proposal

Figure 2. A comparative between the distinct heuristics and the Heuristic proposed.
Source: Authors.

3. Computational experiment

As mentioned in section 1, this problem is
inspired by a real study case. Some
companies combine distinct jobs because
they have a common process, and the
capacity of the machine (cabin) is not
considered.

To verify the effectiveness of the Heuristic
proposed, information was collected from
the case study: 1) the dimensions in square

55

meters of the WIP, wash and paint cabins;
2) a production schedule that shows the
number of elements in each job,
dimensions, and processing time of each
one. Figure 3 shows the processing flow for
the painting area. The WIP is an open area
with enough space where the jobs are
ordered using the FIFO rule. The jobs are
painted in the same color. The next three
cabins where the jobs are sandblasted,
painted, and dried have enough space to
process batches.
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120 square 115 square
meters meters
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Figure 3. Processing flow. Source: Authors.

Table 6 shows the data collected in the
framework of the study. Column 1 shows
the order number, columns 2 and 3 are the

Table 6. Study case - Production Schedule.

dimensions and processing time of each
piece of the job; the fourth column shows
the number of piece of each job.

Order Dimensions Process Time Quantity | Total Total Time
Number Square In minutes of pieces Dimension
Meters per piece
per piece
j1 10.63 14.02 6 63.80 60.17
j2 9.83 13.23 10 98.33 132.30
j3-a 11.55 88.99 80.82 622.91
J3-b 11.55 88.99 92.37 711.89
j4 3.86 2.53 11 42.56 714.67
j5 7.11 9.25 15 106.67 1130.10

Source: Authors.

The capacity of the paint cabin is indistinct,
and the work shift is 200 minutes. FIFO rule
obtained -1069.35 minutes of bottleneck
and 0 minutes of waiting time. This result
occurred  because the  programmer
introduces one job at a time. It is noteworthy
to mention that with the FIFO rule the
company loses $5,349,675 of dollars.

Table 7 shows the batches generated by the
proposed heuristic before grouping them
into runs. To understand the information, a
vocabulary is presented: The column named
Batch number indicates the number of the
generated batch Bl1l, B2,B3; the
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nomenclature, for example, J3 means one
piece from job number 3, J4 indicates one
piece from job 4 and so on. The column
named PT per job means the processing
time per job; the first number is the
processing time of head of the batches and
the rest of the numbers are the processing
time of remainder pieces of the batch. For
example, B1 is the batch number one, J3 is
one piece from job number 3 and the
processng time for this job is 88.99 minutes
(in this case it is the total processing time of
the batch); J4 means one piece from job
number 4 and the number 64.97 is the
processing time for the piece.
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Table 7. Generated batches with the proposed Heuristic.

Mayo - Junio 2023

Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per
number job number job number job number job
Bl B2 B3 B4
J3 88.99 J3 88.99 J3 88.99 J3 88.99
J4 64.97 J5 75.34 J4 64.97 J4 64.97
J2 13.23
Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per
number job number job number job number job
B5 B6 B7 B8
J3 88.99 J3 88.99 J3 88.99 J3 88.99
J4 64.97 J5 75.34 J5 75.34 J5 75.34
J1 10.03
Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per
number job number job number job number job
B9 B10 B11 B12
J3 88.99 J3 88.99 J3 88.99 J3 88.99
J4 64.97 J5 75.34 J4 64.97 J1 10.03
Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per
number job number job number job number job
B13 B14 B15 J5 75.34
J3 88.99 J3 88.99 J3 88.99
J1 10.03 J5 75.34 J5 75.34
J5 75.34
Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per
number job number job number job number job
B16 B17 B 18 Time B19
J5 75.34 J5 75.34 J5 75.34 J5 75.34
J4 64.97 J2 13.23 J4 64.97 J4 64.97
J2 13.23

Batch PT per | Batch PT per | Batch PT per
number job number job number job
B20 B21 B22
J5 75.34 J5 75.34 J5 75.34
J2,7J2,J2 39.69 J4 64.97 J2 13.23
J1 10.3 J2 13.23

J2 13.23

J1 10.03

J2 13.23

J1 10.03

J1 10.03

B=Batch, Time: processing time in minutes.

Source: Authors.

Using the Heuristic proposed as a solution
method, 12 batches with 88.99 minutes of
processing time and 7 batches with 75.30
minutes were obtained. The results allow us
to know the number of batches that have
different processing times and when they
are grouped in run aids, which of them
generate bottleneck and waiting time.

Figure 4 presents the processing time per
run. Runs 1 through 7 have the same time
because each run contains batches whose
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processing time is one of the pieces with the
longest time. Run 8 has a processing time of
164.33 minutes because it was formed with
two batches at different times, one with
88.99 minutes and the other with 75.34
minutes, respectively. Finally, runs 9 to 11
contain two batches with the same
processing time of 75.34 minutes. The
bottleneck obtained was -27.3 minutes and
0 minutes for waiting time. The results
allow us to know the number of batches that
have different processing times. When
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grouped in runs, it helps them generate the
bottlenecks and waiting time. With the
Heuristic proposed, the company loses

Mayo - Junio 2023

$27,300 dollars per minute generated by the
bottleneck.

=
[+4]
[=]

Batches group in Runs

Processing time in minutes
N SN B &
o8 883838383
E
w
w
|
'_I
wu
(=]
ol
® )
|

Run Number

11

Figure 4. Generated runs.
Source: Authors.

Figure 5 illustrates a comparison of the
processing times between the FIFO rule and
the Heuristic proposed. It can be observed
that when jobs are entered using the FIFO
rule, the processing times are different
because the rule does not group distinct jobs

to form batches. The runs that have the
same processing time is because the
Heuristic proposed selects batches with the
same time; otherwise, the runs that do not
have the same time is because it has two or
more batches with different time.

1200
1000

Processing time in minutes

FIFO vs Heuristic proposal
1130.11

711.% 714.67

Batch/run

B Heuristic Proposal

B FIFO

Figure 5. FIFO vs Heuristic proposed.
Source: Authors.

On the other hand, the Heuristic proposed
was compared with the Simplex method
using a commercial solver. The results
obtained were nineteen batches: fourteen
with 177.97 minutes, one batch with 153.96
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minutes of processing time, three batches
with 194.67 minutes, and another batch
with 69.97 minutes. The results were
obtained because Simplex performs
combinations that comply with the
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constraints of the problem: the batch
processing machine and the duration of the
work shift. Also, the results indicate that
Simplex does not generate good results as
mentioned by (Lo and Lin (2021) [25]. The
Simplex method obtained -40.95 minutes of
bottleneck and 153.95 minutes of waiting
time.

Table 8. Processin

Time per Batch Obtained by Simplex.

Mayo - Junio 2023

In this case, Simplex method generated
losses to the company in us$204,750, of
bottleneck and us$153,950 of waiting time.
Table 8 shows the results of the batches
obtained by Simplex. The first column is the
number of batches created; the second
column is the number of pieces contained in
the batch, and the third column is the
processing time.

Batch Number Number of pieces Processing time
in minutes
1-14 3 177.97
15 1 153.96
16-18 1 194.97
19 1 69.97

Source: Authors.

As mentioned, the Heuristic proposed was
compared with other heuristics that have
been used by other authors to solve the
BPM. Table 9 shows the result obtained by

Table 9. Comparative between different heuristics.

LIFO, SPT, LPT, BFF, FFLPT FFDECR,
and FFPIAI using the data collected from

the study case.

Author Method Bottleneck | Waiting time usD usD
Bottleneck Waiting time
[22] LIFO 0 1069.93 0 $1,069,930
[22] SPT -1069.35 0 $5,346,750 0
[22] LPT 0 1069.35 0 $1,069,930
[13] BATCH -1649.46 1741.23 $8,247,300 $1,741,230
FIRST FIT
(BFF)
[13] FFLPT -60.36 17.502 $301,800 $17,502
[13] FFDECR -42.86 0 $214,300 0
[13] FFPIAI -1274.63 620.13 $6,373,150 $620,13

Source: Authors.

The table shows that the result obtained by
the SPT rule is the same as the result
obtained by FIFO. This occurs because the
SPT organizes the jobs from shortest to
longest according to the processing times,
and in this case, it matched the ordering by
FIFO. The result of LPT was obtained
because this method orders the jobs from
longest to shortest, so the difference
between the previous batch minus the next
batch is always a positive number, which
indicates that the order will be waiting for a
certain time to be processed. For the rest of
the rules, a random sequence is generated to
create batches, and these result in different
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processing times, leading to the presence of
bottleneck and waiting time. If these results
are compared with those obtained by the
Heuristic proposed, the latter reduced
considerably the bottleneck and did not
generate waiting time; both results are
obtained because the Heuristic proposed
from the beginning generates batches with
each of the pieces that have the longest
processing time and groups them in runs
taking the duration of the work shift.

As a part of the validation of the Heuristic
proposed, five random instances were
generated. The value of each parameter was
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as similar as possible to the collected data in
the study case. It is necessary to mention
that only one value was generated by each
variable as mentioned by (Talliard, 1993)
([33]. The value of each parameter was
considered a discrete variable with a
uniform distribution. For this purpose, the
parameters used are: Total processing time
of each job Uniform [1, max T,], machine
dimension  Uniform[1,maxD,], and
number of pieces per job,
Uniform [1,maxC.], where max is the
maximum value of each of the parameters
of the study case data.

Mayo - Junio 2023

Table 10 shows a comparison between the
results of the waiting time and the
bottleneck obtained by the Heuristic
proposed and different dispatch rules
(heuristic). The row is the name of the
instance. The Method column indicates the
name of the heuristic, and the Waiting time
and Bottleneck columns presents the results
in minutes by each heuristic. The number in
the box indicates the total time obtained by
the different solution methods. If the value
is positive, it refers to a waiting time,
otherwise it is a bottleneck.

Table 10. Results obtained Bottleneck and waiting time.

H: Heuristic proposed, BFF: Best First Fit,
Source: Authors.
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Instance 1 Instance 2
Method Waiting Bottleneck Method Waiting Bottleneck
time Time
H 92 0 H 0 -32
FIFO 126 0 FIFO 179 0
LIFO 0 -126 LIFO 0 -179
STP 126 0 STP 0 -37
LTP 0 -126 LTP 179 0
BFF 710 -126 BFF 179 0
FFLPT 126 0 FFLPT 179 0
Instance 3 Instance 4
Method Waiting Bottleneck Method Waiting Bottleneck
time time
H 20 0 H 3 0
FIFO 62 -44 FIFO 450 -270
LIFO 44 -62 LIFO 270 -450
STP 0 -42 STP 0 -335
LTP 160 0 LTP 335 0
BFF 62 -44 BFF 270 -129
FFLPT 42 0 FFLPT 270 0
Instance 5
Method | Waiting Bottleneck
time
H 41 0
FIFO 620 -1690.07
LIFO 1750.24 -620.13
STP 0 -1274.63
LTP 1274.63 0
BFF 787.04 -1202.51
FFLPT 1274.63 0

FFLPT: Longest Processing Time First Fit.
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The results show that the Heuristic
proposed does not generate a bottleneck for
instances 1, 3, 4, and 5; in instance 2 LIFO,
STP, LTP, BFF, and FFLPT have not
obtained a bottleneck. For the waiting time
only in instance 2, the Heuristic proposed
did not present waiting time; for instance, 1
and 2 LIFO rule did not show waiting time;
for instances 2,3,4, and 5, the STP rule did
not generate any waiting time.

The results obtained for instances 1,3,4, and
5 indicate that the Heuristic proposed did
not generate a bottleneck, which means that
there is no penalty of USD 5,000 dollars per
minute; otherwise, in instance 2, the
proposed created a bottleneck, and it was
penalized with USD 160,000 although it
was less than the penalty of USD 895,000
and USD 185,000 by using LIFO and STP
rules.

For the waiting time, the Heuristic proposed
in instances 3, 4, and 5 generated lower
values than most of the dispatching rules
except with STP; these values indicate that
the difference in processing time between
the predecessor and successor runs is
minimal. In the case of instance 1, although
STP rule obtained a shorter waiting time
compared to FIFO, STP, BFFA, and
FFLPT, because it orders the jobs from the
shortest to the longest processing time and
add job by job to each batch until the batch
is full. The results indicate that the time was
not as close to zero, which indicates that the
processing time of the predecessor batch is
longer than that of the successor. In general,
the Heuristic proposed allows for reducing
the penalty of USD 1,000 per minute that a
run must wait to be processed.

Lastly, the Heuristic proposed performed
better than the other heuristics since it can
form batches by dividing the job whose
processing time is the longest of the whole
production calendar, in addition, once the
batches are formed, it makes runs
considering the work shift time leading to
know the total production time needed.
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Conclusions and future work

In this article, a new Heuristic proposed to
generate batches with the same processing
time was proposed to help solve the BPM.
In the same order, a new relaxed
programming model was suggested. This
model considers how to generate batches to
minimize the bottleneck and waiting time.

The Heuristic proposed reduces the
bottleneck in a 100% compared with FIFO
rule. On the other hand, compared to the
Simplex method, the Heuristic proposed
reduces by 33.3% the bottleneck and 100%
the waiting time. In the same direction, five
non-deterministic random instances were
generated based on the information
collected from the case study. The results
indicate that the Heuristic proposed
compared to the LPT, SPT, LIFO, FIFO,
BFF and FFLPT heuristics, minimizes the
bottleneck and waiting time in an 82.7%
and 72.4% respectively.

In conclusion, the Heuristic proposed
generates batches with equal processing
times if the selected job has enough pieces
to head all batches without need to create
new ones with other pieces. Also, it can be
used in production process where the jobs
can be separated in pieces. Finally, the
heuristic allows to know the number of
batches that can process in a work shift.

As a future work, it is proposed to include
new restrictions to adjusts the model in a
neutrosophic environment, as mentioned by
(Kumar and Khalifa (2021)) [34], to
establish a range of acceptance of economic
losses causes by a machine failure, absence
of operators, lack of material and
transportation between different production
area. Moreover, include some decision
variables correlations, as mentioned in the
investment portfolio by (Kumar and
Khalifa (2020)) [35] , to give the advantages
for the investors the decision to conclude a
good return rate, risk loss rate and bank
interest rate. Also, add human restriction,
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for example, occupational
environmental care.

safety and

Finally, the use of other approximation
algorithms such as metaheuristic will be
studied.
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Innovacién tecnoldgica: Involucra la valorizacion del fruto de Parmentiera aculeata como una
alternativa en el crecimiento de probidticos a piensos de la formulacion de alimentos que
beneficien la nutricion animal.

Area de aplicacion industrial: La innovacion tecnoldgica presentada en este articulo podria ser
aplicada en la industria agroalimentaria enfocada en nutricion animal.
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Aceptado: 27 january 2023

Abstract

In Mexico, there are fruits with low biotechnological exploitation, such as the fruit of Parmentiera
aculeata, whose uses are timber, medicinal and edible for humans and animals. In this sense, it is
important to use ingredients that nourish, promote digestive health and improve growth of livestock
production systems. Precisely, probiotics are microorganisms that confer health to the host and
there is interest in the search for new sources of substrates for them. Therefore, the objective of the
present work was to use the fruit of P. aculeata as a substrate for the growth of probiotic bacteria
in solid-state fermentation (SSF). A chemical-proximal analysis of the fruit was carried out
according to AOAC methodology. Two probiotic strains (Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei ATCC25302 and Lactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC 14917) were used
for the development of SSFs using an experimental design with L9 (3*3) orthogonal arrangement
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proposed by Taguchi. Three parameters were evaluated: pH, humidity and inoculum concentration
at three levels: 4.0, 5.0 and 6.0; 50, 60 and 70%; and 5, 10 and 15%, respectively. Incubation was
carried out at 37°C for 120 hours. Growth was reported as cells/g dry bagasse (cel/gbs). From the
chemical-proximal composition of the fruit, moisture and ash values are similar to those reported;
fat and protein values are higher and carbohydrate values are lower than reported. The differences
can be attributed to the geographical area and time of fruit harvesting. The optimum growth
conditions for both strains was treatment 3: levels 1, 3 and 3 (pH 4.0, 70% moisture and 15%
inoculum). The maximum growth value was 1.42 x 10° cells/gbs for the L. plantarum subsp.
plantarum ATCC14917 strain, which exceeded 2.34 times the growth of the L. paracasei subsp.
paracasei ATCC25302 strain. After validation, we observed a value of 3.8 times higher than the
value predicted by the Taguchi model. These results provide interesting information for the area of
animal nutrition, particularly for the design of feedstuffs that improve growth in livestock
production systems.

Keywords: Chote, Solid state fermentation, Probiotics, Taguchi.

Resumen

En México existen frutos de baja explotacion biotecnoldgica, tal como el fruto de Parmentiera
aculeata, cuyos usos son el maderable, medicinal y comestible (humanos y animales). En este
sentido, es importante el uso de ingredientes que nutran, promuevan la salud digestiva y se mejore
el crecimiento en los sistemas de produccién pecuaria. Precisamente, los probidticos son
microorganismos que confieren salud al huésped y existe interés por la busqueda de nuevas fuentes
de sustratos para estos. Por lo cual, el objetivo del trabajo fue utilizar el fruto de P. aculeata como
sustrato para el crecimiento de bacterias probidticas en fermentacion en estado sélido (FES). Los
frutos se sometieron a un analisis quimico-proximal. Posteriormente se evalud el crecimiento
(células/g bagazo seco, cel/gbs) de dos cepas probidticas en el desarrollo de las FES: Lactobacillus
paracasei subesp. paracasei ATCC25302 y Lactobacillus plantarum subesp. plantarum ATCC
14917. Se aplico un disefio experimental con arreglo ortogonal L9 (33) propuesto por Taguchi. Se
evaluaron tres variables con tres niveles: pH (4.0, 5.0 y 6.0), humedad (50, 60 y 70 %) y
concentracion de inoculo (5, 10 y 15 %) y las FES se desarrollaron a 37 °C por 120 horas. De la
composicion quimico-proximal del fruto, se encontraron diferencias en el contenido de grasas y
proteinas con los reportes previos. Las condiciones 6ptimas de crecimiento en las FES para ambas
cepas fueron pH 4.0, 70% de humedad y 15% de indculo y se observo un maximo crecimiento de
1.42 x 10° cel/gbs para la cepa de L. plantarum subesp. plantarum ATCC14917 que superé 2.34
veces el crecimiento de la cepa de L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302. Tras la validacion,
se super6 3.8 veces el valor predicho por el modelo de Taguchi. Estos resultados aportan
informacidén interesante para el area de nutricion animal, particularmente para el disefio de
alimentos que mejoren el crecimiento en los sistemas de produccion pecuaria.

Palabras clave: Chote, Fermentacion en estado solido, Probiéticos, Taguchi.

67



Vol. 11, No. 62

1. Introduccién

Los pastos y forrajes son la fuente principal
de alimentacion en los sistemas de
produccion pecuaria ya que son econémicos
y aportan el 40-90% de los nutrientes. Sin
embargo, estos son influenciados por las
épocas de lluvias observandose una baja o
alta cantidad de biomasa (1). Una alternativa
para esta situacion es el ensilaje, el cual no
esta limitado por las condiciones climaticas.
El ensilaje consiste en someter a una
fermentacion acido-lactica el forraje en
condiciones anaerobias (1,2). La produccién
pecuaria para fines comerciales requiere una
nutricion animal eficiente con el apoyo de
aditivos que logren incrementar la efectividad
del alimento, disponibilidad de nutrientes y su
absorcion en el tubo digestivo, ademas de
modular la microbiota intestinal y promover
su crecimiento (3). Dentro de los aditivos que
se utilizan se encuentran los antibidticos,
enzimas, &cidos organicos, vitaminas Yy
minerales, prebidticos y probidticos, entre
otros (1,3-5). Los prebidticos se refieren a
compuestos bioactivos que, generan sinergia
junto con los probidticos y ofrecen salud al
huésped (6). Dentro de los prebidticos se
pueden encontrar la inulina,
mananooligosacaridos, fructooligosacaridos,
principalmente (7,8). Mientras tanto, los
probidticos se definen como
“microorganismos vivos que confieren salud
al huésped, cuando son administrados en
dosis adecuadas” (9,10). Actualmente, las
evidencias cientificas han demostrado que los
probidticos son una alternativa de aditivos
alimentarios que, aplicados en la
alimentacion de cerdos, son capaces de
modular la respuesta inmune y mejorar los
parametros  zootécnicos de conversion
alimenticia y ganancia de peso en los sistemas
agropecuarios (11). Ademas, existe un efecto
positivo en los cerdos destetados cuando son
intervenidos con Lactobacillus plantarum
evidenciando una ganancia de peso (12).
Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus
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acidophilus  también  ha  demostrado
influencia en la ganancia de peso y peso al
destete en cerdos (13). En relacion al ensilaje,
Lactobacillus casei var. rhamnosus se aplicd
en concentracion de 15% y el arroz cocido en
la misma concentracion para la elaboracion
de ensilados de residuos de pescado (14). En
la teméatica de encapsulados, se ha
evidenciado el efecto de la gelatina y el
almidon como matrices transportadoras de
Lactobacillus reuteri DSPV002C que se
suministraron a cerdos, demostrando que los
metabolitos de la cepa favorecen al desarrollo
de las vellosidades intestinales y por ende
mejorar la absorcién de nutrientes (15).

En México existen frutos de baja explotacion
biotecnologica, tal como el fruto de
Parmentiera aculeata (Kunth) Seem, el cual
es conocido en la Huasteca Potosina como
“chote”. Los wusos son el maderable,
medicinal y comestible para humanos y como
forraje para animales (16,17). En este sentido,
es importante el uso de ingredientes que
ademas de nutrir, promuevan la salud
digestiva y se aprovechen los nutrientes para
mejorar el crecimiento en los sistemas de
produccién pecuaria, incluyendo su bajo
costo (4). Actualmente existe un interés en la
busqueda de nuevas fuentes de sustratos de
bajo costo que funjan como sustratos para el
crecimiento de probidtico. Por tal motivo, el
objetivo del presente estudio fue utilizar el
fruto de P. aculeata como sustrato para el
crecimiento de bacterias probidticas en
fermentacion en estado sélido (FES),
estableciendo  condiciones Optimas de
crecimiento.

2. Materiales y Métodos
Microorganismos, medios de cultivo y
reactivos quimicos

Las cepas probiodticas (Lactobacillus
paracasei subesp. paracasei ATCC 25302 y
L. plantarum subesp. plantarum ATCC
14917) que se utilizaron para el desarrollo de
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las FES fueron proporcionadas por el
Departamento de Investigacion en Alimentos
de la Universidad Autonoma de Coahuila. El
medio de cultivo Man Ragosa Sharpe (MRS)
se adquirio en Merck (Darmstadt, Germany).
Todos los reactivos quimicos se adquirieron
en Productos Quimicos de Monterrey
(Monterrey, Mex) y Jalmek Cientifica (San
Nicolas de los Garza, México).

Recoleccién de frutos

La recoleccion de los frutos de P. aculeata
(H. B. & K.) Seemann se realiz6 durante el
otofio de 2018 en Rascon, S. L. P. (Latitud
2197466818 Longitud 99.26012278,299
msnm). Se tomd como criterio para su
seleccion la escala de color reportada por
Angon-Galvan (16) seleccionando aquellos
frutos parcialmente-maduros (nivel 3) y
maduros (nivel 4) con un intervalo de solidos
solubles entre 8.0-13.0 °Brix. Los frutos se
lavaron y desinfectaron con una solucién de
hipoclorito de sodio 4% durante 10 minutos.

Analisis quimico-proximal del fruto

La caracterizacion del fruto se realizo de
acuerdo con las metodologias de la AOAC
International  (Association of  Official
Agricultural ~ Chemists)  (18,19). La
determinacion de humedad se realizé por el
método 925.09 a 110 °C por 3 h. La
determinacion de cenizas el método 923.03 a
600 °C por 3 h. La determinacion de proteina
cruda se cuantificé por el método Kjeldahl
(método 954.01). La determinacion de grasas
se realiz6 utilizando el sistema Soxhlet por el
método 920.39 vy, el porcentaje de
carbohidratos se obtuvo mediante diferencias
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de porcentajes. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

Evaluacion del crecimiento de dos cepas de
Lactobacillus en FES

a) Preparacion del material vegetal e

inoculo

Previo al desarrollo de las FES, el material
vegetal se corto en rodajas y se sometieron a
un proceso de secado durante 24 h en un
deshidratador NESCO Gardenmaster FD-
1010 PC (Wisconsin, USA). En seguida los
frutos secos se pulverizaron en una licuadora
Oster 6854-13 (Boca Raton, Florida).
Posteriormente el material pulverizado se
esterilizo a 121°C, 15 Ib de presion durante
20 minutos. Mientras tanto, 100 pL de cada
una de las cepas de Lactobacillus crio-
conservadas en glicerol-leche descremada se
activé en 10 mL de caldo MRS. Las cepas se
incubaron a 37 °C por 24 h. Posteriormente,
se prepararon los in6culos para las FES que
consistieron en resembrar las cepas en caldo
MRS a 37 °C un periodo estricto de 16 h con
una concentracion de 8.55 x108-1.04 x 10°
cel/mL.

b) Disefio experimental

Se realiz6 un disefio experimental con arreglo
ortogonal L9 (3%) propuesto por Taguchi (20)
con la finalidad de encontrar las condiciones
Optimas donde se expresa el mayor
crecimiento (mayor concentracion celular)
durante las FES. Para lo cual se evaluaron tres
factores con tres niveles: pH (4.0, 5.0 y 6.0),
porcentaje de humedad (50, 60 y 70 %) y
concentracion de inoculo (5, 10 y 15 %)
(Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental usando un arreglo ortogonal L9 (33).

Tratamiento pH % Humedad %o indculo

Ajuste de las variables en los reactores

1 1 1 1
2 1 2 2
3 1 3 3
4 2 1 2
5 2 2 3
6 2 3 1

5.0 gbs + 4.5 mL H,O* + 0.5 mL de indculo
4.0 gbs + 5.0 mL H,O* + 1.0 mL de in6culo
3.0 gbs + 5.5 mL H,O* + 1.5 mL de inéculo
5.0 gbs + 4.0 mL H,O* + 1.0 mL de in6culo
4.0 gbs + 4.5 mL H,O* + 1.5 mL de indculo
3.0 gbs + 6.5 mL H,O* + 0.5 mL de in6culo




Vol. 11, No. 62 Mayo - Junio 2023
7 3 1 3 5.0 gbs + 3.5 mL H,O* + 1.5 mL de in6culo
8 3 2 1 4.0 gbs + 5.5 mL H20* + 0.5 mL de indculo
9 3 3 2 3.0 gbs + 6.0 mL H,O* + 1.0 mL de inéculo

Nota: Niveles 1, 2 y 3 corresponden a pH 4.0, 5.0 y 6.0; humedad del 50, 60 y 70 %, y concentracion de inéculo inicial de 5, 10 y 15 % (v/v),
respectivamente. * Para ajustar el valor de pH deseado, el agua destilada estéril se acidifico con HCI 0.1 M.

Fermentacion en estado sélido

Se utilizaron tubos coénicos de 15 mL como
reactores conteniendo 10 g de material
hdimedo, los cuales fueron acondicionados
con el pH, porcentaje de humedad vy
concentracion de indculo como se establecid
en el disefio experimental (Tabla 1). La
incubacidn se realiz6 a 37 °C por 120 horas y
cada tratamiento se realizd por triplicado.
Una vez finalizado el tiempo de
fermentacion, se realizaron diluciones 1:10,
para lo cual se tomo 1 g de bagazo fermentado
y se homogeniz6 en 9 mL de agua estéril. Se
realizaron las diluciones seriadas necesarias
para realizar el conteo celular en camara de
Neubauer. El crecimiento de las cepas
evaluadas se expreso en células por gramo de
bagazo seco (Cel/gbs), considerando las
concentraciones iniciales de cada tratamiento
y los gramos de bagazo utilizados en los tubos
conicos.

Anélisis estadistico y validacion del
experimento

El analisis de varianza (ANOVA) se realiz
en el software Statistica 7 (Statsoft, Tulsa,
OK, USA). La validacion del experimento se
realizd para aquella cepa que presento el
mayor crecimiento y con las mejores
condiciones de pH, humedad y concentracion
del indculo, tras el analisis estadistico y
predichas por el modelo de Taguchi.

3. Resultados y Discusion

Los resultados del analisis quimico-proximal
del fruto (Tabla 2) muestran un contenido de
humedad similar a lo que se ha reportado por
otros autores (16). Mientras que, el valor de
cenizas es de 0.92%, es ligeramente superior
al reportado por Angén-Galvan (16) con un
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intervalo de 0.49-0.62%, pero inferior a lo
reportado por Villar-Herrera (21). En cuanto
al contenido de proteinas, los resultados
obtenidos son 1.23-13 veces superiores a los
reportados  previamente, los  cuales
corresponden a valores de 3.46% y 0.33-
0.40%, respectivamente (16,21). Por otra
parte, el contenido de grasa del fruto
analizado es superior a lo que reportan otros
autores: 1.3 veces superior (16) y hasta 167-
125 veces superior (21). Mientras tanto, el
contenido de carbohidratos obtenido es 1.95-
2.38 veces inferior a lo reportado
anteriormente:  8.7-10.6 % (16). Las
diferencias en el andlisis quimico-proximal
pueden deberse a los factores abidticos de las
zonas geograficas(Oaxaca y Chiapas) y
temporada del afio de recoleccion (primavera-

verano), puesto que las condiciones
climaticas influyen en la composicion
nutricional de las frutas, tales como

intensidad de la luz, temperatura, lluvias, tipo
de suelo donde se desarrolla la planta, por
mencionar algunos (22).

Tabla 2. Resultados del analisis quimico-proximal
del fruto de P. aculeata.

Parametro Porcentaje (%)
Humedad 85.33+0.82
Cenizas 0.92+£0.19
Proteinas 4,29 £ 0.00
Grasas 5.02+£1.08
Carbohidratos 4.44 +0.00
Total 100.00

Tras el desarrollo de las FES, se observé que
las condiciones Optimas de crecimiento para
ambas cepas fue el tratamiento 3: niveles 1, 3
y 3 que corresponden a pH 4.0, 70% de
humedad y 15% de inéculo (Fig. 1). El valor
maximo de crecimiento fue de 1.42 x 10° +
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2.03 x 108 cel/gbs para la cepa de L. plantarum
subesp. plantarum ATCC14917, la cual
super0 2.34 veces el crecimiento de la cepa de
L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302
(Tabla 3). Mientras tanto, el menor
crecimiento fue de 9.00 x 10" + 2.00 x 10’
Cel/ghs y 1.80 x 108+ 1.00 x 107 cel/gbs para
L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302
y L. plantarum subesp. plantarum
ATCC14917 durante el tratamiento 1 (pH
4.0, humedad 50% e indculo 5%),
respectivamente.  Para el  desarrollo
bacteriano, el pH es un factor importante que
se puede encontrar en el intervalo neutro (pH
6.5-7.0), o bien, tratdndose de lactobacilos en
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pH 4.0 (23). Este valor inicial fue el preferido
por ambas cepas de Lactobacillus. Los
microorganismos requieren de agua para su
crecimiento. En el caso de las bacterias, los
valores necesarios de humedad son superiores
a 60%, ya que a porcentajes menores el
crecimiento se inhibe (24). Lo anterior se
comprobdé al observar que las cepas de
Lactobacillus prefirieron humedades de 70%
y los menores crecimientos se observaron en
una humedad del 50%. Finalmente, la
concentracion del inéculo inicial causa un
mayor crecimiento y/o variable de respuesta
que se esté evaluando cuando la
concentracion de inoculo es del 15% (25).

m L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302

1.6E+09
1.4E+09 -

1.2E+09

1.0E+09

o o
o o
m m
+ o+
o o
® ®

4.0E+08

Crecimiento (Cel/gbs

2.0E+08

0.0E+00

L. plantarum subesp. plantarum ATCC14917

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tratamiento

Figura 1. Resultados del disefio experimental del modelo de Taguchi para las FES usando el bagazo de P. aculeata
como sustrato para el crecimiento de dos cepas probidticas.

Tabla 3. Resultados experimentales de las FES durante la aplicacion del modelo de Taguchi y validacion del

método.
Cepas evaluadas Cel/ gbs
Experimental  Esperado  Validado
L. paracasei subesp. paracasei ATCC25302  6.06 x 108 5.88x10® NR |
L. plantarum subesp. plantarum ATCC 14917 1.42 x 10° 1.26 x 10° 4.986x 102’)9
*5.06 x 1

NR: no realizado, *valor obtenido a las 144 h

71



Vol. 11, No. 62

De acuerdo con el ANOVA realizado se
obtuvo que la relacion sefial/ruido de los
factores por nivel para la cepa de L. paracasei
subesp. paracasei ATCC25302 se mejoran
cuando se utiliza un pH de 4.0, humedad de
70% y una concentracion de indculo de 15%
(Fig. 2a). Mientras que, para la cepa de L.
plantarum subesp. plantarum ATCC14917 se
aprecia un comportamiento similar con las
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mismas condiciones de pH y humedad; y para
la concentracion de inoculo con 10 0 15% de
concentracion (Fig. 2b). Para ambas cepas, el
factor que mayor aportacion tiene en los
resultados obtenidos es la humedad con un
valor de 63-79% y compartiendo un valor
similar de aportacion con la concentracion de
indculo (8-12%) (Fig. 2b y 2c).

5E8
4.5E8

4E8

3.5E8

3E8

2.5E8

Relacién Sefal/Ruido

2E8

1.5E8

1E8

1E9

9E8

8E8

7E8

6E8

5E8

4E8

3E8

2E8

pH %Humedad %In6culo

8% °

1E8

1 2 3 1 2 3 1 2 3
pH %Humedad %In6culo

= pH

= Humedad
In6culo

mError

Figura 2. Resultados del analisis de Taguchi durante las FES usando el bagazo de P. aculeata como sustrato para el
crecimiento de dos cepas probi6ticas. Relacion sefial/ruido de los factores por nivel y aportaciones de cada nivel en
la variable de respuesta para las cepas de L. paracasei subesp. paracasei ATCC 25302 (izquieda) y L. plantarum
subesp. plantarum ATCC14917 (derecha). Anélisis estadistico para L. paracasei Mean=31198E4 Sigma=16446E4
MS Error=8082E12 df=2 y para L. plantarum Mean=58488E4 Sigma=40602E4 MS Error=5298E13 df=2

Tras la validacién, se observé que se supero
3.8 veces el valor predicho por el modelo de
Taguchi ensayo desarrollado en las
condiciones éptimas de crecimiento. Estos
resultados aportan informacion interesante
para el area de nutricion animal,
particularmente para el disefio de alimentos
que mejoren el crecimiento en los sistemas de
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produccion pecuaria. Ademas, existen pocos
reportes acerca del crecimiento de bacterias
en medio solido. Sin embargo, se ha ensayado
el crecimiento de cepas probidticas, tales
como L. acidophilus, Lactobacillus paracaseli
subsp. paracasei, y dos cultivos mixtos
denominados YOMIXTM 205 LYO vy
CHOOZITTM MY 800, en matrices solidas
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como el polen de abejas donde, L. acidophilus
registro la mayor supervivencia con valores
de 102 UFC/mL (26). Otros autores han
investigado la viabilidad celular de
Lactobacillus  plantarum LPBM10 vy
Lactobacillus casei ATCC 393 utilizando
como sustrato la pulpa de uchuva y glucosa
14% (p/p) que tras 15 dias presentaron
valores de 3.23 x 10° y 7.88 x 108 UFC/mL,
respectivamente. Ademas, se han realizado
barras a base de cereales como matriz so6lida
para la formulacion con probioticos vy
prebiodticos,  especificamente  Weissella
confusa (19). En el area de ensilaje, se ha
utilizado Lactobacillus plantarum para la
fermentacion, conservacion y calidad de
ensilaje de maiz y sorgo, por mencionar
algunos (27,28). Ademas del uso de L.
paracasei para el ensilaje de zacate elefante y
palocote tropical (29).

4. Conclusiones

En este estudio del fruto de P. aculeata se
evidencio su aplicacién como Unica fuente de
nutrientes para el crecimiento de L. paracaseli
subesp. paracasei ATCC25302 y L.
plantarum subesp. plantarum ATCC14917.
Este fruto puede ser una alternativa de
sustrato para trabajos futuros en el area de la
nutricion animal, particularmente en el
ensilaje y por ende mejorar la nutricion y
crecimiento en los sistemas de produccion
pecuaria.
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Resumen

Tres cepas de hongos fueron utilizadas con el objetivo de liberar los polifenoles de la cascara de
toronja usando la fermentacion en estado solido (SSF). El bioproceso se realizo en biorreactores
por triplicado a 30 + 2 °C durante 5 dias en condiciones estaticas. La cuantificacion de los
polifenoles totales se hizo con las técnicas de Folin-Ciocalteu y el ensayo n-Butanol/HCI/Fe®*. La
caracterizacion de los extractos fermentados fue por HPLC-MS. En los resultados se obtuvieron
mejores rendimientos de polifenoles liberados a las 96 h usando la fermentacion con A. niger,
alrededor de 518 + 22 mg/g de muestra. Un menor rendimiento fue obtenido con A. oryzae, 196 +
22 mg/g, mientras que Penicillium digitatum no mostré adaptacion al sustrato en el tiempo de la
evaluacion. Ademas, se logro la identificacién de ocho compuestos flavonoides, siendo la naringina
y hesperidina las moléculas mayoritarias en los extractos fermentados. Nuestro estudio
comparativo evidencio que la fermentacion en estado solido con A. niger permite la obtencion de
un mayor contenido fenolico que el control sin fermentar, en contraste, la fermentacion con A.
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oryzae permitié menor liberacidn durante todo el proceso de extraccion. Los resultados demuestran
que A. niger es mejor cepa fermentativa para la recuperacion de metabolitos importantes aplicables
el &rea farmacéutica y alimentaria usando residuos de toronja. No se descarta el uso de A. Oryzae
en fermentaciones sélidas, pero se recomienda estudiar su crecimiento y adaptacion con otros
sustratos agroindustriales.

Palabras clave: A. niger, hongos-filamentosos, HPLC-MS, polifenoles, residuos-toronja.

Abstract

Three fungal strains were used to release polyphenols from grapefruit peel using Solid-State
Fermentation (SSF). The bioprocess was carried out in bioreactors in triplicate at 30 + 2 °C for 5
days under static conditions. Quantification of total polyphenols was done with the Folin-Ciocalteu
and n-Butanol/HCI/Fe®*" assays. The characterization of fermented extracts was by HPLC-MS. In
the results, better yields of polyphenols released at 96 h were obtained using the fermentation with
A. niger, around 518 + 22 mg/g of sample. A lower yield was obtained with A. oryzae, 196 + 22
mg/g, while Penicillium digitatum did not show adaptation to the substrate at the time of evaluation.
In addition, eight flavonoids compounds were identified, being naringin and hesperidin the major
molecules in fermented extracts. Our comparative study, evidenced that Solid-State Fermentation
using A. niger allows higher phenolic content to be obtained than the unfermented control, in
contrast, fermentation with A. oryzae allowed less release during the whole extraction process. The
results show that A. niger is a better fermentative strain for the recovery of important metabolites
applicable in pharmaceutical and food industry using grapefruit residues. The use of A. Oryzae in
solid fermentations is not discarded, but it is recommended to study its growth and adaptation using
other agro-industrial substrates.

Keywords: A. niger, fungi-filamentous, HPLC-MS, polyphenols, residues-grapefruit.

1. Introduction replacing the expensive chemical methods for
Solid-State Fermentation (SSF) to release of the extraction of bioactive compounds from
bioactive compounds is the use of fungal natural products because it allows the
strains to release valuable biomolecules from recovery of secondary metabolites with
plants, fruits and agroindustry waste almost several biological properties without the use
without water. Recently, the studies using of toxic solvents [3, 4, 5]. In this regard, SSF
SSF are increasing due to some advantages has been successfully used on several agro-
showed in the method, such as simple, cheap, industrial ~ wastes including fruit peels
environmentally friendly, improved yields of (orange, lemon, banana, apple, pomegranate)
extracted  bioactive  compounds  and [6, 7], bagasse, among other materials [8, 9,
sometimes a biotransformation of bioactive 10].
compounds is observed with increased
biological properties [1, 2]. SSF using fungal The grapefruit peel is a waste product
microorganisms is an alternative that is considered as a potential source of bioactive
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compounds such as terpenes as carotenoids
and limonoids, vitamins A, E, C and
polyphenolic compounds such as coumarins,
flavonoids and phenolic acids. Polyphenolic
compounds are a group of bioactive
compounds widely distributed in plants,
vegetables, and fruits with beneficial effects
on human health [11, 12]. Recently,
polyphenolic compounds in grapefruit are
considered to play a crucial role in human
health because they help in the prevention of
chronic diseases, as cancer, diabetes, obesity,
and cardiovascular diseases [13, 14]. In
addition, citrus compounds are considered as
powerful antioxidant and antimicrobial
molecules [15, 16, 17], with several
applications in the food and pharmaceuticals
industries. However, at the present the
grapefruit peel has not been intensively
exploited for the recovery of these bioactive
compounds and even less under SSF [18, 19].
Therefore, the aim of this study was to
evaluate the release of polyphenolic
compounds from grapefruit (Citrus paradisi)
peels obtained by SSF using Aspergillus
niger, Penicillium digitatum and Aspergillus
oryzae.

2. Materials and methods
2.1.  Grapefruit peel collection and
treatment

A batch of pink grapefruit was obtained from
a local market in Ciudad Valles, S. L. P.,
Mexico. The fruits were washed and peeled in
the Laboratory (FEPZH-UASLP). The
selected grapefruit peel was dehydrated at 70
°C during 72h in a convection stove. Then,
the dried grapefruit peel was pulverized
(Kitchenaid ® bean mill P/beater), sieved and
stored in hermetic bags.

2.2.  Cell culture of fungal strains
Aspergillus niger and Penicillium digitatum
were obtained from the fungal collection of
the Food Research Laboratory (FEPZH-
UASLP), and Aspergillus oryzae from the
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collection of the Department of Research
(DIA-UAdeC). All fungal strains were
cryopreserved at —20 °C in media composed
of glycerol and skimmed milk. Then, fungal
spores were reactivated in PDA agar at 30 °C
for 5 days. The spore suspension was
prepared by washing with 0.01% Tween-80
and counted on a Neubauer® adjusting the
inoculum to 2x107 spores/g dry sample.

2.3. Fungal Strains  Selection:

Radial growth Kinetics

The grapefruit peels (humidity 70%) were
distributed in Petri dishes by triplicates and
inoculated with fungal spore suspension, then
incubated at 30+ 2°C. Radial growth was
measured every 24 h for 7 days and expressed
in mm/h. The higher radial growth was
selected for the kinetics of polyphenols
release.

2.3.1. Polyphenol extraction by Solid
State Fermentation (SSF)

Grapefruit peel (3 g) was impregnated with
sterile water and spore solution to reach 70%
of moisture content and 2x10’ spores/g db.
The inoculated material was deposited in
Petri dishes as bioreactor model in triplicate.
The SSF kinetics were controlled at 30 £ 2 °C
during 4 days under static conditions.
Substrate without inoculum under the same
conditions of humidity and fermentation was
used as a control. Polyphenols were
recovered every 24 hours, using 20 ml of
ethanol (70%) at 220 rpm for 10 min in a
Shaker to extract the compounds from the
vegetal fermented. Extracts were filtered and
stored at -20 °C.

2.4.  Analytical determinations
2.5.1. Hydrolysable tannins (HT)
HT were quantified by triplicate using the
Folin-Ciocalteu method [20]. In this 400 ul of
extract and 400 ul of Folin-Ciocalteu reagent
were pipetted in a test tube and reacted during
5 min in the dark. After, 400 pl of Na>COs
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(0.01 M) and t 2.5 ml of distilled water were
added. The solution was read at 790 nm in
spectrophotometer. The concentration was
calculated using a standard curve of gallic
acid in ethanol (70%). Concentrations were
expressed in mg gallic acid equivalents by gr
of dry basis (GAE mg/g of DB).

2.5.2. Condensed tannins (CT)

In this quantification, the n-Butanol/HCI/Fe**
method was used [21]. Briefly, 250ul of
extract, 1.5 ml HCI-Butanol (95%) and 50ul
of ferric reagent (Ferric ammonium sulfate)
were collocated in a test tube. These were
exposed in a boiling water bath during 40
min, then cooled to room temperature and the
absorbance was read at 550 nm. The
concentration ~ was  calculated  with
Procyanidin C1 (Sigma-Aldrich) standard
curve according to the n-Butanol/HCI/Fe®*
reaction method. Concentrations were
expressed in mg procyanidin C1 equivalents
by gr dry basis (C1PE mg/g of DB).

2.5.3. HPLC-MS Characterization

HPLC-MS analysis was performed using a
Varian HPLC system including an
autosampler (Varian ProStar 410, USA), a
ternary pump (Varian ProStar 2301, USA)
and a PDA detector (Varian ProStar 330,
USA) coupled to a mass spectrometer (MS).
Each extract was filtered with a syringe using
acro-disperse filters. Samples (5 pL) were
injected onto a Denali C18 column (150 mm
x 2.1 mm, 3um, Grace, USA). The oven
temperature was maintained at 30 °C. The
eluents were formic acid (0.2%, v/v; solvent
A) and acetonitrile (solvent B). The following
gradient was applied: initial, 3% B; 0-5 min,
9% linear B; 5-15 min, 16% linear B; 15-45
min, 50% linear B. The column was then
washed and reconditioned. The flow rate was
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maintained at 0.2 mL/min and the elution was
monitored at 245, 280, 320 and 550 nm. The
whole effluent (0.2 mL/min) was injected into
the the mass spectrometer source, without
splitting. All MS experiments were carried
out in the negative mode [M-H]™. Nitrogen
was used as the nebulizing gas and helium as
the damping gas. The ion source parameters
were: spray voltage 5.0 kV and, capillary
voltage and temperature were 90.0 V and 350
°C, respectively. Data were collected and
processed using MS Workstation software (V
6.9). The samples were firstly analyzed in full
scan mode acquired in the m/z 50-2000 range.
MS/MS analyses were performed on a series
of selected precursor ions.

3. Discussion of the results
3.1. Fungal strain selection for the
release of bioactive compounds

Figure 1 shows the kinetic of the radial
growth by the three fungal strains on the solid
substrate (grapefruit). Here, A. oryzae and A.
niger showed the highest invasiveness
compared to P. digitatum, so it was discarded
due to having a lower radial growth. Based on
this, A. oryzae and A. niger were selected for
the SSF process. The growth of
microorganism is the result of physiological
responses of the fungi in function of the
grapefruit  peels  (substrate) as an
environment. Aspergillus genus is considered
as resistant strain to adverse growth
conditions due to its capacity to invade
several types of substrates [22] including fruit
residues. This last one is a disadvantage
against Penicillium digitatum, considered a
slow growing strain [23], despite to be a
citrus-deteriorating fungus. Also, compounds
present in the grapefruit are antifungal agents
produced as natural defense mechanism of
citrus fruit against Penicillium genus [24].
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Figure. 1 Radial growth kinetics of all fungi studied on solid substrate (grapefruit).

In the release of compounds of grapefruit
peels, A. niger presented greater ability to
release  polyphenolic compounds from
grapefruit using the SSF (Figure 2). In
contrast with the control without inoculum,
an increment of phenolic content on
grapefruit peel using A. niger was observed
after 48h of processing. During all the
fermentation until last 96 h, higher yields
were obtained with A. niger than A. oryzae,
434.69 £ 22 mg GAE /g DB of hydrolysable
tannins (Figure 2a) and 84.161 + 6.11 mg
PC1E/g DB of condensed tannins quantified
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(Figure 2b). These results were better than
those obtained by Selo et al. (2022), using a
substrate richer in antioxidant compounds,
but could be improved by regulating
experimental conditions as Larios et al.
(2019).

All compounds were handled as Total
Polyphenols (TC) from of the summary of CT
and HT content obtained with both
microorganisms during fermentative process,
the values are shown in the table 1.
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Figure. 2 Kinetics of Hydrolysable Tannins (left) and Condensed Tannins (right) extracted from grapefruit peels by

With these results obtained, it is confirmed
that A. niger possesses a great metabolic
activity [26, 27] to produce enzymes as
cellulases [28, 29], pectinases [9] and hemi-
cellulases [30, 31, 32], biological tools
capable to degrading the polysaccharides of
grapefruit peel allowing a better release of
compounds from the substrate. Similar
studies report the release of antimicrobial
metabolites using A. niger metabolism from
of grapefruit residue degradation [19, 33, 34].
Likewise, the activity of A. niger metabolism
during the polyphenols release kinetics starts
by consuming simple elements
(monosaccharides) until their adaption,
requiring greater enzymatic activity to
consume complex polysaccharides such as
protopectin, pectin and cellulose contained in
epicarp and mesocarp of peels [35, 36, 37].
This happens with the genus Aspergillus,
which has been regularly used to obtain
enzymes, such as the work carried out by
Zehra, Syed & Sohail (2020) using banana
peels as substrate by FES, with the aim of
obtaining pectinases from the degradation of

SSF.
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cell wall degradation of waste material with
Aspergillus fumigatus. And although enzyme
activity was not measured, the metabolic
behavior of A. niger by FES has already been
measured using grapefruit residues, so the
activity of the microorganism could be like
that of A. niger entering the adaptation and
dormancy phase reported by Larios et al.
(2016).

The activity of A. niger metabolism during
the polyphenols release kinetics start by the
consumption of simple elements
(monosaccharides) until their adaption,
requiring a greater enzymatic activity to
consume the complex polysaccharides
contained in epicarp and mesocarp of peels
[19].

Regarding the low and high polyphenols
concentrations obtained with A. oryzae and A.
niger respectively could be related with
tannase enzyme produced by Aspergillus
genus [38, 39]. Tannase enzyme is used to
obtain secondary metabolites (gallic acid)
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[40, 41], so, its action represents an the result of microorganism adaptation
estimation of polyphenols release during the submitted to the SSF process and the effect on
SSF. Consequently, polyphenols values are its enzymatic activities.

Table 1. Recovery of Total Polyphenols by SSF from of grapefruit (Citrus paradisi) peels at 96 h of process.
Fungal Extraction Assistant

Analytical compounds

Control SSF A. oryzae A. niger
HT (GAE mg/g of DB) 205+172 188+28? 435+19°
CT (C1PE mg/g of DB) 41+42 9432 84+6°
TP (mg/g of DB) 246+15% 197+322 518+22°

Abbreviations: HT: Hydrolysable tannins; CT: Condensed tannins; TP: Total polyphenols; GAE: Equivalents Gallic Acid; C1PE: Equivalents
Procyanidin C1; DB: Dry Basis.

3.2.  Phenolic profile by HPLC-MS heat transfer) and the matrix used [43, 44]. In
The phenolic profile obtained by HPLC-MS A. oryzae case, these factors directly affect
at 96 h by SSF is shown in the chromatograms enzyme production activity. However, this
of the samples analyzed (Fig. 3). 5 glycosidic microorganism has allowed the phenolic
flavonones were identified (peaks 1, 2, 3, 4 content in substrates such as wheat and other
and 8) and 3 aglyconic flavonones foodstuffs for human consumption to be
(polymethoxylated) (peaks 5, 6 and 7). The increased [2, 45, 46].
chromatographic profile indicates that A.
niger allowed the release of a better diversity In  addition, naringin  (naringenine-7-
of polyphenols, peaks 1 at 8 (Figure 3b) than rhamnosidoglucoside) ~ (peak  3) a
A. Oryzae, peaks 1, 2, 3, 4 and 7 (Figure 3a) predominant flavonoid in grapefruit peels
using the solid-state fermentation. A similar [47], was the most abundant molecule present
polyphenol profile was obtained by in unfermented control. In A. niger and A.
Sepllveda et al., (2016) where ellagic acid oryzae extracts, hesperidin (hesperitin-7-
molecules are released using A. niger by SSF rutinoside) (peak 4) and naringin (peak 3)
using pomegranate peels. were the most abundant molecules; this,

indicates the fungal bioconversion diversity
In our results, both profiles evidence the of the studied organisms to obtain bioactive
metabolism of genus Aspergillus to released molecules of interest from of same substrate.
different molecules from of grapefruit peels Some compounds detected in this study
respect to the unfermented control. However, match to those reported in the literature [48];
the chromatograms showed that the control however, SSF effect on the phenolic variety
had a major abundance of detected molecules recovered from grapefruit peels fermented
(1600 mUA) (Figure 3c), while in the with two known organisms was considered
fermented treatments it decreases (1200-600 better than without this extraction method.
mUA), this probably due to phenolic
components degradation by the enzyme According to chromatographic profiles
tannase [39], although new compounds are analyzed, and the yields obtained, it can be
apparently generated. said that A. niger has a greater enzymatic

metabolism than A. oryzae, hence this
It is important to mention that variability of microorganism is ideal to SSF using citrus
bioconversion yields between both strains residues. This may be one reason why A.
depends of physiological growth conditions, niger has been preferred within the genus
fermentation parameters (temperature, pH, Aspergillus ~ for  bioactive  molecules

production by SSF with others agro-industrial
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substrates [42, 49]. The profile showed that
SSF is an effective and innovative technique
to increase phenolic compounds from
grapefruit peel, probably even better than
traditional methods. These results are like
those of Francis, Vodnar & Socaciu (2016)
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who reported an increase in phenols of more
than 30% for SSF with Rhizopus oligosporus
and more than 21% for SSF with A. niger
using plum by-products. In addition, these
authors confirmed that the fermented extracts
had a higher free radical scavenging activity.

600 4
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Figure 3. HPLC-MS Chromatograms obtained from the fermented grapefruit peel extract at 96 h of process: A) A.
oryzae; B) A. niger; C) Control. Compounds identified: (1) Eriocitrin, (2) Isonaringine, (3) Naringin, (4) Hesperidin,
(5) Naringenin, (6) Tangeretin, (7) Nobiletine, (8) Poncirin.

4. Conclusion

Obtaining bioactive biomolecules from
grapefruit peels by SSF was successful
applied. This work showed to A. niger has
greater metabolism to degrade citrus wastes
and release flavonoids compounds than A.
oryzae, so it should not be ruled out for SSF.
The molecules detected such as naringin,
hesperidin and the others extracted by SSF
are biological and functional ingredients that
can be used as natural additives,

84

antimicrobials, and antioxidants in the
development of pharmaceutic and food
products. However, it is necessary to compare
the biological proprieties of fermented
products and to optimize the extraction
process with fungal strain selected.
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Abstract

Malnutrition, especially in school-age children, is still a public health problem in Mexico.
Particularly, in the state of San Luis Potosi, chronic undernutrition is given with higher prevalence
in rural areas of the Huasteca Potosina. The supplementation of the children’s diets with nutritious
and nutraceutical foods, such as amaranth, have been proposed as an alternative to improve the
children’s health. Amaranth seed contains high quality proteins due to their good balance of
essential amino acids, fulfilling the requirements for proper development of both children and
adults. The objective of this work was to identify the rural area with the highest prevalence of
chronic child undernutrition and to determine the effect of amaranth consumption on the
anthropometric and hematological profile of school-age children with low height-for age. The
selection of children was based on the reference growth standards for children defined by the World
Health Organization. The participating children live in adobe houses with palm roofs, unpaved
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streets, basic services of electricity and drinking water, walk long distances to attend school and
only the support of a basic food basket to eat. All participating children took an oral antiparasitic
medication at the beginning of the study, and the diet was supplemented with flour and popped
amaranth grain for a period of 90 days. At the beginning and end of the study, anthropometric
parameters were measured and blood and stool samples were taken. At the end of the study, no
significant increase in the children’s height was observed; however, an increased hemoglobin
levels in the blood was noted. The presence of parasites in the stool, especially Blastocytis spp.,
which is related to intestinal inflammation and diarrheal episodes, was observed at the end of the
study. Improvements in the environmental conditions of the children”s habitat should be considered
in order to improve intestinal health and therefore the overall health of the children.

Keywords: Anthropometric parameters, amaranth, undernutrition, amaranth protein, low height.

Resumen

La malnutricion, especialmente en nifios de edad escolar, es atn un problema de Salud Publica en
México. Particularmente, en el estado de San Luis Potosi la desnutricion crénica se presenta con
mayor prevalencia en las zonas rurales de la Huasteca Potosina. La suplementacién de la dieta de
los nifios con alimentos nutritivos y nutracéuticos, tales como el amaranto, se ha propuesto como
una alternativa para mejorar la salud de los nifios. La semilla de amaranto contiene proteinas de
alta calidad debido al buen balance de aminoacidos esenciales cumpliendo lo requerido para un
buen desarrollo tanto para nifios como para adultos. El objetivo de este trabajo fue identificar la
zona rural de mayor prevalencia con desnutricién cronica infantil y determinar el efecto del
consumo de amaranto en el perfil antropométrico y hematol6gico de nifios en edad escolar con talla
baja-para-edad. La seleccion de nifios se realizd considerando los estandares de crecimiento de
referencia para nifios definidos por la Organizacion Mundial de la Salud. Los nifios participantes
viven en casas de adobe con techo de palmas, calles sin pavimentar, con servicios basicos de luz y
agua potable, caminan grandes distancias para asistir a la escuela y solo cuentan con el apoyo de
la canasta basica para comer. Todos los nifios participantes tomaron un antiparasitario oral al inicio
del estudio y se procedio con la suplementacion de la dieta con harina y grano reventado de
amaranto por un periodo de 90 dias. Al inicio y al término del estudio se midieron los pardmetros
antropométricos y se realizaron tomas de muestra sanguinea y de heces fecales. Al término del
estudio no se observo un incremento relevante en la estatura de los nifios; sin embargo, se aprecio
el incremento en los niveles de hemoglobina en sangre. La presencia de parasitos en las heces, en
especial de Blastocystis spp. el cual esta relacionado con inflamacion intestinal y episodios
diarreicos, fue observada al final del estudio. Las mejoras en las condiciones ambientales del
habitat de los nifios deberan ser consideradas con el fin de mejorar la salud intestinal y por lo tanto
la salud general de los nifios.

Palabras clave: Amaranto, desnutricion, parametros antropomeétricos, proteina, talla baja, zona rural.
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1. Introduccién

La malnutricién es un término que engloba
diferentes manifestaciones de una nutricion
inadecuada, incluyendo la desnutricién y la
obesidad, las cuales se caracterizan por un
desequilibrio de la ingesta y el gasto de
energia [1]. Alrededor del 45% de las muertes
en niflos menores de 5 afios, ligadas con la
desnutricion, ocurren en paises de bajo- o
medio-ingresos, en donde al mismo tiempo,
el sobrepeso y la obesidad van en incremento

[2].

La relacion de peso/altura o indice de masa
corporal (kg/m?) es un parametro utilizado
para medir el grado de nutricion y salud de un
individuo, pero actualmente se les ha dado
mayor importancia a los indices Z
introducidos por la Organizacion Mundial de
la Salud para la medicién de la condicion de
salud en nifios [3,4]. Este parametro se divide
en tres: 1) peso/edad (WAZ) son nifios
clasificados como bajo peso o severamente
bajo peso; 2) la relaciéon altura por edad
(HAZ), refiere a la desnutricién crénica o
retraso en el crecimiento; 3) peso/altura
(WH2Z) que refiere a la malnutricion aguda en
nifios o nifios famélicos. En el afio 2020, se
registré que en todo el mundo 149 millones
de nifios menores de 5 afos fueron
diagnosticados como desnutricion cronica
(valor HAZ), 45 millones fueron
determinados famélicos (valor WHZ) y 38.9
millones fueron registrados con sobrepeso u
obesidad [2]. La desnutricion crénica y
ciertas deficiencias nutricionales son factores
clave en la disminucion de sobrevivencia
infantil, una mala calidad de salud durante la
nifiez y la adultez y disminucion de la
capacidad de aprendizaje. La desnutricion
cronica en la infancia tiene consecuencias en
la salud para toda la vida, incluido un mayor
riesgo de sobrepeso y obesidad en la adultez.
La obesidad conlleva a desarrollar
enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo
2, hipertension [2, 5, 6]. En México, la
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desnutricién cronica continGa siendo un
problema de Salud Publica [7], en especial en
la zona rural de la Huasteca Potosina es un
problema altamente notorio [8].

Existen diversos alimentos que han sido
estudiados y se ha observado que cumplen
con los nutrientes necesarios para el buen
desarrollo infantil. Entre estos se encuentra el
amaranto (Amaranthus spp.), el cual posee un
excelente balance de aminoacidos esenciales
[9, 10]. Actualmente al amaranto se le
denomina  “alimento  funcional” o
“nutracéutico”, debido a que las proteinas al
ser digeridas liberan péptidos con diferentes
actividades bioldgicas  tales como
antihipertensivos [11], antidiabéticos [12], asi
como cancer-preventivos [13]. La semilla de
amaranto también contiene fitoquimicos con
alto poder antioxidante tales como rutina y
nicotiflorina [14], y presentan un alto
contenido de vitaminas (riboflavina, niacina),
minerales (calcio, magnesio y hierro) vy
aceites con altos contenidos de escualeno
[15,16]. A los aceites de amaranto
(escualeno) se les han atribuido propiedades
hipocolesterolémicas,  antioxidantes vy
hepatoprotectivas [17-20]. Por lo tanto, el
objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto del consumo de harina y grano
reventado de amaranto sobre el perfil
antropométrico y hematoldgico de nifios en
edad escolar con talla baja. También se
realizé un estudio coproparasitoscopico en las
heces de nifios y se realizaron encuestas del
entorno ambiental donde habitan estos nifios.

2. Materiales y métodos

Seleccion de poblacion

Se realiz6 el registro y aprobacion del
proyecto ante el comité de ética de Servicios
de Salud del Estado de SLP (SLP-01-2019).
Se generd un convenio de trabajo con la
Unidad Regional de Servicios Educativos
Huasteca Norte (URSEHN), perteneciente a
la secretaria de educacion publica (SEP), para
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permitir el acceso a las escuelas con reporte
previo de prevalencia de nifios con baja talla
(ENSANUT, 2012) [8]. Se seleccionaron tres
escuelas rurales de la Zona Huasteca donde
todos los nifios entre 5 y 7 afios, quienes
fueron medidos en talla y peso utilizando
bascula y estadimetro. Las mediciones
antropométricas de cada nifio se realizaron
descalzos, con ropa ligera y en ayuno en una
bascula digital especializada de Bath Styles y
medidos con un estadimetro de pared.

De acuerdo a los criterios de talla esperada
para edad o valor HAZ [4], se seleccionaron
37 nifios (22 nifios, 15 nifias) que fueron
clasificados en dos categorias en funcion del
valor HAZ: el grupo control o con talla
normal (n = 28) y grupo de desnutricion
cronica (n =9). Tanto padres de familia como
nifios participantes firmaron los
consentimientos informados y se procedi6 a
la toma inicial de muestra sanguinea y de
heces fecales.

Suplementacién dietética con amaranto y
seguimiento de los nifios participantes

Harina y grano reventado de Amaranthus
hypochondriacus  fueron  amablemente
donados por INIFAP-Texcoco. Se suministrd
una dosis diaria de amaranto durante 90 dias
a la poblacion con baja talla (n = 9). Se utilizo
el grano reventado de amaranto en mayor
dosis para su consumo diario, como una
“botana” entre comidas para suplir a
alimentos chatarra, se complemento con
harina de amaranto 4g/dia que se daba a los
niflos en los licuados. Los productos de
amaranto cumplieron con la norma NMX-FF-
116-SCFI-2010 [21].

Perfil hematoldgico

Las muestras sanguineas fueron tomadas via
intravenosa con tubos BD Vacutainer® con
EDTA K2 (Becton Dickinson, Quereétaro,
México). Las muestras se homogenizaron en
mezclador oscilatorio para tubos marca
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Premier modelo RM-1 (Prolab, Jalisco,
México) durante 15 min. Posteriormente, los
tubos de muestras sanguineas se colocaron en
el analizador automatico para Hematologia
Mindray BC-3000 Plus (Labtronic, C.A.,
Caracas, Venezuela). La muestra (13 pL) se
inyecta automaticamente y la Biometria
Hematica se analiza con los parametros de la
serie roja, serie blanca y serie plaquetaria.

Perfil coproparasitoscopico

Las muestras de heces fueron tomadas al
inicio y al final de la administracion del
amaranto, la muestra recién emitida se tomo
en vaso copro estéril y se trasladaron en hielo
al laboratorio para su posterior andlisis. Se
utilizd la técnica de Faust que consiste en
trabajar con 1-2 g de muestra de heces, a la
cual se le adiciond 7-10 mL de agua destilada,
se filtrd con apoyo de un colador de plastico
y se vacio directamente al tubo de ensaye con
ayuda de un embudo. Posteriormente, se
centrifugd por 5 min a 1500 rpm, para
después decantar el sobrenadante. Se
adicionaron 10 mL de agua destilada,
nuevamente se centrifugé por 5 min a 1500
rpm (se repiti6 hasta que el sobrenadante
quedd limpio y decante). Inmediatamente se
adicionaron 10 mL de solucidon de sulfato de
zinc y nuevamente se centrifugd 1500 rpm.
Transcurridos los 5 min, se colocé el tubo la
gradilla y se adicion0 por goteo sulfato de
zinc hasta el ras del tubo de ensaye, se le
coloco en una laminilla sobre el menisco y se
dejo reposar 2 min. Adicionalmente, se
agregd Lugol sobre el porta-objetos y se
prepar6 una segunda laminilla donde se
decanto el sobrenadante del tubo y con una
pipeta se tomd el liquido de la superficie y
sedimentacion. Ambas laminillas  se
observaron al microscopio de marca Cole
Parmer en el objetivo 40x.

Estudio del habitat de la poblacion

Para identificar los factores (sociales,
ambientales, econdmicos y familiares)
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relacionados con el estado de la salud de los
niflos, se realizaron encuestas que
consistieron en 21 preguntas que abarcan tipo
de construccion del hogar, acceso a servicios
bésicos, tipo de alimentacion, tipo de
alimentacion del nifio, tipo de cocina y
servicios de agua potable.

Anélisis estadisticos

Se realiz una prueba t de Student a dos colas
(p<0.05). Los valores estan expresados como
la media + desviacion estandar.

3. Resultados

No se observaron cambios significativos en
el perfil antropomeétrico

La seleccion de nifios que asisten a escuelas
rurales en Zona Huasteca, Ciudad Valles
S.L.P., fue de acuerdo a los parametros de
peso-edad o valor HAZ reportado por la
WHO [4], la cual relaciona el estado
nutricional del nifio. De acuerdo al indice
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HAZ, el grupo control de nifios mostré una
altura promedio de 120.4 cm, mientras que
los nifios de bajo peso el promedio de altura
fue de 111.8 cm. Después del consumo de
amaranto por tres meses, el cambio en peso-
talla no fue significativo, esto pudo deberse al
poco tiempo del ensayo y/u otros factores.

Los niveles de hemoglobina incrementaron
en algunos nifios

En general, los datos mostraron que no existia
la presencia de alguna patologia grave en los
nifios participantes, pero tampoco se
observaron diferencias significativas entre los
nifios de bajo peso antes y después de la
ingesta de amaranto (Tabla 1). Sin embargo,
debido a la variacion intrinseca de cada
individuo, los datos fueron analizados en
forma individual, observando un incremento
en los niveles de hemoglobina en tres de los
nifios bajo peso después de consumir
amaranto (Figura 1).

Tabla 1. Pardmetros de biometria hematica al inicio y al término de la suplementacién de la dieta con amaranto.

Parametro Talla normal Talla baja Limites bioldgicos
Inicio Fin
Eritrocitos (x10%/uL) 4.88 +0.22 477+0.3° 4.69 +0.3° 4.3-5.2
Hemoglobina (g/dL) 12.9 +0.7° 12.8+0.8° 13.6 + 0.6° 12-14
Hematocrito (%) 40.3 +2.0° 40.2+2.1° 424152 34-43
Volumen globular 81.7 +5.5° 84.3+2.1° 90.6 + 2.52 84-104
medio (fL)
Hemoglobina 26.9 +1.6° 26.9 +1.4° 31.4+5.02 27-35
corpuscular media
(P9)
Concentracion media 31.9+1.0b 31.9+1.0° 32 £0.4° 31-36
de hb corpuscular
(gr/dL)
Leucocitos totales 9.29 +3.0° 6.85+2.1° 6.0+0.7° 4.5-13
(x10%/uL)

Los valores representan el promedio de la medicion + desviacion estandar.
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Hemoglobina (g/dL)

Figura 1. Niveles de hemoglobina (g/dL) en los nifios
1, 2'y 3 de talla baja al inicio (1) y después de
consumir por 3 meses (F) amaranto.

Blastocytis spp. fue detectado en heces de
los nifios al inicio y al final del estudio

El anélisis coproparasitoscopico mostrd que
al inicio del tratamiento los nifios presentaban
una gran cantidad de parasitos en heces,
dentro de las cuales se observo Blastocytis sp.
Giardia lamblia, Endolimax sp. y Entamoeba

Mayo - Junio 2023

coli. Al inicio del estudio, de los 28 nifios con
talla normal, 13 presentaban parasitosis,
mientras que de los 9 de talla baja 6
presentaban parasitosis. Al final del estudio
solo Blastocystis spp. permanecio persistente
en las heces de los nifios.

Los participantes cuentan con acceso a
agua potable pero no a viviendas dignas

Los principales resultados de la encuesta
aplicada para el reconocimiento de los
factores sociales, ambientales, econémicos y
familiares que se asocian con el estado de la
salud de los nifios se presentan en la Tabla 2.
De esta encuesta destaca el uso de letrina,
madera como combustible, piso de la
vivienda de tierra, la edad de la madre de 20-
24 afos al nacimiento del nifio y el nivel de
estudio de la madre en la mayoria fue
secundaria. Ademas de que los nifios
consumen alimentos industrializados de 3 a 4
Veces por semana.

Tabla 2. Reconocimiento de los factores que condicionan a los nifios en edad escolar con una talla baja para su edad.

Pregunta Respuestas
¢Quién proporciona la informacion? Madre Abuela
(93%) (7%)
¢Con qué tipo de instalacion sanitaria cuenta? Drenaje Letrina
(14%) (86%)
¢Con qué tipo de combustible cocina? Gas Madera
(21%) (79%)
¢Su cocina esta en el mismo lugar donde duerme? Si No
(50%) (50%)
¢Con qué tipo de piso cuenta? Concreto Tierra
(50%) (50%)
¢De qué material esta construida su casa? Madera Concreto
(36%) (64%)
¢Cuenta con agua potable? Si
(100%)
¢ Qué edad tenia la madre al nacimiento del nifio? De15a19 De20a24 25 0 mas
(22%) (71%) (7%)
¢Cual es su nivel de educacion (de la madre)? Primaria Secundaria Preparatoria
(7%) (50%) (43%)
¢El nifio consume alimentos industrializados? Si No
(86%) (14%)
¢Ha recibido apoyo gubernamental por parte de un programa? Si No
(29%) (71%)
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Discusion

Aunque la pobreza se ha asociado con la
inseguridad alimentaria y con el principal
riesgo de la desnutricion infantil, los estudios
epidemioldgicos han enfatizado que la
desnutricion es una condicion compleja y que
existen otros factores mas que la simple falta
de alimentos. La desnutricion en nifios se
considera un ciclo vicioso de infecciones
recurrentes e inmunidad deteriorada lo que
conlleva a un mayor deterioro de la
desnutricion [22, 23]. El estado nutricional de
los nifios, aunque cuenten con acceso a agua
potable, se ve afectado por el tipo de vivienda,
calidad del aire, la fuente de agua consumida,
la defecacion abierta, el saneamiento e
higiene [24, 25]. Cabe destacar que los nifios
participantes en este estudio viven en hogares
con bajo saneamiento, tales como
inadecuadas conexiones al desagiie. Estos
nifios son hijos de madres jovenes, entre 20-
24 afos con al menos la secundaria
terminada. Varios reportes indican que los
determinantes de la desnutricion infantil son
el nivel de educacién de las [26]. También se
ha indicado que los hijos de madres menores
de 20-24 afios tienen mayor prevalencia de
ser desnutridos cronicos, en contraposicion a
los hijos de madres mayores de 24 afios [27].
Los hogares de nifios presentaban adn el uso
de madera (lefia) para cocinar y es conocido
que los efectos del humo que genera la
madera aumentan el riesgo de infecciones
respiratorias 'y representa también un
determinante de desnutricion cronica en nifios
[26].

Los resultados mostraron que existio poco
cambio en la talla-edad de los nifios después
de consumir amaranto, sin embargo, tomando
las observaciones del tipo de vivienda, edad
de las madres, es dificil erradicar la
desnutricion cuando no se cambian las
condiciones de vivienda. Las malas
condiciones ambientales conllevan a
infecciones parasitarias recurrentes, y aunque
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al inicio del estudio se les administro
antiparasitarios a todos los nifios, después de
tres meses de seguimiento, los resultados
mostraron la presencia de Blastocystis sp., el
cual es un protista unicelular, enteroparasitico
de gran prevalencia el cual se ha asociado con
procesos diarreicos, enfermedad inflamatoria
intestinal y colitis ulcerosa [28]. Las
infecciones recurrentes con parésitos se
deben a la falta de servicios basicos como
agua potable, desaglie y el contacto directo
con personas infectadas [29, 30]. Se ha
descrito también que las intervenciones en las
mejoras y mantenimiento de la infraestructura
del entorno de los nifios es de gran
importancia con el fin de observar una mejora
en la salud de los nifios y sus familias [31].

Se sabe que la presencia de parasitos puede
condicionar a bajos niveles de hemoglobina,
con eventual presencia de anemia [32]. El
amaranto contiene hasta un 7.61 mg de hierro
y 82 microgramos de acido folico, niveles que
son adecuados para la dieta. Estos niveles de
hierro en amaranto podrian estar relacionados
con el incremento observado en los niveles de
hemoglobina en los nifios. Estd demostrado
que el suministro de hierro es una clara
estrategia para mejorar el estado en nifios con
0 sin desnutricién, esto fue empleado en el
pais de Kenia donde se proporcion6 mezclado
con maiz a los nifios, dando como resultado la
mejora de los niveles de hierro [33].

Aunqgue en este estudio se suministré grano
reventado, el cual lleva un proceso de
coccién, se ha reportado que los nutrientes
como las vitaminas del grupo B o elementos
esenciales como el hierro, no se ven afectados
al someterse a 180 °C en una placa caliente ni
a una coccion de 200 °C [34]. Esto es una
indicacion que el grano reventado contiene su
funcionalidad como alimento nutracéutico,
pero mas estudios deberan realizarse en este
sentido. Por otro lado, la calidad de proteina
de amaranto, la cual aporta aminoacidos
esenciales, ayuda a una mejora en la nutricién
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[15, 35]. La ingesta de proteina de buena
calidad se ha relacionado con la mejora de la
salud intestinal a través del remodelamiento
de la microbiota intestinal [36]; sin embargo,
las infecciones con parasitos en forma
recurrente inducen la perturbacion de la
microbiota  intestinal, cambiando la
homeostasis corporal e incluso alterando
niveles conductuales [37]. Por lo tanto, los
estudios de la microbiota intestinal en este
grupo de nifios bajo-peso-edad estd siendo
analizado.

4. Conclusiones

En la zona rural de la Huasteca Potosina, aun
se encuentra una gran poblacién de nifios con
desnutricion crénica. Estos nifios viven en
condiciones de poco saneamiento por lo que
muestran infecciones parasitarias recurrentes
lo que conlleva a episodios diarreicos y
pérdida del apetito resultando en el deterioro
de la salud. Por lo tanto, las intervenciones de
la suplementacion de la dieta de los nifios con
alimentos nutritivos no seran efectivos si no
se mejora primero su calidad de vida. Por
consiguiente, para poder lograr erradicar la
desnutricion en zonas rurales de México se
deberé&n tomar acciones no s6lo en mejorar la
calidad de la dieta de los nifios, pero de
primera accion se deberdn mejorar las
condiciones de infraestructura en las zonas
rurales.
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