L a biotecnologin ofrece instrumentos poderosos para el desarrcollo
sostenible de la agricattura, la pesca, b actividad forestal y las
Industrisy alimentarias. Cuando se integra debidamente con otras tecnolo-
gias para Ia produccién de slimentos, productos agricolas y servicios, fa
biotecoologia os una herramienta de gran importancia para satisfacer las
necesidades de una poblacion en crecimiento,

La produccion biotecnolégica de aditivos alimentarios ¢s una actividad
industrial que permite incrementar of valor agregado de las materias
primas utilizadas cn el proceso. Existen diferentes recursos agropecuarios
n México y en of mundo que no s¢ aprovechan industrialmente, princip
mente porque vo se han resucito algunos problemas téenicos que permitan
su rentabilidad, Para la resolucion de estas problemiticas, ¢s necesario
integrar esfucrzos de los grupos que trabajan en cste campo de Ia clencia.
Asi mismo, es necesario dar a conocer los alcances de los estudios realizados
en un formato que sea accesible a los diferentes intercsados en of tema, mas
allik de las publicaciones cientificas internacionales que sobre Ia ten
han realizado los grupos. En cste contexto, la msestria en Cienc
Tecnologia de los Alimentos de la Universidad Auténoma de Tamaulipas
tiene liderazgo nacionsl en la temdbtica mencionada, con diversas publica-
ciones cientificas internacionales en el campo. El encuentro académico
tvances en el aprovechamiento bivtecnologico de productos agropecuarios,
permitira consolidar al grupo participante y difundir ¢l conocimiento que
s¢ ha generado.
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Proélogo

a biotecnologia ofrece instrumentos poderosos para el desarrollo sostenible

de la agricultura, la pesca, la actividad forestal y las industrias alimentarias,

Cuando se integra debidamente con otras tecnologias para la produccion de
alimentos, productos agricolas y servicios, la biotecnologia es una herramienta de
gran importancia para satisfacer las necesidades de una poblacién en crecimiento.

La situacion mundial actual se caracteriza por un incremento de la peblacion y por
el agotamiento de muchas materias primas. Dada esta situacién resulta de gran inte-
rés el estudio de procesos no convencionales para el aprovechamiento de los recur-
sos naturales.

Los microorganismos se han utilizado desde la antigiiedad para la produccion de
alimentos. Actualmente se siguen empleando para la produccidn de alimentos tan co-
nocidos como el vino, el vinagre, el pan o el yogurt. La biotecnologia alimentaria tam-
bién estudia el uso de otros microorganismos para la produccion de aditivos alimentarios
de gran interés para la industria.

La produccion biotecnolégica de aditivos alimentarios es una actividad industrial
que permite incrementar el valor agregado de las materias primas utilizadas en ei
proceso. Existen diferentes recursos agropecuarios en México y el mundo que no
se aprovechan industrialmente, principalmente porque no se han resuelto algunos
problemas técnicos que impiden su rentabilidad. Para la resolucion de estas proble-
maticas es necesario integrar los esfuerzos de los grupos que trabajan en este
campo de la ciencia. Asimismo, es necesario dar a conocer los alcances de los
estudios realizados en un formato que sea accesible a los interesados en el tema,
mas alla de las publicaciones cientificas internacionales que abordan esta tematica.
La Maestria en Ciencias y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad Autdno-
ma de Tamaulipas, ostenta el liderazgo a nivel nacional en este campo gracias a

il
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diversas publicaciones cientificas internacionales. El encuentro académico: Avan-
ces en el aprovechamiento biotecnologico de productos agropecuarios, permitira
consolidar el trabajo del grupo de especialistas participantes y difundir el conoci-
miento que se ha generado.

Ma. Guadalupe Bustos Vazquez
SiménJ. Téllez Luis
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Aprovechamiento de la cascarilla de cebada
para la produccion de aditivos alimentarios
Production of Food Additives from Barley Husks

Cruz Freire, J. M. *

Resumen

Los materiales lignocelulésicos (MLC), procedentes de los sectores agricola, forestal o
industrial, son una fuente de recursos renovables muy abundante y con un gran poten-
cial como materia prima dentro de la industria alimentaria. En los Gltimos afios se han
desarrollado procedimientos quimicos para el aprovechamiento iniegral de los materia-
les lignacelulésicos distintos de la tradicional produccion de pasta de celulosa. Algunos
de los esquemas de procesamiento estudiados pretenden la separacién selectiva de los
componentes poliméricos de los materiales lignocelulésicos (celulosa, hemicelulosas y
lignina), en tratamientos denominados de fraccionamiento. Este tipo de procesos permi-
te una utilizacién separada de las fracciones obtenidas y su transformacion en produc-
tos de interés comercial, y en particular, en productos de interés alimentario de alto valor
afiadido, por medio de procesos quimicos y/o biotecnolégicos.

Dentro de estos MLC destaca el salvado de cebada procedente de la industria de
malteado para la fabricacién de cerveza, por su relativamente elevado porcentaje de
hemicelulosas y bajo porcentaje de lignina, ademas de tratarse de un desperdicio indus-
trial sin mayor aprovechamiento que su empleo como combustible. Un aprovechamien-
to integral de las distintas fracciones permite obtener un valor afiadido al residuo.
Asi, la fraccién hemicelulésica puede emplearse para la produccion de xilitol, un edulco-
rante de elevado valor afiadido y con multiples aplicaciones en fa industria alimentaria,

* Area de Nutricion y Bromatologia. Departamento de Quimica Analitica Nutricion y Bromatologia.
Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago de Compostela (15782 Santiage de Compostela, La
Corua, Espaiia). E-mail: jmeruz{@usc.es
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mientras que la fraccion celuldsica se puede utilizar para producir dcido lactico, que es
un conservante y acidulante empleado también en dicha industria sobre todo debido
a que su sabor acido que no se sobrepone a otros sabores mas sutiles. Finalmente, de
los licores hemicelul6sicos y de los licores procedentes de la etapa de deslignificacion
se pueden obtener exiractos de naturaleza polifendlica que pueden ser utitizados como
antioxidantes y conservantes en la industria alimentaria.

Abstract

Lignocellulosic materials {Lcm) obtained from agricultural, forestry or industrial
residues are a renewable, cheap and widespread resource, with a high potential as raw
material in the food industry. In the last years several chemical processes has been
developed to get an overall profit of Lom different from production of paper pulp.
Some processing schemes pretend a selective separation of the different polymeric
compounds (celluzlose, hemicellulose and lignin). This kind of process allows a
separately utilization of the different fractions and their transformation into commercial
valuable products. So, by chemical o biotechnological procedures high added value
products interesting for the food industry can be obtained.

Barley husk is Lcm obtained from a brewery industry, with high hemicellulose content
and low lignin content. This LcM is a residue without any useful purpose except as fuel
utilization. A chemical-biotechnological utilization of the different fractions, allows
getting an added value products from a residue.

So, the hemicellulosic fraction can be employed to obtain xylitol, a sweetener with high
added value and several applications in the food industry, whereas the cellulosic fraction
can be used to obtain lactic acid, which is employed in food industry like acidulant,
flavour and preservative because lactic acid has a mild taste that do not hide the weaker
aromatic flavours of some foods. Finally, polyphenolic compounds extracts can be
obtained from hemicellulosic liquors and deslignification step liquors. This extracts can
be utilized in the food industry due to its antioxidant and antimicrobial properties.

Introduccién
Cebada: importancia y produccion mundial

ebada es el nombre comiin de las especies de cereal del género Hordeum,
que pertence a la familia de las gramineas (gramineae) y que es originario de
Asiay Etiopia, siendo una de las plantas cultivadas mas antiguas. En [a actua-

lidad ocupa el cuarto lugar en volumen de produccién mundial de cereales, después del
trigo, el arroz y el maiz, y se utiliza principalmente en la fabricacién de cerveza o para
la elaboracion de piensos. Las cifras de produccion mundial de cebada en el afio 2004

se han estimado en casi 150 millones de toneladas (veanse tabla 1 y figura 1).

14
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Tabla 1. Produccién mundial de cebada (en millones de toneladas)

Region 2001 2002 2003 | 2004
Europa 59.50 58.80 56.80 64.10
cis (Estados Independientes 36.30 34.80 30.00 33.00
de 1a Commonwealth)

Norteamérica y Centroamérica 16.80 1290 18.80 19.00
Sudamérica 170 1.60 1.60 1.60
Asia 16.00 1730 17.40 17.50
Africa 340 3.80 6.50 620
Oceania 8.80 420 9.00 7.70
Total mundial 142.50 133.40 | 140.10 | 149.10

Figura 1. Productores mundiales de cebada

Africa Oceania
4% %

Sudamérica
1%

Biropa
43%

Norteamérica
¥ Centroamérica
13%

Europa aporta 43% de la produccion mundial de cebada, ya que el bloque econo-
mico UE-25 concentra 60.50 de los 149.2 millones de toneladas que se estima producir
en la el periodo 2004-2005 a nivel internacional.

Si desglosamos el nivel de produccién por paises, el mas importante es Rusia,
cuya estimacion para la campafia 2004-2005 es de 18 millones de toneladas. Esta es
seguido por: Alemania (perteneciente a a UE-25, con 12.9 millones de toneladas esti-
madas de produccién), Canada (12.6 millones), Francia (Ue-25, 11 millones), Espafia
(ue-25, 10 millones), Ucrania (9.7 millones), Australia (7.3 millones), Estados Unidos
(5.9 millones) y Reino Unido (5.8 millones), entre los mas importantes.
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La produccién sudamericana contribuye a la produccion mundial con sélo 1%;
Argentina es su principal referente con 700 toneladas anuales estimadas, cifra nota-
blemente inferior en comparacion con los principales productores de cebada.

Cascarilla de cebada: composicion y fraccionamiento

Durante el proceso de fabricacion de la cerveza, en una de las etapas iniciales de
malteado, se produce el descascarillado del grano de cebada obteniendo una corrien-
te residual compuesta de una mezcla de paja y polvo, de naturaleza lignocelulésica,
que en un principio constituye un desperdicio industrial sin mayor aprovechamiento que
su empleo como combustible.

La utilizacién directa de la cascarifla de cebada como fuente de carbohidratos
(por ejemplo, como suplemento de alimentos o para la fabricacion de glucosa o
etanol) no es conveniente por su baja digestibilidad. Por ello es preciso llevar a cabo
un fraccionamiento de sus principales constituyentes (celulosa, hemicetulosas y lignina)
para aprovecharlos por separado.

La tabla 2 muestra la composicién quimica de |a cascarilla de cebada original. con
mezcla de tamafios de particula entre 0.071 y 2 mm, siendo el tamafioc medio de
particula de 0.69 mm.

El contenido en cenizas es muy alto (15.49%), muy superior al de las maderas y al
de la mayoria de los materiales agricolas. Anglés ez al. (1997) realizaron un estudio
sobre materiales con un elevado contenido en cenizas; encontraron que la cascarilla
de arroz era el MLC de su estudio con mayor contenido en cenizas, con 10.7%, valor
inferior al encontrado en la cascarilla de cebada. Este elevado contenido en cenizas
desaconseja la combustion de la cascarilla de cebada.

El contenido en lignina de Klason (cLk) es del orden encontrado en otros materia-
les agricolas. El contenido en glucano (cGn) es bajo, incluso para un material agricola.
Las hemicelulosas, con un total de 36.57 g/100 g, representan la fraccion mas abun-
dante en la cascarilla, mientras que en la paja de cebada hay entre 22 y 25 /100 g.
La distribucion de monoémeros en las hemicelulosas (que suelen estar formadas por
arabinoglucoroxilanos) es tipica de un material agricola. Bajo ¢l término de otros se
agrupa el resto de los compuestos (tales como extractos y lignina soluble en 4acido).

Los materiales lignocelulosicos (ML) procedentes de los sectores agricola, fores-
tal o industrial, son una fuente muy abundante de recursos renovables y con un gran
potencial como materia prima dentro de la industria alimentaria. En los Gltimos afios
se han desarrollado procedimientos quimicos para el aprovechamiento integral de los
materiales lignocelulésicos, distintos de la tradicional produccion de pasta de celulosa.

16
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Tabla 2. Composicién quimica de la cascarilla de cebada, mezcla
(valores medios de cunatro replicados)

Componente Contenido (g/100 g mcc b.5.)
Cenizas 1549
Proteinas 590
Lignina de Klason 1922
Celulosa . 2143
Hemicelulosas

Xilanos 26.75
Arabanos 574
Acidos urénicos 239
Grupos acetilo 1.69
Otros 139

Algunos de los esquemas de procesamiento estudiados pretenden la separacion se-
lectiva de los componentes poliméricos de los materiales lignoceluldsicos (celulosa,
hemicelulosas y lignina), en tratamientos denominados de fraccionamiento. Este
tipo de procesos permite una utilizacién separada de las fracciones obtenidas y su
transformacién en productos de interés comercial; particularmente, en productos de
interés alimentario de alto valor afiadido, por medio de procesos quimicos y/o
biotecnologicos.

Los beneficios medicambientales estriban no sélo en Ja reutilizacidn de los resi-
duos solidos, sino también en el nulo perjuicio medioambiental de los procesos ensa-
yados (minimizacion de los efluentes, reduccion/reutilizacion de los productos quimicos
y utilizacion de todas las fracciones).

Los materiales lignoceluldsicos tienen una naturaleza heterogénea y las filoso-
fias de aprovechamiento se basan en aprovechar fos materiales como un todo (la
pirblisis o combustién), o bien en separar las distintas fracciones que componen el
sustrato para dotar a éstas de aplicaciones diferentes, segin su naturaleza quimica.

El fraccionamiento de los materiales lignoceluldsicos esta condicionado por el hecho
de que la celulosa, las hemicelulosas y la lignina son de naturaleza polimérica y se
hallan interpenetradas, existiendo entre ellas uniones fisicas y quimicas; es por eso
que los procedimientos clasicos de fraccionamiento (cristalizacion, precipitacion, ex-
traccion) no son satisfactorios para su separacion individual, ya que el aislamiento de
uno de los polimeros exige la degradacién de la estructura de los otros (Nimz y

17
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Casten, 1986). Entre los procedimientos quimicos utilizados para el aislamiento de la
fraccion celulosica e hidrélisis de la fraccion hemiceluldsica, destacan los procesos
mixtos, en los cuales el material lignocelulésico es tratado secuencialmente con va-
rios agentes quimicos, de modo que cada uno de éstos separa alguna de las fraccio-
nes de interés. Aunque en este tipo de procesos aumentan los costos de funcionamiento,
permiten obtener una mayor selectividad y un fraccionamiento mas eficiente de la
materia prima. Un ejemplo de procesos de este tipo es el acoplamiento de una
prehidrolisis selectiva con acido diluido (para obtener azicares hemicelulésicos) y un
tratamiento con agentes oxidantes (para eliminar la lignina), de modo que se obtiene
la celulosa en fase sélida (Koukios y Valkanas, 1982; David ef al., 1988).

En la figura 2 se representa un esquema de aprovechamiento integral de la casca-
rilta de cebada, que permite la utilizacidén de las diferentes fracciones para la produc-
cion de diferentes aditivos alimentarios: xilitol, &cido lactico y extractos de naturaleza
polifendlica, susceptibles de ser utilizados como agente antioxidante y conservante.

Aprovechamiento de la fraccion hemiceluldsica

La hidrélisis de la fraccion hemiceluldsica conduce a disoluciones de azicares, cons-
tituidas fundamentalmente por xilosa, que pueden utilizarse para formular medios
fermentativos destinados a la obtencion biotecnologica de xilitol. Este es poliof de alto
valor afiadido con propiedades como elevado poder edulcorante, tolerancia por dia-
béticos y caracter anticariogénico, que lo hacen muy interesante para su aplicacion
en la industria alimentaria.

Optimizacién de las condiciones de hidrdlisis

Conjuntamente con los azacares hemicelulésicos, en el medio de hidrolisis aparecen
diferentes compuestos de degradacion que pueden inhibir los procesos fermentativos
o limitar en gran medida los rendimientos y productividades que se podrian obtener
en ausencia de estos inhibidores (furfural, hidroximetilfurfural, etc.). Por este motivo,
para cada material lignoceluldsico es necesario optimizar las condiciones de hidrélisis,
de forma que se obtenga la mayor concentracion de aziicares posible pero, al mismo
tiempo, minimizando la concentracion de los productos que pueden resultar inhibidores
para el proceso fermentativo.

Cruz ef al. (2000a) determinaron la concentracitn de xilosa (el principal producto
de reaccion) y la de otros compuestos resultantes del proceso de hidrélisis (otros
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Figura 2. Esquema de aprovechamiento de la cascarilla de cebada
para la produccién de aditivos alimentarios
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azucares, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural) durante la etapa de prehidrolisis
de la cascarilla de cebada a una temperatura de 130°C y bajo diferentes condiciones
de operacion (tiempo de reaccidn y concentracion de acido sulfarico).

En la figura 3 se muestran las concentraciones de xilosa para las diferentes
condiciones de hidrolisis €nsayadas. Los resultados permiten observar que se alcan-
za una concentracion maxima de xilosa en tiempos de reaccion intermedios (entre
15 minutos y una hora) dependiendo de la concentracion de icido empleada. En
tiempos de reaccion prolongados, la concentracion de xilosa disminuye, ya que ésta
se involucra en diferentes reacciones de degradacidn, cuya cinética se ve
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incrementada a concentraciones de 4cido sulfirico crecientes. Inicialmente, el xilano
es transformado es xilosa, y posteriormente, si se deja continuar la reaccion, €sta €s
transformada en furfural y otros productos de degradacion. Asimismo, la concentra-
¢idn inicial de xilosa nos indica que parte del xilano ya ha reaccionado durante ¢l
periodo de calentamiento.

Figura 3. Concentraciones de xilosa para diferentes condiciones
de prehidrélisis (Cruz et al., 2000a)
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La concentracion méxima de xilosa, en torno a 35 g/L (correspondiente a 96% de
conversion del xilano susceptible de reaccionar) se obtiene a diferentes tiempos, de-
pendiendo de la concentracion de acido sulfurico empleada. Las condiciones dptimas
de hidrolisis pueden considerarse aproximadamente a 15 minutos de hidrolisis con
3% de acido sulfurico, ya que condiciones de hidrélisis mas severas conducen a la
disminucién en la concentracién de xilosa y al aumento de la concentracién de
inhibidores del proceso fermentativo.

En la tabla 3 se muestran las concentraciones de otros aziicares generados
durante el proceso de hidrélisis (glucosa y arabinosa) y de productos inhibidores de
la fermentacion (acido acético y furfural). Los azicares, tanto la glucosa como la
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arabinosa, siguen una cinética similar a la de la xilosa, si bien la glucosa no experi-
menta las reacciones de degradacién que sufre la xilosa en condiciones de hidrélisis
severas.

El acido acético liberado de los grupos acetilo aumenta gradualmente a medida
que lo hace la concentracion de 4cido. Para las condiciones que permiten obtener la
maxima concentracion de xilosa (130°C, 15 min) se obtienen 2.4 g de acido acético/L.
Estos valores estan cerca del limite de concentracion que causa efectos inhibitorios
en algunas levaduras, y demuestra que la concentracidn de acido acético condiciona
la susceptibilidad de los hidrolizados a la fermentacion.

El 4cido acético, que puede aparecer en concentraciones de hasta varios gra-
mos por litro en los hidrolizados, es el inhibidor més estudiado. Su efecto inhibidor
depende de la concentracion de su forma no disociada, que depende de la concen-
tracidn y del pH del medio. En pH acido, el acido acético puede difundirse dentro
del citoplasma celular, donde se disocia y baja el pH intracelular, provocando un
desequilibrio metabdlico que da lugar a un aumento en ¢l consumo de energia. La
sensibilidad de las levaduras al 4cido acético depende del microorganismo conside-
rado. Maiorella et al. (1983), empleando Saccharomyces cerevisiae, encontraron
86% de inhibicidn en el crecimiento celular, en medios que contenian 8.5 g de dcido
acético/L. Watson et al. (1984), trabajando con Pachysolen tannophilus, observa-
ron que concentraciones de acido acético superiores a 1.45 g/L inhibian fuertemente
la produccion de biomasa, y encontraron que €] efecto inhibidor se acentuaba a
medida que disminuia el valor del pH, debido al aumento en el nimero de moléculas
no disociadas. Se ha citado que concentraciones similares de acido acético (1.2 g/L)
son capaces de inhibir el crecimiento de Candida utilis (Hunkova y Fencl, 1977).
Phowchinda ef al. (1995), empleando Saccharomyces cerevisiae, observaron
una inhibicidon similar del crecimiento celular asociada a la presencia de acético.
En hidrolizados de madera de eucalipto que contenian 10.4 g de acido acético/L,
Ferrari ef al. (1992) s6lo obtuvieron 1.4 g de xilitol/L a partir de 36.1 g de xilosa/L
en 141 horas, mientras que, tras reducir la concentracién de acético hasta 7.5 g/L. por
un pretratamiento con resinas de intercambio anidnico, alcanzaron 2.4 g de xilitol/L a
partir de 35.1 g de xilosa/L..

La concentracién de furfural generado durante el proceso de hidrélisis por reac-
ciones de deshidratacion de las pentosas también se incrementa cuando lo hace la
severidad de las condiciones de hidrolisis. En las condiciones de hidrélisis dptimas
para la cascarilla de cebada, se obtienen concentraciones de 0.32 g de furfural/L. Ei
efecto inhibitorio del furfural varia en funcion del microorganismo considerado. Pichia
stipitis es una de las levaduras mas afectada por ia adicion de furfural. Por ejemplo,
en medios que contenian 0.5 g de furfural/L se redujo 25% el crecimiento celular,
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mientras que la presencia de 1 0 2 g de furfural/L lo redujeron 47 y 99% respectivamen-
te (Delgenes ef al. 1996). En el mismo sentido, Beck (1986) encontré que al aumentar
la concentracion de furfural en hidrolizados acidos de una madera duradesde 0.3a 1.1 g/L,
la levadura Pachysolen tannophylus pasaba de consumir 97% del sustrato a no con-
sumir nada del mismo; efectos simifares encontraron Palmqvist ef al. (1999) en medios
sintéticos sobre S. cerevisiae, en concentraciones de 5 g furfural/L. Las concentracio-
nes de 0.32 g de furfural/L encontradas en los hidrolizados de cascarilla de cebada no
provocan ningin efecto inhibitorio para la fermentacién a xilitol por medio de la levadu-
ra Debaryomyces hansenii.

La concentracion de hidroximetilfurural fue en todas las condiciones de hidrolisis
ensayadas para la cascarilla de cebada, inferior a 0.1 g/L, concentracion que no
causa ningun efecto inhibitorio sobre la fermentacion.

Produccion biotecnoldgica de xilitol

Elxilitol, de formula CH,OH(CHOH},CH,OH y peso molecular 152.15, es el pentitol
resultante de la reduccion de la xilosa. Se encuentra de forma natural y en pequefias
cantidades en muchas frutas y vegetales; también actiia como intermedio en el meta-
bolismo de los carbohidratos de mamiferos.

El xilitol presenta un poder edulcorante similar al de otros azicares, como la
sacarosa y la glucosa, pero a diferencia de éstos, presenta una ventaja: no reacciona
con los aminoacidos, lo que provoca un oscurecimiento (reaccidon de Maillard), asi
como una disminucién del valor biolégico de las proteinas. Debido a sus propiedades
presenta miltiples aplicaciones en el campo alimentario, por ejemplo se utilizaen la
fabricacién de yogures, fiambres, productos de pasteleria y panaderia, y bebidas de
bajo poder energético (Emodi, 1978; Pepper y Olinger, 1988).

El xilitol es un intermediario metab&lico de la fermentacion de la D-xilosa por las
levaduras, las cuales pueden convertir la D-xilosa en xilitol por medio de 1a enzima
xilosa reductasa, la cual es NAD(P)-dependiente (Héfer er al., 1971). Se han ensa-
vado diferentes levaduras para este propdsito, pero una de las mas utilizadas es la
levadura Debaryomyces hansenii (Girio et al., 1990, 1994, Heikkild ef al., 1991;
Parajo et al., 1995, 1996; Dominguez et al., 1997a, b: Cruz et a/.. 2000b).

Cruz y sus colaboradores (2000b), con ¢l objeto de obtener unos elevados ren-
dimientos y productividades en la conversion de xilosa a xilitol, realizaron una fer-
mentacion en continuo, con recirculacion de la levadura Debaryomyces hansenii,
empleando como alimentacién hidrolizados de cascarilla de cebada obtenidos ope-
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rando a 130°C, durante 15 minutos y con una concentracién de acido suifurico de 3%.
El hecho de aplicar un sistema de retencion de levaduras en la fermentacion en
continuo, permite disponer de altas concentraciones celulares en el medio de fermen-
tacién, con o cual se incrementan considerablemente las productividades.

En fermentaciones en continuo sin emplear el sistema de recirculacion de leva-
duras, se optimizé la velocidad de dilucidn y se obtuvo una productividad volumétri-
ca maxima de 0.60 g de xilitol/L-h para velocidad de dilucién de 0.048 h'. A esta
velocidad de dilucién se obtienen concentraciones de biomasa de tan sélo 3-4 g/l
debido al efecto de lavado que comienza a aparecer en dicha velocidad. Para evi-
tar tal efecto, Cruz y sus colaboradores (2000b) aplicaron un sistema de separacién
de células por membranas de ultrafiltracién, que permite la recirculacién de levadu-
ras al interior del fermentador; de esta forma obtuvieron concentraciones de biomasa
alrededor de 14 g/l a todas las velocidades de dilucion ensayadas. El empleo de
estos sistemas de recirculacion permite aumentar la productividad volumétrica de
xilitol a 2.53 g/L-h, a valores de dilucidn intermedios, entre 0.23 y .28 h”'. En la
figura 4 se muestra la concentracion de xilosa, xilitol, asi como las productividades
volumétricas para los estados estacionarios de las diferentes velocidades de dilu-
cion estudiadas.

Figura 4. Fermentacion en continuo de hidrolizados de cascarilla
de cebada con recirculacién de levaduras (Cruz ef al., 2000b)
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Aprovechamiento de la fraccion celulésica

Segln el esquema propuesto en la figura 2 para el aprovechamiento integral de la
cascarilla de cebada, una vez terminada la etapa de prehidrdlisis con 3% de acido
sulfirico a 130°C durante 15 minutos, y se separan los licores hemicelulosicos, cuya
utilizacion ha sido discutida en el apartado anterior, se obtiene un residuo sélido com-
puesto mayoritariamente por celulosa (47.7%) y lignina (43.7 %).

Para convertir este residuo solido en un sustrato adecuado para una etapa de
hidrélisis enziméatica que nos permita obtener disoluciones de giucosa susceptibles
de ser empleadas en procesos fermentativos, es necesario realizar previamente una
etapa de deslignificacion, que puede ser hecha por ejemplo, con NaQH. Este proce-
50 es necesario, debido a que la lignina forma una barrera fisica que impide el acceso
de las enzimas a la celulosa; de esta manera, la etapa de deslignificacién permite
incrementar la accesibilidad de las enzimas y, por tanto, aumentar los rendimientos
en glucosa y las velocidades de reaccion. El empleo de tratamientos de deslignificacion
alcalinos tiene beneficios colaterales, por ejemplo, provocar alteraciones en las ca-
racteristicas fisico-quimicas de la celulosa, tales como cristralinidad y area superfi-
cial, lo que incrementa la susceptibilidad de la celulosa hacia la hidrélisis enzimatica
(Gharpuray et al., 1983).

Optimizacion de la etapa de deslignifiacion

Moldes y colaboradores (2002) optimizaron las condiciones de operacion de la etapa
de deslignificacién, con NaOH, del residuo solido obtenido tras Ja prehidrolisis de la
cascarilla de cebada, comprobando sus efectos sobre la composicion y susceptibili-
dad a la hidrélisis enzimética de los residuos celuldsicos obtenidos. Estos autores
inicialmente llevaron a cabo una hidrélsisis enzimatica del residuo sélido, sin etapa de
deslignificacion, lo que comprobé que este sustrato mostraba una pobre susceptibili-
dad a la hidrélisis enzimatica, por o que se hizo imprescindible la realizacién de una
etapa de deslignificacién. Posteriormente optimizaron la temperatura, concentracion
de NaOH y tiempo de dicho proceso.

El contenido en celulosa se incrementa, a medida que lo hacen la temperatura y la
concentracion de NaOH, mientras que la duracién de los tratamientos apenas pre-
senta influencia alguna. En la figura 5 se muestra la dependencia del contenido en
celulosa de las muestras sobre la temperatura y la concentracién de NaOH para un
tratamiento de 35 minutos. Se puede comprobar que la deslignifiacion es mas drastica
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a medida que aumenta la temperatura de tratamiento, observandose que en las con-
diciones ensayadas mas severas (130°C, 10% de NaOH) se obtiene un residuo solido
con un contenido de hasta 86% de celulosa,lo que confirma la idoneidad de dicho
proceso alcalino de deslignificacién.

Los residuos s6lidos obtenidos tras las etapa deslignificacion muestran una ele-
vada susceptibilidad a la hidrélisis enzimatica con celulasas, resultando en porcen-
tajes de conversion de celulosa en glucosa entre 77.6 y 100% para todas las
condiciones de deslignificacion evaluadas. Cuando se combinan bajas temperatu-
ras de deslignificacion con tiempos de reaccién prolongados o con altas concentra-
ciones de NaOH, el porcentaje de conversion se incrementa significativamente,
hasta valores de 86.8%.

En la figura 6 se muestra la dependencia de la conversién de celulosa en gluco-
sa, con la temperatura y concentracion de NaQOH para un tratamiento de 35 minu-
tos, observandose un aumento importante de conversién cuando se incrementa la
temperatura desde 50°C a 100°C, con lo que se obtienen conversiones de 94-100%
a 100°C. En funcidn de estos resuftados, se pueden considerar como condiciones
adecuadas para conseguir la deslignificacién del residuo sélido obtenido tras la hidrélisis

Figura 5. Contenido en celulosa después de diferentes condiciones
de deslignificacion con NaOH (Moldes ef al., 2002)

TS TLAILSLS

U Ve OO,
AL

Y,

contenido en celulosa, %

[NaCH], %




APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

Figura 6. Porcentaje de conversion de celulosa en glucosa para diferentes
condiciones de deslignificaciéon con NaOH (Moldes et al., 2002)
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de la cascartlla de cebada, una concentracién de hidréxido sédico de 10% a 100°C
durante 160 minutos.

Sacarificacion y fermentacion simultanea para la obtencion
de dcido ldctico

El acido lactico (o 4cido 2-hidroxipropidnico), cuya férmula simplificadaes C.OH,,
presenta un amplio rango de aplicaciones; cabe destacar que mas de 50% del acido
lactico producido en el mundo se emplea en |a industria alimentaria como acidulante
y conservante de alimentos. 20% se usa en la produccion de esteaoril-2-lactilato,
utilizado como agente emulstonante y estabilizante; el porcentaje restante se emplea
en la industria quimica para la fabricacion de tintas, pinturas y disolventes de la indus-
tria textil, y en la industria farmacéutica, para la fabricacién de plasticos biodegrada-
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bles, destinados sobre todo a la fabricacién de prétesis, suturas y dispositivos de
dosificacién interna para usos médicos (Vick Roy, 1985).

Dentro del campo de la alimentacién, el acido lactico se emplea en casi cada
etapa de las industrias del sector (Chahal, 1989). En general, ¢l uso del acido lacti-
co se ve potenciado por su caracter natural (el consumidor no lo percibe como un
aditivo artificial, extrafio o poco saludable) y por su sabor acido, que no se sobre-
pone a otros mas sutiles. Esta Gltima caracteristica propicia una amplia utilizacién
como acidulante. También se emplea frecuentemente como conservante de ali-
mentos, al prevenir el crecimiento de Salmonella y Staphylococcus aureus en
productos fermentados perecederos como los de pasteleria y bolleria (Salminen y
Von Wright, 1993).

La aplicacién cuantitativamente mas importante de la fermentacion lactica en el
campo alimentario es la produccién y el procesamiento de derivados lacteos, princi-
palmente en la elaboracion de yogur (Salovaara, 1993), actividad industrial con mas
de medio siglo de experiencia (Salminen y Von Wright, 1993). Asi, bacterias como
Streptococcus thermophilus o Lactobacillus builgaricus provocan la desestabiliza-
cién de las micelas de caseina y su posterior coagulacion mediante fermentacién
lactica y sus procesos asociados (Ozen y Ozilgen, 1992). En la fabricacién de quesos,
a veces se prefiere la acidificacion con acido lactico a la acidificacion natural, para
evitar el riesgo de proliferacion de microorganismos no deseados que ésta Gltima
conlleva.

Adicionalmente, el Acido lactico se emplea como aditivo en productos alimentarios
tan diversos como vegetales, carne, pescado, legumbres, cereales, pasteleria y bebi-
das fermentadas, ambitos en los que contribuyen al aroma, seguridad e imagen del
producto (Salovaara, 1993).

Para la utilizacion del residuo celulésico obtenido tras la etapa deslignificacion, en
procesos fermentativos destinados a la obtencién de acido lactico, es necesaria una
etapa de hidrolisis enzimatica con celulasas, a fin de convertir la celulosa en glucosa,
la cual ya es asimilable por las bacterias lacticas.

Estas etapas de hidrolisis enzimatica y fermentacion pueden hacerse de modo
secuencial, o bien, puede realizarse en una tinica etapa la hidrélisis de Jos polisacaridos
y la fermentacion de los aziicares obtenidos a acido lactico. Este tltimo procedimien-
to, conocido en terminologia anglosajona como Simultaneous Saccharification and
Fermentation (ssF), resulta factible cuando las condiciones de operaciéon (funda-
mentalmente pH y temperatura) son compatibles para los dos procesos implicados
(sacarificacion y fermentacién), y cuando Ja inhibicion del enzima por el producto de
la fermentacién es moderada y deseablemente menor que la ejercida por los azica-
res generados en la hidrélisis enzimatica.
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Diversos autores han propuesto procesos de ssF para la produccion de acido lac-
tico a partir de distintos materiales celuldsicos. La tabla 4 recoge referencias sobre
este tema, asi como datos de parametros cinéticos de rendimiento, donde se observa
que, en general, la productividad total alcanzada promedia los 0.45 g/L-h.

Tabla 4. Datos de referencias bibliograficas sobre la producciéon
de Acido lictico a partir de distintos materiales celulésicos

Sustrato Bacteria rRes' | Qpt | Ypis' | T | pH |C,] Referencia
Zuros de maiz L. delbrium 5 0.47 79 50 (5 34.0 |Luoetal, 1997
Celulosa pura L. bulgaricus | ND? | 045 | 80 | 45 | § 62.0 | Vankatesh. 1997
Celulosa pura L. delbrueckii | ND? | 0.43 525| 45| 5 52.5 | Abe y Takagi.
1991

Papel de periddico | L. delbrueckii | ND? | 048 | 8l 45 | 4.7 | 24.0 | Abe y Takagi,
1991

Residuos de papel | L. delbrueckii 25 0.25 84 | 45| 5 25.5 | Schmidt ¥
Padukone, 1997

Hierba L. delbrueckii 25 046 | 100 46 | 5 15.0 | Chen y Lee, 1997

! REs: Actividad celuldsica {Upr/g), unidades de papel de filtro/g sustrato, Jp: productividad, g/L-h; Ip/s:
rendimiento en producto, %; T: temperatura, °C; C = concentracidn maxima de 4cido lactico, g/l
* Valores no especificados en los respectivos trabajos.

Las ventajas de la ssF con respecto a la sacarificacion y fermentacidn secuenciales
radican en la posibilidad de operarla en volimenes mas pequefios de reactor con
mayores velocidades de reaccion global, ya que se evita la inhibicién ejercida por los
productos de sacarificacion sobre los enzimas. En este sentido, Abe y Takagi (1991),
trabajando con celulosa pura y papel de periédico, encontraron que el tiempo de
operacion durante la ssF se reducia por un factor de 1.6 respecto al que corresponde-
ria a un esquema de operacidén donde la hidrdlisis y la fermentacion se llevasen a
cabo secuencialmente.

Ademas de los materiales celulésicos existen otras materias primas entre las que
destacan materiales amildceos que pueden utilizarse en procesos de sacarificacion y
fermentacion simultaneos (Tsai y Moon, 1998, Hofvendalhl er al., 1999). Asi, Linko y
Javanainen (1996) realizaron una ssr con Lactobacillus casei y a-amilasa, utilizando
como materia prima cebada, previamente sometida a un proceso de licuefaccion.
Mediante este procedimiento, las concentraciones de acido Jactico obtenidas después
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de 48 horas fueron de 140-162 g/L, con rendimientos en producto de 87-98%, en
funcidén de la concentracion inicial de sustrato.

Cabe destacar que al igual que ocurré con sistemas de cultivos puros, durante Ja
ssF se pueden acoplar etapas de recuperacion de producto mediante la transferencia
de 4cido lactico a otra fase. '

Para conseguir la conversion de la fraccidn celuldsica en acido lactico por medio
de la bacteria Lactobacillus rhamnosus es necesaria una hidrélisis enzimética de la
celulosa y una conversion posterior de la glucosa liberada en acido lactico. Si se
quiere llevar a cabo ambas etapas de forma simultinea mediante una ssF, es necesa-
rioc buscar condiciones de operacién que sean compatibles con ambos procesos
(sacarificacion y fermentacién). La temperatura 6ptima de las celulasas empleadas
para la etapa de hidrélisis enzimatica es 48.5°C, pero para hacer compatible las con-
diciones con hidrélisis junto con la temperatura 6ptima de fermentacién de la bacteria
Lactobacillus rhamnosus (41.5°C), la temperatura mas adecuada para la SsF es
45°C (Parajb et al., 1997).

Empleando residuo de papel como materia prima para la bioconversion a acido
lactico por ssF, se obtuvieron productividades de 0.54 g/L-h (Schmidt y Padukone, 1997).
Si se emplea Eucalyptus globulus como materia prima se pueden alcanzar productivi-
dades de 0.47 g/L-h (Moldes et al., 2000); en cambio si se emplea cascarilla de cebada
sometida a una etapa de prehidrélisis 4cida y posterior deslignificacion con NaOH, se
pueden alcanzar productividades de 1.25 g/L-h.

Obtencién de extractos antioxidantes a partir de productos
de degradacién lignina

Durante las etapas de prehidrolisis y deslignificacidn se forman compuestos de natu-
raleza polifendlica derivados de la degradacién de la lignina, los cuales pueden ser
recuperados mediante procesos de extraccion. Estos compuestos son susceptibles
de ser utilizados como antioxidantes y conservantes en alimentos.

El deterioro oxidativo de grasas y aceites en los alimentos es ¢l principal respon-
sable de los sabores y olores rancios, asi como de la reduccién del valor nutritivo y
seguridad debido a la formacion de productos secundarios y potencialmente téxicos.
Laadicion de antioxidantes permite preservar las propiedades organolépticas y evitar
la degradacion o destruccion de vitaminas. El butilhidroxianisol (8Ha), butilhidroxitolueno
(BHT), gallato de propilo (Gp) y terc-butil hidroquinona (18HQ) son los antioxidantes
sintéticos mas frecuentemente empleados para la conservacidn de alimentos. Los .
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tocoferoles también se emplean como antioxidantes alimentarios, pues su efectividad
es creciente para los alfa>beta>gamma>delta. Los estudios publicados sobre la posi-
ble toxicidad del sHa y 8HT, el elevado costo de fabricacidon y baja eficacia de los
tocoferoles, junto con la creciente concienciacién de los consumidores respecto a
cuestiones de seguridad y toxicidad alimentaria, ha favorecido el interés y la identifi-
cacion de antioxidantes alternativos y seguros de origen natural (Sherwin, 1990;
Wanasundara y Shahidi, 1998).

Diversos aspectos tecnoldgicos favorecen la sustitucion de los antioxidantes sin-
téticos por otros naturales, ya que éstos ofrecen ventajas en cuanto a la solubilidad en
aceite y agua, una proptedad de especial interés para las emulsiones, particularmente
entre las mas frecuentes en sistemas alimentarios; sin embargo, el origen natural de
los antioxidantes no garantiza su seguridad, por io que es necesaria la evaluacién de
su posible toxicidad.

La mayoria de los compuestos antioxidantes naturales son de origen vegetal, y
la mayoria de los que se han estudiado para su aplicacion en la industria alimentaria
son compuestos polifenélicos. El reino vegetal ofrece una gran variedad de com-
puestos de alto y bajo peso molecular con propiedades antioxidantes (Hagerman
et al., 1998).

La proteccion que frutas y vegetales proporcionan frente a ciertas enfermedades
ha sido atribuida a la presencia de antioxidantes, tales como vitamina C, vitamina E,
a-tocoferol, B-caroteno y compuestos polifenélicos (Aruoma, 1998; Abushita ef al.,
1997). Se ha demostrado que tos compuestos polifendlicos reducen la oxidacidn in
vitro de las lipoproteinas de baja densidad o low density lipoproteins (LbL) (Meyer
et al., 1998a); y especialmente, aquellos compuestos con multiples grupos hidroxiio
(Moon y Terao, 1998). Otras actividades fisiologicas de los antioxidantes naturales
incluyen actividad antibacteriana, antiviral, antimutagénica (Ikken ef al., 1999), antia-
lérgica (Noguchi et al., 1999), anticarcinogénica (Carrol et al., 1999; Kawaii et al.,
1999), inhibidora de!l incremento de |a presion arterial (Ito er al., 1998), antillcera
(Saito et af., 1998, Vilegas ef al., 1999} y anticariogénica (Tanabe et al., 1995). Otros
estudios han demostrado las propiedades antimicrobianas y antiflingicas de los ex-
tractos polifendlicos de Sempervivum L (Abram y Donko, 1999), de |a piel de patata
(Rodriguez de Sotillo e al., 1998), de la vainillina (Cerrutti e o/., 1997) y del humo
liquido (Estrada-Mufloz ez al., 1998).

Los residuos agricolas e industriales son una fuente atractiva de antioxidantes
naturales. Se han estudiado los residuos de piel de patata (Rodriguez de Sotillo et a/.,
1994), orujo de oliva (Sheabar y Neeman, 1988), alpechines (Visioli er al., 1999),
pepitas de uva (Gabrielska e al., 1997; Wulff, 1997; Saura-Calixto, 1998; Piefta et al.,
1998, Saint-Criq de Gaulejac ef al, 1999, Yamaguchi et al., 1999), asi como el
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bagazo de vino y pieles de uva (Larrauri et al., 1997, 1998; Meyer et al., 1998b). Se
han identificado distintos compuestos polifenélicos en sustratos, tales como bagazo
de manzana (Lu y Foo, 1997), semillas y pieles de citricos (Bocco ef al., 1998),
residuos de pulpa de zanahoria (Chen y Tang, 1998), hojas viejas de té¢ (Zandi y
Gordon, 1999), subproductos del coco (Azizah et al., 1999) y melazas de soya (Hosny
y Rosazza, 1999).

Para la extraccion de compuestos fendlicos presentes en la fase acuosa, tanto en
la obtenida tras la prehidrolisis con acido sulfurico como en la obtenida tras la etapa
de deslignificacion con NaOH, debe utilizarse un disolvente que extraiga la maxima
cantidad posible de compuestos de naturaleza fendlica y éstos deben presentar, a su
vez, una elevada capacidad antioxidante. Los disolventes apolares son los méas usa-
dos para la extraccion de compuestos féndlicos de medios acuosos. El acetato de
etilo es un disolvente muy adecuado por su polaridad, su baja solubilidad en agua y
porque puede ser utilizado en procesos alimentarios. Estudios previos han mostrado
una mayor efectividad (80%) en la recuperacion de la fraccion de lignina solubilizada
que la alcanzada por el dietil-éter (60%) (Cruz ef al., 1999; 2001). Segun estudios
llevados a cabo por Cruz y colaboradores (1999) la relacién liquido/liquido (expresa-
da como volumen de fase acuosa/volumen de disolvente) recomendada para la ex-
traccién es de 1/3 y la mezcla debe mantenerse con agitaciéon constante durante 15
minutos a temperatura ambiente.

Cruz et al. (2001) evaluaron la capacidad antioxidante y conservante de los
extractos obtenidos a partir de los licores hemiceluldsicos generados por prehidrolisis
4cida de diferentes materiales lignoceluldsicos. Haciendo la extraccion con acetato
de etilo en las condiciones de operacion anteriormente indicadas, comprobaron
que el mayor rendimiento de extraccion de los diferentes materiales lignocelulési-
cos ensayados corresponde a la cascarilla de cebada (0.042 g de extractos/g de
cascarilla de cebada), en comparacién con los 0.030 g de extractos/g de madera
de eucalipto, 0.021 g de extractos/g de zuros de maiz, y 0.022 g de extractos/g de
hojas de maiz.

Los extractos obtenidos a partir de los licores hemiceluldsicos de la cascarilla de
cebada pesentan una capacidad antioxidante, determinada como la capacidad de cap-
tacion del radical DFpi ligeramente superior a la que presenta el BHT. Si la actividad
antioxidante se determina como la capacidad de decoloracion de [3-caroteno en emul-
sioén con acido linoleico, se comprueba que la actividad antioxidante de los extractos
obtenidos a partir de la cebada es aproximadamente la mitad de la que presentan el
BHT o el BHA (Cruz et al., 2001). Estos mismos extractos, ademas de presentar una
elevada capacidad antioxidante, tienen una marcada actividad antimicrobiana, por lo
que presentan una concentraciéon minima inhibitoria de 5-10° - 10° ug/mL y una con-
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centracion minima bactericida de 5-10° — 5-10* ug/mL frente a un amplio espectro de
bacterias y levaduras.

En el esquema de aprovechamiento propuesto en este capitulo para la cascarilla
de cebada, no sélo se puede obtener extractos de naturaleza polifendlica a partir de
licores hemiceluldsicos, sino que también se pueden extraer los compuestos
polifendlicos presentes en los licores obtenidos tras la etapa de deslignificacion con
NaOH. En este caso, es recomendable acidificar el medio hasta pH 3 previamente
a la extraccién con acetato de etilo; de esta forma se obtiene un rendimiento de
extraccion de 0.1g/g de cascarilla de cebada y los extractos obtenidos presentan
una actividad antioxidante seis veces inferior a la que presenta el BHa pero el doble
de la que presenta el BHT, determinada como la capacidad de captacion del radical
DFPH.

Conclusiones

Mediante el esquema de aprovechamiento propuesto en este capitulo, a partir de
una materia prima de caracter residual, como es la cascarilla de cebada, se pueden
obtener diferentes aditivos alimentarios tales como: xilitol, a partir de la fraccion
hemiceluldsica, con rendimientos de 2.53 g/L-h mediante un proceso de fermenta-
cién en continuo con recirculacién de levaduras; acido lactico, a partir de la fraccidn
celuldsica, con rendimientos de 1.25 g/1.-h mediante un proceso de sacarificacion y
fermentacion simultanea (ssF); y extractos de naturaleza fendlica, a partir de los
productos de degradacion de la lignina, que presentan una elevada capacidad
antioxidante y antimicrobiana, y que por tanto, tienen una aplicacion potencial como
agentes antioxidantes y conservantes en alimentos.
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Metabolitos presentes en Stenocereus gummosus
(Engelm Gibson y Horak), y actividad bioldgica
de extractos metanolicos de tallo
Metabolites in Stenocereus gummosus (Engelm Gibson
y Horak) and Biological Activity of Methanolic Extracts
of Steam

Morales Rubio, M. E.’; Verde Star, J’; Oranday Cdrdenas, A.’;
Rivas Morales C.'; Cruz Vega, D. E*; Trevifio Nedavez, J F'

Resumen

Las cactaceas constituyen una de las familias vegetales mas utilizadas por el pueblo
mexicano; sus usos son sumamente diversos: sirven como bardas, como material de
construccioén para viviendas, como forraje para animales o como alimento para el hom-
bre. Pero también son uno de los recursos menos estudiados en lo que corresponde a
su composicidn quimica, ya que ademas tienen una funcién farmacéutica de manera
empirica. La pitaya agria (S. gummosus) es una cactacea que se encuentra en Baja
California y en la costa de Sonora. Esta especie presenta diversos usos en la medicina
tradicional para combatir algunas enfermedades como Ulceras y diversos tipos de
cancer. El objetivo del presente trabajo es identificar los metabolitos secundarios pre-
sentes en tatlos, y determinar 1a actividad bioldgica de los extractos metandlicos éstos.
Para el estudio fitoquimico, los tallos fueron molidos y se colocaron en solventes de
diferente polaridad para obtener los extractos. Posteriormente se realizaron las prue-

! Facuitad de Ciencias Biologicas, uanL, Ave. Pedro de Alba y Manuel Barragan s/n, Cd. Universi-
taria, C.P. 66451, Ap. Postal 67-F San Nicolas de los Garza, N.L. Tel: (81) 83-294110.
2 Centro de Investigaciones Biomédicas del Noreste, ivss. E-mail: mmorales]13@@hotmail.com
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bas coloridas y cromatograficas, a fin de identificar los posibles metabolitos presentes
en los tallos y frutos; para Ja actividad biolégica se realizo 1a prueba de letalidad con
Artemia salina, con extractos metanélicos de la planta. Los resultados del estudio
fitoquimico de los tallos indicaron la presencia de diversos compuestos como: esteroles,
carbohidratos, sesquiterpenlactonas, flavonas y alcaloides. La actividad bioldgica
con A. salina nos muestrauna DL, de 117.6 ug/ml. Se concluye que estos compuestos
pueden ser una alternativa para ser utilizados en la industria alimentaria, cosmetolégica
y farmacéutica.

Abstract

Cacataceae is a plant family with a wide use by Mexican population, their uses are
quite varied, as fences, building material, man’s food, and further more is one of the
resourses with a low knolwdege in its chemical composition. Almost all their species
have pharmaceutical uses in empirical way. S. gummosus (sour pitaya) it is a cacti
distributed mostly in Baja California and Sonora coast. This specie has many diverse
uses in traditional medicine against some disases as sores and some kinds of cancer.
The objetive in this'work was to analize secondary metabolites in steams and evalu-
ating biological activity of methanol extracts. Phytochemical analisis used grounded
steams and extracted with varied polarity solvents. Chromatographic and colored
test were performed to determine secondary metabolites in steam extracts. Lethality
Test with Artemia salina was used to determine biological activity. Phytochemical
study results of steam extracts show a varieted of compounds as sterols, carbohy-
drates, sesquiterpenlactones, flavones and alkaloids. Lethality Test with Arfemia
salina shows a 117.6 ug/ml DL_,. These compounds can be a possibility to be used in
food, pharmaceutical and cosmetologic industry.

Introduccion

as cactaceas constituyen una de las familias vegetales mas ampliamente utili-

zada por ¢l pueblo mexicano, con usos tan diversos como bardas naturales,
material de construccion de viviendas, forraje para animales o alimento para
el hombre. Atin asi, han sido poco estudiados en lo que corresponde a su composicion

quimica, ya que ademas tienen un importante uso farmacéutico de manera empirica.

Sintetizan dos tipos de metabolitos: los primarios, que son esenciales para su creci-

miento y desarrollo; entre ellos podemos mencionar a los 4cidos nucleicos, las protei-

nas, lipidos, etcétera; y los secundarios, que son aquellos especificos para ciertas

especies de plantas, en este grupo tenemos los flavonoides, alcaloides, aceites esen-

ciales, entre otros (Dominguez, X.A., 1973). Stenocereus gummosus (Engelm Gibson
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y Horak) Hlamada “pitaya agria” en la zona norte de México, es una cactacea carac-
teristica de Baja California y Sonora (figura 1). Su fruto de color rojo es apreciado
por su sabor agridulce (Anderson, 2001). Esta especie, por los metabolitos que pre-
senta, tiene diversos usos en la medicina tradicional para combatir algunas enferme-
dades como Qlceras y diversos tipos de cancer (Bravo y Sanchez-Mejorada, 1978; y
Bravo y Scheinvar, 1995).

El ensayo de letalidad de larvas de A. salina (Meyer, et al., 1982; Solis et al.,
1992) es un método estandarizado, barato, rapido y facil para busqueda y fracciona-
miento de extractos de plantas fisiologicamente activas, ademas de ser reconocido
por el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos. Con esta técnica se determi-
na la dosis letal media DL_ , la cual, si es menor de 1000 mg/L, es muy probable que
contenga uno o varios compuestos activos.

El objetivo del presente trabajo es identificar los metabolitos secundarios pre-
sentes en tallos, asi como la actividad bioldgica de los extractos metanélicos de los
Mismos.

Material y métodos

Material vegetativo: los tallos de S. gummosus fueron colectados en Baja Cali-
fornia Sur. Algunas muestras fueron depositadas en el Herbario de 1a Facultad de
Ciencias Biologicas de la uanL, donde se identificaron, registrandose con el folio
024186.

Extracto metandlico: los tallos frescos de S. gummosus se cortaron y molieron
para colocarlos en 150 ml de metanol y realizar una extraccién en frio (shaker). Una
vez obtenidos los extractos, se realizaron pruebas coloridas para la determinacion de
los grupos principales de metabolitos secundarios presentes.

Ensayo de letalidad de Artemia salina: (Meyer ef al., 1982; Solis et al., 1992).
Los huevecillos de 4. salina (PETMART, Brine Shrimp eggs, San Francisco Bay
Brand, iNC.) se mantuvieron en refrigeracion antes de su uso. Para su eclosion, los
huevecillos fueron incubados en agua de mar artificial, en un recipiente de plastico
dividido por una pared intermedia con un espacio en la parte baja de 2 mm; se
mantuvieron en condiciones de oscuridad y oxigenacion. Uno de los compartimentos
se mantuvo iluminado con una ldmpara de 20 watts. A las 24 horas los nauplios
fueron cambiados a otor recipiente con la ayuda de una micropipeta y mantenidos
en condiciones de oxigenacion y temperatura de 22-29 °C por 24 horas mas. En una
microplaca de 96 pozos fueron adicionados 100 uL. de la suspension de nauplios a
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cada pozo (aprox. 15) y se les adicioné 100 pl. de las diluciones de los extractos a
probar; las concentraciones probadas fueron 20, 60, 80 y 100 pg/mL. Como control
positivo se utilizo dicromato de potasio (400 ppm) y agua de mar como conirol nega-
tivo. 24 horas después de aplicados los extractos y con la ayuda de un microscopio
estereoscopico, se realizo el conteo de nauplios vivos por dosis. Utilizando el método
Probit se determiné la DL,

Resultados y discusiones

Los resultados de las pruebas coloridas indican la presencia de esteroles y triterpenos,
saponinas, alcaloides y flavonoides. En cuanto al bioensayo de letalidad de 4. safi-
na, el método Probit arrojé una DL  de 117.6 pg/mL, la cual, de acuerdo a lo

reportado por Meyer ef al. (1982) y Solis et al. (1992), indica la presencia de
principios activos.

Grifica de viabilidad, prueba Probit

ext met 8G
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Figura 1. Stenocereus gummosus
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Deteccion de organismos transgénicos en granos
y productos procesados
Molecular Detection of Geneticaly Modified
Food Products

Mendoza, A.*;: Cruz, M A.; Ferndndez, 5.; Salazar, E.L.

Resumen

Por medio del método basado en la reaccién en cadena de la polimerasa (pCR) para
detectar organismos genéticamente modificados (GMO) en cuatro tipos de productos
alimenticios de malz, se estudiaron oligonuclétidos especificos para el transgene p35S y
genes nativos de mafz. Los productos de maiz analizados fueron semillas de maiz, hari-
nas, tortillas y frituras. Los métodos mostraron un limite de deteccion de 0.1% (p/p) de
productos alimenticios genéticamente modificados. Observamos que la calidad del apn
es muy importante para una deteccién precisa de Gmos. Los datos muestran que el
método de pcr puede diferenciar un maiz genéticamente modificado de productos no
modificados. Los resultados de este estudio también revelan que los productos de maiz
comercializados son usualmente mezclados con diferentes tipos de mafz genéticamente
modificado, incluyendo aceites vegetales.

Abstract

To detect genetically modified (GM) in four types of maize products, a polymerase chain
reaction (PCR) assay was performed in this study by a polymerase chain reaction (pcr)
method. Primers specific for inserted genes and crop endogenous genes in maize were

* Centro de Biotecnologia Genémica-ien. Blvd. del Maestro, esq. Elias Pifia, Col. Narciso Mendoza.
Ciudad Reynosa, Tamaulipas, México. C.P. 88710. Tel. (899) 9243627, 9251656 0 9253996, ext.
87702 0 87703. -

e-mail: amendoza@mail.cbg.ipn.mx
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applied. Two pairs of primers, namely, 35S was used. The maize products analyzed were
maize seeds, flour, “tortilla” and “tortilla” chips. The method showed a limit of detection
for samples containing 0.1% (w/w) of oM food products. We found that with our method
we were able to isolate a high oNa quality from all the samples. We observed that the
quality of the DNA is very important in a precise M detection. Poor pia extraction could
lead a wrong oMo detection. The data further revealed that the rcrk method could
sufficiently differentiate oM maize from non-Gm products. The results of this study also
reveal that marketed maize products are usually mixed with different types of GM-maize,

Introduccion

desarrollo de plantas para la produccidén de alimentos, fibras, forestales y

otros productos. Antes de los afios noventa practicamente no habia cultivos
genéticamente modificados en campo. El primer organismo genéticamente modifica-
do (6mo) fue un cultivo de tomate, el cual salié al mercado en 1994 (1). Los GMos
pueden ser definidos como organismos cuyo material genético o genoma (ADN) ha
sido modificado por la tecnologia del AbN recombinante. No obstante, la situacién ha
cambiado dramaticamente: el drea global cultivada de transgénicos o cultivos
genéticamente modificados estimada en 2001 fue de alrededor de 52.6 millones de
hectareas en 13 estados (2). Después de la introduccién del primer Gmo comercial, el
uso de especies de cultivos transgénicos aumento rapidamente a mas de 40 millones
de hectareas alrededor de todo el mundo, aproximadamente 4% del total de areas
cultivables a nivel mundial (1).

La adicidn de genes foraneos a plantas genéticamente modificadas ha sido utiliza-
da para producir nuevas proteinas que les confieren tolerancia a plagas y enfermeda-
des y recientemente, para mejorar ¢l perfil quimico de los productos procesados, por
ejemplo aceites vegetales. En la Unidén Europea y otras regiones, el uso de esta
tecnologia, la consecuente liberacion de GMos en el ambiente y la subsecuente
comercializacidon de productos alimenticios derivados de oGM estan estrictamente re-
gulados (2, 3,6). |

La reaccién en cadena de la polimerasa (pCR) es ampliamente utilizada en mu-
chos campos para detectar cantidades pequefias de ADN en forma muy especifica.
Varios sistemas de pCR han sido descritos para diferentes aplicaciones en control
de alimentos, por ejemplo: la identificacion de especies en carne (1,4), productos
pesqueros (5,9), componentes alimenticios (10-13), y la deteccidn de omos, tales
como tomate, soyay maiz (8,13). Para la deteccién de Gmo pueden ser distinguidos

I a biotecnologia aplicada en la agricultura ha abierto nuevos caminos en el
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dos diferentes tipos de sistemas de pcr: los métodos experimentales y [as pruebas
especificas. , '

Los métodos experimentales utilizados no son especificos para un GmMo en parti-
cular pero detectan etementos cominmente usados en ingenieria genética, tales como
los genes promotores o terminadores, por ejemplo: el promotor 355 del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV) o el terminador NOS de Agrobacterium tumefaciens
(12). La pcR proporciona una herramienta confiable para identificar GMo contenido en
alimento, y por tanto, para controlar las regulaciones concernientes al etiquetado de
los alimentos que contengan oMo (12).

Las previsiones legales son diferentes para GmMos y para alimentos provenientes de
aMo. Un ejemplo de tal discrepancia es la existencia del umbral minimo para el eti-
quetado de un producto alimenticio que no contenga una parte detectable, por ¢jem-
plo, en el etiquetado de granos M.

La tlamada regulacion del umbral especifica que los alimentos comestibles de-
ben ser etiquetados cuando el material derivado de estos productos genéticamente
modificados estd presente en los ingredientes alimenticios en proporcién superior a
1% de los ingredientes de alimentos individualmente considerados (5, 7).

Ese limite se refleja en el nivel de los ingredientes, por tanto, si un producto sale
positivo después de los métodos experimentales, estos ingredientes deben ser cuantifi-
cados respectivamente mediante una prueba para determinar si contiene mas o menos
de 1% de organismos genéticamente modificados. La deteccion de transgenes y/o sus
productos puede llegar a ser dificil cuando son procesados y altamente refinados, como
el almidon, azicar o aceites vegetales. Un producto alimenticio pudo haber estado bajo
un complejo procesamiento hasta el punto en que los ingredientes con origen potencial
de GMOs ya no son detectables. La necesidad de monitorear y verificar la presenciay la
cantidad de Gmo en cultivos agricolas y en los productos derivados ha generado una
demanda de métodos analiticos capaces de detectar, identificar y cuantificar ApN intro-
ducido o proteinas expresadas en plantas transgénicas, debido a que esos componentes
son considerados constituyentes fundamentales (9, 10, 13).

En este estudio se describe el desarrollo y evaluacion de un sistema de deteccion
de transgénicos basado en la pcr, por medio de la deteccion del promotor 358 y del
terminador rnos. El presente método permite la posibilidad de comprobar los limites’
para la deteccion de GMO en plantas o productos alimenticios del maiz. La principal
veniaja de este método de investigacion es la posibilidad de detectar 90% de las
plantas 6M por medio de éste. Nuestros resultados mostraron limites maximos de
GMos en productos alimenticios detectados asi como el contenido de Gmos en una
muestra alimenticia.
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Materiales y métodos
Productos alimenticios

En el presente estudio se emplearon cuatro tipos de productos alimenticios prove-
nientes de! maiz: semillas, harina, tortillas y productos altamente procesados, tales
como frituras. El control positivo utilizado fue una muestra denominada GM-maiz Bt-
176 (Monsanto, Co. St. Luis, Mo., usa).

Extraccion del ADN gendomico
&g

El ap~ fue aislado a partir de 4 gr de grano o de harina de maiz, utilizando un
estuche comercial de la marca Wizard (Promega, Madison, W1, EU) segin las
instrucciones del fabricante. La extraccion del ADN gendmico a partir de tortillas y
frituras fue desarrollada por una serie extracciones a base de fenol/cloroformo/octanol
(25:24:1) después de la precipitacion de las proteinas.

Se tomé en cuenta la separacion cuidadosa entre el aDN y los contaminantes
presentes en muestras tales como aceites vegetales o frituras. La cuantificacién
correcta puede ser obstaculizada debido a que ¢l ADN gendmico de alimentos proce-
sados frecuentemente estd degradado y éste no migra como una zona definida en
geles de agarosa.

Amplificacion y deteccion

En este estudio se utilizd un sistema de pcr multiplex denominado Affin I de Biosmart
(Bern, Suiza) que tiene la capacidad de detectar los genes de maiz, soya y del promo-
tor 35S. Este método hace una deteccidn confiable de GMos y garantiza una sensibi-
lidad altamente reproductiva de 0.5% (>95%) para el promotor 358S. El sistema de
PCR detecta maiz (zeina), soya (lectina) y al promotor 358, simultaneamente. Ade-
mas, este método incluye un control interno que indica fallas en la pcr debido a
inhibidores, por tanto, no pueden ser amplificados falsos negativos.

Para el mastermix de la primera pck multiplex del Ailin I se utilizaron: 400ng
de apN templado (5ml), control interno (Sml), 40 m| de mastermix (10 mM dNTPs,
2.5 mM MgCl) y 10mM de primers para zeina, lectina y para el promotor 35S, y
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una unidad de la Taqg AoN polimerasa en un volumen final de 50 ml. La reaccion fue
incubada bajo el siguiente programa: desnaturalizacion inicial 2 95°C por 3 minutos,
seguido por 40 ciclos de amplificacién; con incubaciones a 95°C por 1 minuto, 60°C .
por | minuto y a 72°C por 1 minuto. La sintesis fue completada por una incubacién
final de 72°C por 10 minutos. Para la pcr anidada (segunda pcr) se tomé | mide la
primera reaccion de pcr adicionandole 49 ml del mastermix. El segundo programa
fue igual al descrito anteriormente. Los productos de prcr fueron visualizados en
geles de electroforesis, como se menciond antes.

Figura 1. Extraccién del pNa genémico a partir de harina (H),
tortilla (T), grano (G) y frituras (F)

HIHITI TI T2 T2 G1 Gt

Resultados y discusion

Nuestro método demostrd una exitosa extraccion de AbN de granos, productos pri-
marios (harina), productos secundarios (tortilla) y en productos industrializados
(frituras). Como lo muestra la figura 1, la calidad de apn es adecuada para el
analisis de pCR, es muy importante mencionar que €l ADN aislado de tortillas o frituras

goza de alta calidad.
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Figura 2. Productos amplificados por pcr a partir de tortilla (T),
harina (4) y grano (G).
Linea +: Es el control positivo, M: Marcador 100pb.
Los carriles H1 y G1 muestran amplificacién del promotor 35S

CTMTIT2TZT3IT3HI G1+M
e SR LN R e L R

Es importante sefialar que cuando intentamos extraer el ADN a partir de frituras,
advertimos la importancia de eliminar cualquier resto de 4cidos grasos presentes en
la mezcla de extraccion. Nuestra experiencia alerta que estos productos de desecho
obstruyen la sensibilidad de la rcr multiplex (datos no mostrados). La presencia del
promotor 35S en las muestras de granos (G) y harina (H) (figura 2) indican que éstos
fueron contaminados con material transgénico por la presencia del promotor 358S. Sin
embargo, las muestras de tortilla no mostraron ninguna evidencia de material
transgénico desde que el promotor 35S no amplificé en ninguna de las muestras y en
las tres veces que [a pcr anidada fue realizada para incrementar el nivel de confiabilidad.

Cuando el apn extraido de frituras fue analizado bajo la pcr anidada, no encontra-
mos la presencia del promotor 35S (figura 3).

La reproductibilidad de estos resultados fue obtenida en tres reacciones indepen-
dientes de pcr anidada. Asi, podemos confiar en que este producto comercial esta
libre de cualquier material transgénico.

Conclusiones

Se establecié un método molecular para analizar la presencia de GMos, basado en el
método de la pcr anidada. 400 ng de ADN gendmico en la PCR proporcionan un limite
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Figura 3. Productos de pcr amplificados a partir de frituras (r),
control negativo (C) y el control positivo (+)
La flecha indica la amplificacién del promotor 358

de sensibilidad de 0.1% de material posiblemente contaminado. El método de la pcr
para la deteccién de organismos genéticamente modificados concuerda con el siste-
ma oficial para la deteccién de GMO propuesto por la FDA.
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Caracterizacion fisica, bioquimica y funcional
de granulos de almidén de amaranto
Physical, Biochemical and Functional Characterization
of Amaranth Starch Granules

Bello-Perez, L. A.'; Chavez-Guerrero, L.2; Baldénzar-Cortez, A.F';
Muiéz-Sandoval, E.?: Terrones, M.; Barba de la Rasa, A .P**

Resumen

El almidén es el principal carbohidrato de reserva sintetizado por las plantas superio-
res y es utilizado en diversas industrias como la alimentaria y farmacéutica. La princi-
pal fuente de obtencién de almidén es el maiz, un grano basico para muchos paises de
América Latina, por lo que es de gran importancia buscar nuevas alternativas para el
aislamiento de este polisacarido, ya que en la industria existe demanda de almidones
con nuevas propiedades funcionales. El grano de amaranto contiene los granulos de
almidén mas pequefios conocidos (1 a 3 um), estan formados por aproximadamente 98
a 99% de amilopectina, sin embargo pocos estudios han reportado sobre sus propie-
dades, por lo que el objetivo del presente trabajo es purificar el almiddn de amaranto y
estudiar sus caracteristicas fisico-quimicas, funcionales y bioquimicas. El aimidon de
amaranto (Amaranthus hypochondriacus) fue extraido con solucidén de acetato de
sodio y cloruro de mercurio. Los grénulos fueron observados por Microscopia Elec-
tronica de Barrido (MEB) y las caracteristicas estructurales fueron determinadas por
Microscopia de Fuerza Atémica (Mra). La funcionalidad se determind por Reologia
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Dinamica y Calorimetria Diferencial de Barrido (psc). Finalmente {as proteinas enlaza-
das al granulo de almidon fueron caracterizadas por electroforesis bidimensional. Con
estos resultados resattamos ¢l uso potencial de los aimidones de amaranto, asi como la
caracterizacion de las enzimas responsables de su biosintesis.

Abstract

Starch is the main polysaccharide of reserve synthesized by superior plants and is
used in different industries as foods and pharmaceuticals. Corn has been the main
source of starch, but this is a basic grain consumed in many Latin-American countries,
for that, is of great interest to find new sources for isolation of this pelysaccharide,
besides there is an increased demand for new starches with new functional properties.
Amaranth starch granules have the smallest granules known in nature (1 to 3 pm).
They are formed with approximately 98-99% amylopectin, however, few is known about
their properties. The main objective of this work has been the isolation of amaranth
starch granules in order to study physical, chemical, biochemical and functional prop-
erties. Starch Amaranth (4maranthus hypochondriacus) has been extracted with so-
dium acetate and mercury chloride solution. Size and morphology was determined with
Scanning Electron Microscopy (sEM) and Atomic Force Microscopy (amv). The func-
tionality was determined by Dynamic Rheology and Differential Scanning Calorimetry
(psc). Finally, the proteins bonded to the starch granules were characterized using
two-dimensional electrophoresis. With these results, we are trying to get more knowled-
ge on amaranth starch granule structure, functionality and the enzymes responsible
for their biosynthesis, those data could be the basis for the design of new starch
granules with new novel functional properties.

Introduccion

I almidon es el principal componente en la dieta de todas fas poblaciones, su

uso se ha incrementado debido a la tendencia de mejorar los habitos alimenti-
cios, esto es, comer mas polimeros en lugar de azicares refinados. Sin em-

bargo, el principal propésito de la utilizacién de almiddn en alimentos es mas bien
funcional que nutricional. Este biopolimero constituye un excelente material para
modificar |a textura y consistencia de los alimentos, siendo importante tanto la canti-
dad como el tipo de almidén. Las fuentes principales de almidén son las plantas
superiores: cereales (40 a 90% del peso seco), tubérculos (65 a 85%) v leguminosas
(30 a 75%); en algunas frutas como el platano y el mango en su estado verde o
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inmaduro, los contenidos de almidon alcanzan hasta 70% en base seca (Lépez et al.,
1994; Guilbot y Mercier, 1985; Bello-Pérez y Paredes-Lopez, 1999).

La produccion mundial de almidén en el periodo 1995-1996 fue de 4.3 millones de
toneladas, de las cuales 75% fue de maiz y 5% de papa (Marchal, 1997). En Estados
Unidos se produjeron 3.65 millones de toneladas de almidén, principalmente a partir
de maiz, de las cuales se utilizé 22% en la industria de alimentos ( Alexander, 1999).
El uso de almidén es bastante amplio en las diversas industrias como la farmacéuti-
ca, quimica y alimentaria. Debido a que el maiz es en muchos paises de América
Latina (principalmente en México) un grano bésico para la alimentacion humana, es
de gran importancia encontrar nuevas fuentes de estos biopolimeros; aunado a esto,
las diversas industrias demandan almidones con nuevas o diferentes propiedades
funcionales.

Amaranto

La diversificacion de cultivos para la produccion de alimentos depende del rapido cre-
cimiento de la planta, la tolerancia a estrés hidrico y su uso como alimento para huma-
nos y animales (Spehar y Teixeira, 2003); de ahi el interés en la produccion de grano de
amaranto, ya que ésta es una de las pocas especies vegetales con el potencial para
convertirse en una importante fuente de alimento en el mundo. Amaranthaceae es una
familia que comprende mas de 60 géneros (Nas, 1984) y alrededor de 800 especies de
plantas anuales o perennes, aunque algunas de ellas son consideradas como maleza
(Mapes et al, 1996). Existe una amplia variabilidad en las diferentes especies del
género y solo tres de ellas son cultivadas debido a que producen inflorescencias reple-
tas de semillas. Las especies de grano de amaranto Amaranthus hipochondriacus y
A. cruentus son cultivadas en México y Guatemala, en tanto que la 4. caudatus es
cultivada en Pert (Teutonico y Knorr, 1985). Los granos de amaranto son muy peque-
fios (1.1 mm de ancho por 1.4 mm de largo). El germen tiene forma circular con la
puata de la raiz tocando la punta de los cotiledones (figura 1a) que se encuentran en la
planta formando panojas coloridas como las del sorgo (Paredes-Lopez et al., 1990).
Las proteinas de amaranto contienen un mejor balance de aminos 4cidos esenciales,
poseen mayor contenido de lisina que los cereales y mayor contenido de metionina,
aminoacido deficiente en leguminosas. Otra ventaja de las proteinas de amaranto es
que pueden ser usadas en dietas especiales libres de gluten. _

Las semillas de amaranto poseen una sola capa de testa que esta asociada al
perispermo, excepto en la region del germen donde se encuentra unida a grandes

57



SMON Josias TELLEZ, MA. GuaDpaLUPE BusTos Y GonzaLo VELAZQUEZ

Figura 1. Estructura general (a) y corte transversal
del grano de amaranto (b).
pC=procambium, P=perispermo; c=cotidelones

a b

células gruesas del endospermo (figura 1b). El tejido principal de aimacenamiento es
el perispermo compuesto de células del parénquima llenas de granulos de almidon de
forma polihédrica (Paredes-Lopez ef al., 1990).

Grci_nulos de almidon

Oftro constituyente principal de granos y semillas es el almidén, organizado en parti-
culas discretas conocidas como granulos; la morfologia, composicién quimica y es-
tructura supermolecular (arreglo relativo de las macromoléculas en el estado sélido)
son caracteristicas de cada especie. El almiddn tiene gran importancia tecnolégica y
nutricional, ya que este polisacarido, aislado de diversas fuentes, es utilizado como
ingrediente en industrias como la de alimentos, donde confieren propiedades funcio-
nales como son: capacidad de retencién de agua, viscosidad y formacién de pastas o
geles, entre otras. Por otro lado, el almidén es el principal carbohidrato en la dieta
humana y el que suministra ¢l mayor nimero de calorias. La funcionalidad del almi-
dén se debe a sus dos constituyentes principales, la amilosa y 1a amilopectina; en un
almidén clasificado como normal, la proporcion aproximada es de 30% de amilosa y
70% de amilopectina; sin embargo, se han encontrado almidones que contienen una
alta proporcién de amilosa (de 98 a 99%), y se les conoce como almidones cerosos o
waxys. El almidén de amaranto cae dentro de esta categoria, por lo que ha cobrado

importancia ya que es uno de los almidones que per se cuenta con esta caracteristica
(Wilhelm ez al., 2002).
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Extraccion de almidon de amaranto

Los granulos de almidon de amaranto estudiados provienen de harinas de dos varie-
dades de Amaranthus hypochondriacus; una variedad comercial (Nutrisol) y otra
variedad que ha sido obtenida para adaptarse a suelos aridos de la region de San Luis
Potosi, la cual es denominada variedad criolla. Los granulos de almidén intactos se
obtuvieron utilizando solucién de acetato de sodio 0.02 M (pH 6.5), con sales de
cloruro de mercurio (0.01 M) en una relacion solucion de remojo: harina de 2:1 (v/v)
a 5°C por 24 horas. La solucion se criba en malla de 40, 100 y 200, y se lava con agua
destilada. La suspension se deja decantar por 24 horas a 4°C. Después, el precipitado
se resuspende en una solucién de NaCl 0.1 M:tolueno (7:1 v/v) y se mantiene en
agitacién durante toda Ja noche. La muestra es centrifugada a 4000 rpm/15 minutos,
desechando el sobrenadante. El s6lido se resuspende y se repite la agitacion con la
mezcla de NaCl 0. [ :tolueno (7:1 v/v). El almidon se deja a medio ambiente durante 12
horas para eliminar residuos de tolueno y después en estufa a 40°C por 24 horas
{(Lopez et al., 1994).

Caracterizacion fisica

La Microscopfa Electrénica de Barrido (MEB) es una herramienta muy utilizada para
estudiar la superficie de materiales. Con ella se puede observar de manera cualitativa
que los granulos de almidon en el amaranto son de forma irregular con dimensiones
de ~1.0 a 3.0 pm (figura 24). Actualmente la Microscopia de Fuerza Atdmica (MFa)
es una herramienta poderosa en el estudio de la ultraestructura de granulos de almi-
dén (Ridout et al., 2004). La mra consta de una punta que se mueve sobre la super-
ficie de inspeccidon detectando variaciones de alturas o composicion mediante las
fuerzas de interaccion de los dtomos de las muestras y los de la punta. Sobre la punta
incide un haz de laser que se reflgja hacia un fotodetector. La mFa tiene la posibilidad
de trabajar en el modo contacteo en el que la punta se encuentra a unos nandmetros de
distancia de la superficte y realiza movimientos paralelos a la misma; en el modo
intermitente (tapping) la punta realiza movimientos verticales a [a muestra, de ma-
nera que se acerca y se aleja de la superficie (vibracién). El almidén de amaranto
observado al Mra de topografia de modo intermitente, confirma la forma irregular y
dimensiones observados por {a Mes (figura 2b). Sin embargo, usando la Mra hemos
podido observar con mas detalle y de manera cuantitativa la estructura externa, ad-
virtiendo las uniones entre ellos (figura 2¢) y pequefios orificios sobre su superficie de
aproximadamente 300 nm de largo por 150 nm de ancho (figura 2d).
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Los pequeiios orificios encontrados sobre la superficie de granulos de almidon de
otras fuentes se han descrito como canales formados por proteinas y fosfoliptdos
que conectan la cavidad interior con la superficie externa, existiendo una correla-
cién entre la densidad de canales y la susceptibilidad a la digestién por amilasas
(Gibbon ef al., 2003). Se ha reportado que los granulos de almidon de amaranto son
digeridos por glucoamilasas alrededor de cinco veces mas rapido que los de maiz, y
que después de 3 horas de incubacion el almidén se degrada casi completamente
(lkawa et al., 1981; Barba de 1a Rosa et al., 1989), por lo que estos canales observa-
dos en el almidon de amaranto son parte importante en el proceso de degradacion,

Figura 2. Granulos de almidén de amaranto observados por Micrescopia
Electronica de Barrido (@) y por Microscopia de Fuerza Atomica (5-d).

Por otro lado, se ha descrito que los enzimas responsables de la biosintesis de los
granulos de almidén estan firmemente enlazadas a ellos y son los responsables de la
morfologia y tamafio. En la figura 3a, el MFa de contacto permite observar microparticulas
en la superficie del granulo, las cuales podrian ser proteinas de reserva contaminantes
durante el proceso de extraccion o proteinas que estin mas firmemente enlazadas a los
granulos. Sin embargo, al hacer un pequefic lavado de éstos con agua y al ser observa-
dos en MeB (figura 3b) se observa mas claramente como estén firmemente enlazados a
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la superficie. Un hecho interesante es que en estos granulos hinchados con agua y
observados por MFA de modo intermitente para obtener las diferencias de fases (figuras
3¢, d), se han podido observar dos tipos de zonas: una lisa homogénea y otra amorfa. Es
conocido que los granulos de almidon son sintetizados formando capas concéntricas
lfamadas anillos de crecimiento, amorfos y cristalinos (Baker ez al., 2001; Ridout e1 al.,
2004), asi que las diferentes zonas observadas en el almidon de amaranto podrian ser
resultado de la formacion de estos anillos.

, Figura 3. Granulo de almidén de amaranto observado
por Microscopio Optico (4), Microscopia Electrénica de Barrido (4),
y por Microscopia de Fuerza Atémica (c,d).

Estudios funcionales de almidones de amaranto

Meétodo viscoeldstico dindamico
Se prepararon dispersiones con almidén comercial y de amaranto al 10% (p/v) de

solidos totales y se analizaron en un Reémetro (TA Instruments, modelo AR1000-N),
con un sistema de placas paralelas (la placa superior con terminado rugoso sand-
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blasted), con un diametro de 40 mm, un espesor de muestra de | mm, y una velocidad
de calentamiento y enfriamiento de 2.5 °C/min. En la figura 4, se presenta la cinética de
calentamiento-coccidn-enfriamiento, cinética de gelificacidn, donde se observa ¢l
cambio que sufre el médulo de almacenamiento, G’, con un aumento en sus vajores
conforme se presenta la gelatinizacion del almiddn. Se encontraron diferencias enire
las muestras estudiadas, siendo las viscosidades mas bajas que las de almidén de
maiz, como se reportd en trabajos anteriores (Paredes-Lopez et af., 1990).

L.os barridos de frecuencia obtenidos durante la segunda etapa (90 °C) (figura 5a),
mostraron un aumento en los valores de G’ con respecto a la primera etapa; los valores
cambiaron de magnitud pasando de una escala de 0.001-10 (grafica no mostrada) a 10-
1000 Pa en la segunda etapa. Esto se debe a que a esta temperatura los granulos de
almidon aumentan la captacion de agua en el sistema con un hinchamiento de éste, y
como consecuencia, los valores se incrementan. En la figura 5b se muestra el compor-
tamiento para el barrido de frecuencia durante la tercera etapa (25 °C). El intervalo de
(G’ se incrementa ligeramente para los casos de los almidones de amaranto, siendo el

Figura 4. Cinética de gelificacién de los almidones de maiz comercial,
amaranto comercial y una variedad de amaranto criolle
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Figura 5. Médulo de almacenamiento de los almidones de maiz comercial,
amaranto comercial y una variedad de amaranto criollo, en una cinética
de calentamiento-enfriamiento, midiendo a: (a) 90°C y (§) 25 °C,
en un barrido de frecuencia.
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almidén de amaranto comercial un sistema mas flexible que el almidén.de amaranto
criollo, con respecto a la segunda etapa; en el caso del almidén de maiz el cambio es

mas notorio.

En ambos experimentos, el almidon de maiz comercial muestra valores de G’
mayores que los del almidon de amaranto comercial y éstos, a su vez, que los de
almidén de amaranto criollo. Esto sugiere que los valores de (G’ mas altos durante la
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etapa de formacion del gel son consecuencia del desarrollo de una estructura mas
compacta en el almidén de maiz comparada con los almidones de amaranto. La can-
tidad de amilosa presente en el almiddn es la responsable de conformar el gel; en el
caso de los almidones de amaranto el contenido de amilosa es de s6lo 1%, por lo que
no es posible la formacién de un gel verdadero, de ahi este comportamiento.

En la figura 6 se presentan los valores de Tan 6 para la segunda y tercera etapa,
respectivamente; en la segunda etapa (etapa de gelatinizacion, figura 5a) no se pre-
sent6 una diferencia entre fos distintos almidones estudiados, pues la proporcidn entre
G’y G es muy similar para las muestras estudiadas; sin embargo en la figura 5b, los
valores del almidén comercial fueron menores a los de almidones de amaranto. De
acuerdo a la descripcion que se ha reportado (Lopez ef al., 1994), esto se debe a que
el almidén de maiz conforma un gel constituido con polimeros cristalinos (valores de
Tan 8 = 0.1), mientras que los almidones de amaranto conforman un sistema con
polimeros principalmente amorfos (Tan 3> 0.1).

Analisis térmico

Las propiedades térmicas del almidén son medidas utilizando un calorimetro diferen-
cial de barrido (1A — Instruments, modelo 2010, New Castle, EU), utilizando el méto-
do propuesto por Paredes-Lopez y colaboradores (1994). La temperatura de inicio
(Ti), temperatura de gelatinizacion (Tp), temperatura final (Tf), y la entalpia (AH) son
obtenidas directamente del analisis del software Ta Instrument OS/2, versién 2.1,

Los almidones de amaranto presentaron temperaturas de gelatinizacion muy si-
milares (71.3 y 72.8°C), con valores de entalpia de 4.8 y 4.5 j/g, pero no se presento
una diferencia significativa en estos parametros analizados. Cuando estos valores
fueron comparados con un almidén normal de maiz, éste Gltimo mostré una tempera-
tura de gelatinizacion de 73°C, la cual es ligeramente mayor que la determinada en
los almidones de amaranto; en el caso de la entalpia, 1a del almidén de maiz fue de
13.1 j/g; la diferencia con los almidones de amaranto podria estar relacionada con el
contenido de amilosa y ain mas con la estructura molecular de la amilopectina (Bello-
Pérez ef al., 1998a y 1998b) presente en estos dos tipos de almidones.

Estudios bioquimicos de los granulos de almidén

La presencia de proteinas en la superficie de los canales posibilita la hipdtesis sobre
su importancia en la biosintesis del granulo y su papel como formadoras de canales o
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Figura 6. Tangente de delta de los almidones de maiz comercial, amaranto
comercial y una variedad de amaranto criollo, en una cinética
de calentamiento-enfriamiento, midiendo a: (@) 90°C y (b) 25°C,

en un barrido de frecuencia
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microtiibulos dentro del granulo y, por tanto, de la morfologia de estos granulos. En trigo
se han reportado dos tipos de proteinas enlazadas a los granulos (sGp): sGp-140 y sGp-
145 que estdn activamente involucradas en la produccion de amilosa y amilopectina.
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sGp-140 esta formada por polipéptidos de 60, 80, 92, 100 y 115 kDa (Peng ef al.,
2000). Proteinas de 60 kDa, denominadas GBSssI, son necesarias para la sintesis de
amilasa y no afectan significativamente el tamafio o estructura de los granulos. Sin
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embargo, la ausencia de otra proteina denominada ssu es responsable de la deforma-
cion de granulos grandes y de la produccidén de almidon con alta capacidad de enlazar
yodo (Yamamori, 1998). En el chicharo se han reportado polipéptidos de 77 kDa de
almidén sintasa, asi como isoformas de 60 y 59 kDa (Edwards ez al., 1996), aun asi,
a la fecha no hay trabajos conclusivos sobre la actividad de los enzimas que sintetizan
los granuios de aimidon.

' La proteémica ha abierto un gran campo de estudio en la caracterizacion de las
proteinas que se encuentran enlazadas a los granulos de almidon, las cuales rigen la
estructura y cristalinidad (Benmoussa ez al., 2004); por tal motivo, empleando las
herramientas de proteémica hemos obtenido el patrén bidimensional de las proteinas
enlazadas a los granulos de almidon. Las proteinas totales de granulos de almidén
fueron extraidas con buffer de hidratacion (8M urea, 2% CHAPS, 2.8 mg/m| DTT y
0.5% anfolinas) y separadas por punto isoeléctrico en tiras de 7 ¢cm en un rango de
pH de 3-10. La segunda dimension fue corrida en geles de poliacrilamidaal 15% y los
geles fueron tefiidos con Sypro-Ruby. En la figura 8 se muestra el patrén bidimensional
en donde se han detectado alrededor de 650 manchas. Aplicando la caracterizacién
por MALDI-TOF podremos tener una caracterizacion mas clara del tipo de proteinas
presentes en los granulos de almiddn.

Con estudios protedmicos se han podido determinar los cambios en el patrén de
proteinas en las lineas de maizQrm {Gibbon et al., 2003), también se ha utilizado para
detectar enzimas en los procesos metabdlicos de endospermos almidonosos de ce-
reales (Wong et al., 2003). Otro aspecto importante que ha tenido un gran avance en
el estudio protedmico ha sido el control de calidad de proteinas residuales en almido-
nes de trigo; pequefias contaminaciones por gliadinas y glutelinas pueden ser criticos
para alimentos administrados a pacientes celiacos (Dupont ef al., 2004). Ademas,
caracterizar el tipo de enzimas enlazados a los granulos de almidén serd una informa-
cion valiosa necesaria en los trabajos de manipulacion de su biosintesis, y con ello se
podran obtener almidones que presenten cierta estructura, y por tanto, ciertas propie-
dades funcionales.

Apoyados en tecnologias de punta como la Microscopia de Fuerza Atémica y en
la proteémica, entre otras novedosas técnicas, se podra obtener mayor informacion
estructural de los granulos de almidén de amaranto. Esto se aportara las herramien-
tas necesarias para disefiar [a biosintesis de nuevos almidones y en un futuro, aplican-

do la nanotecnologia, se podran generar nuevos materiales nanoestructurados (Jiang
et al., 2004).
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Figura 8. Separacion bidimensional de proteinas enlazadas
a los granulos de almidén de amaranto

pl
kDa >

50 — ™
407
3077
20—+t~ -

Wd

15—"

107

Bibliografia

Alexander, R.J. (1999), “Starches used in paper”, Cereal Foods World., 44: 372-380.

Baker, A.A.; Miles, M.J.; Helbert, W. (2001), “Internal structure of the starch granule
revealed by arm”, Carbohy. Res., 330: 249-256,

Barba de la Rosa, A.P.; Paredes-Lopez, O.; Carabez-Trejo, A.; Ordorica-Falomir,
C.A. (1989), “Enzymatic hydrolysis of amaranth flour-differential scanning
calorimetry and scanning electron microscopy studies™, Starch/Starke, 41(11):
424-428.

Bello-Pérez, L.A.; Paredes-Lopez, O. (1999), “El almidén: lo comemos pero no lo
conocemos”, Revista de la Academia Mexicana de Ciencias, 50: 29-30.

; Colonna, P.; Roger, P.; Paredes-Lépez, O. (1998a), “Macromolecular
features of amaranth starch”, Cereal Chem., 75(4): 395-402.

— ; Roger, P; Baud, B.; Colonna, P. (1998b), “Macromolecular features of
starches determined by aqueous high-performance size exclusion
chromatography”, J. Cereal Sci., 27: 267-278.

67



SiMon Josias TELLEzZ, MA. GUADALUPE BUSTOS ¥ GONZALO VELAZQUEZ

Benmoussa, M.; Hammaker, B.R.; BeMiller, J.N. (2004), “Proteomic approach for
identification of corn starch granule channel proteins™, Abstract 47002, Plant
Biology Congress, 24-28 julio, Orlando, Fl.

Dupont, FEM.; Venserl, W.; Hurkman, W.; Lopez, R.; Tanaka, C.; Kasarda, D.D.
(2004), “Proteomic comparison of surface proteins from four commercial wheat
starch preparations”, dbstract 294, AAcc Meeting: 138-139.

Edwards, A.; Marshall, J.; Denyer, K.; Sidebottom, Ch.; Visser, R. GF Martin, C
Smith, A. M (1996), “vadenoe that a 77-kilodalton protein from the starch of pea
embryos is an isoform of starch synthase that is both soluble and granule bound”,
Plant Physiol., 112: 89-97.

Gibbon, B.C.; Wang, X_; Larkins, B.A. (2003), “Altered starch structure is associated
with endosperm modification in quality protein maize”, PNAS 100: 15429-15334.

Guilbot, A.; Mercier, C. (1985), “Starch”, en Aspinall, O.(ed.), The polysaccharides,
Nueva York, Academic Press, 209-282.

Ikawa, Y.; Glover, D.V.; lida, M.; Takaya, J.; Fuwa, H. (1981), “Properties of resi-
dual starches of sugary-2 and sugary 2-opaque (Zea mays L.) following amylase
hydrolysis”, Starch/Stérke, 33: 230-233.

Jiang, K.; Schadler, L.S.; Siegel, R.W.; Zhang, X.; Zhang, H.; Terrones, M. (2004),
“Protein immobilization on carbon nanotubes via a two-step process of dirmide-
activated amidation”, J. Mater. Chem., 14: 37-39,

Lépez, M.G.; Bello-Pérez, L.A.; Paredes-Lopez, O. (1994), “Amaranth
carbohydrates”, en Paredes-Loépez, Octavio (ed.), Amaranth: Biology, Chemistry,
and Technology, Boca Ratén, Florida, crc Press, 107-131.

Marchal, L. (1997), Enzymatic starch conversion: background in HRA. Starches
& hydrolizates: A word wide review of manufactures & producnon EU, Prairie
Village.

Mapes, C.; Caballero, J.; Espitia, E.; Bye, R. (1996), “Morphophysiological variation in
some Mexican species of vegetable Amaranthus: Evolutionary tendencies under
domestication”, Journal of Genetic Resources and Crop Evolution, 43: 283-290.

National Academy of Sciences (Nas) (1984), “Amaranth modern prospects for an
ancient crop”, Nat. Acad, Sci., Washington, D.C. -

Paredes-Lopez, O.; Barba de la Rosa, A P.; Hernandez-Lopez, D.; Carabez-Trejo,
A. (1990), Amaranto. Caracteristicas alimentarias y aprovechamiento agroin-
dustrial, Secretaria General de 1a Organizacion de los Estados Americanos, Pro-
grama Regional de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico, Washinton, D.C.

Peng, M.; Gao, M.; Baga, M.; Huel, P.; Chibbar, R.N. (2000), “Starch-branching
enzymes preferentially associated with A-Type starch granules in wheat
endosperm”, Plant Physiol., 124: 265-272.

68



APROVECHAMIENTQ BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

Spehar, C.R.; Teixeira, D.L. (2003), “Amaranto Brs Alegria: alternative para diversi-
ficar os sistemas de producao”, Pesq. Agropec. Bras., 38(5): 659-663.

Ridout, M.J.; Parker, M.L.; Hedley, C.L.; Bogracheva, T.Y.; Morris, V.J. (2004),
“Atomic force microscopy of pea starch: origins of image contrast”, Biomacrol.,
5:1519-1527.

Teutonico, R.A.; Knorr, D. (1985), “Amaranth: Composition, properties and applications
of a rediscovered food crop”, Food Technology, 39: 49.

Wilhelm, E.; Aberle, T.; Burchard, W.; Landers, R. (2002), “Peculiarities of aqueous
amaranth starch suspensions”, Biomacromol., 3: 17-26.

Wong, J.H.; Balmer, Y.; Cai, N.; Tanaka, C.K.; Vensel, W.H.; Hurkman, WJ_;
Buchanan, B.B. (2003), “Unraveling thioredoxin-linked metabolic processes of
cereal starchy endosperm using proteomics”, FEBS Lets., 547: 151-156.

Yamamori, Y. (1998), “Selection of wheat lacking a putative enzyme for starch
synthesis, SGP-17, en Slinkdrd, A. (ed.), Proceedings of the 9" International
wheat genetics symposium, vol. 4, Canada, University Extension Presss, University
of Saskatchewan, Saskatoon: 300-302,

69






Produccién de sustratos para la alimentacion
de rumiantes por fermentaciéon en medio sélido
de residuos agroindustriales
Production of Substrates for the Feeding of Rumiantes
by in the Middle Solid Fermentation of Agro-industrial
Remainders

Oriiz-Tovar, G.; Lopez-Miranda, J.; Cerrillo-Soto, A.,
Favela-Torres, E.; Soto-Cruz, O.*

Resumen

En Durango, México, los residuos mas abundantes son: rastrojo de maiz, pajas de frijo!
y avena, y residuos de manzana. La fermentacion en medio sélido es un proceso por
medio de] cual los microorganismas crecen sobre sustratos sélidos en ausencia de
agua libre. Por otra parte, la produccion de gas in vitro es la téenica mas sencilla y
rapida para evaluar el potencial de utilizacién de sustratos como alimento de rumian-
tes, de acuerdo con el procedimiento de Orskov. En el presente trabajo se utilizaron
Trichaderma harzianum y Phanaerochaete chysosporium, cultivados sobre paja de
frijol, paja de avena, rastrojo de maiz, bagazo de manzanra y bagazo de maguey, por
separado y combinados. Se midié la produccién de gas in vitro antes y después del
tratamiento como una medida indirecta de la digestibilidad. Los resultados prelimina-
res indican, hasta ahora, que no se ha logrado incrementar la digestibilidad de los
sustratos en forma significativa,

* Departamento de ingenieria Quimica y Bioquimica, Instituto Tecnolégico de Durango, Blvd.
Felipe Pescador 1830 Ote, 34080, Durango, Dgo. Tel./Fax: 818 5402, E-mail: soto@@itdurango.edu.mx
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Abstract

In Durango, Mexico, the most abundant residues are maize strubble, bean and oat
straws and apple pomace. Solid substrate fermentation is a process in which the
microorganisms grow on solid substrates into free water absence. On the other hand,
the in vitro gas production is the simplest and fastest technique to evaluate the
potential of use of substrates for ruminant-fed using the procedure of Orskov. In the
present work, Trichoderma harzianum and Phanaerochaete chysosporium were
cultivated on straw of frijol, oats straw, maize strubble, apple pomace and residues of
mezcal agave, separately and combined. The gas production was measured in vitro,
before and after the treatment, like an indirect measurement of the digestibility. The
preliminary results indicated no significant increase in the digestibility of the substrates.

Introduccion

n el contexto de la produccion vegetal, el concepto estricto de residuo agrico-

la se aplica a la fraccion o fracciones de un cultivo que no constituyen la

cosecha propiamente dicha y a aquella parte de la cosecha que no cumple
con los requisitos de calidad minima para ser comercializada como tal. También son
residuos agricolas los subproductos de origen vegetal generados por las industrias de
transformacién agricola (Manterola, 1999).

El rasirojo de maiz es, por mucho, el residuo agricola mas abundante en Durango,
aunque también se generan cantidades importantes de otros residuos, como las pajas
de frijol y avena. En cuanto a los residuos provenientes de cultivos perennes, los
residuos de manzana son los mas abundantes. Mas de 90% de los residuos genera-
dos en el estado se obtienen en el ciclo primavera-verano, es decir, la disponibilidad
de residuos se concentra durante los meses de junio a octubre, principalmente. Los
residuos son utilizados en su mayor parte para dos propositos: fertilizacién de la mis-
ma tierra donde se obtuvo el cultivo principal (que es lo mas comin) y suplementacion
de la alimentacién animal.

La fermentacion en medio sélido (FMs) ha sido definida como un proceso por
medio del cual los microorganismos crecen sobre sustratos sélidos en la ausencia de
agua libre (Robinson y Nigam, 2003; Lonsane, et af., 1985; Sargantis, 1993). Actual-
mente, los procesos de FMs se han enfocado en biorremediacidn y biodegradacién de
compuestos peligrosos, detoxificacion bioldgica de residuos agroindustriales; biotrans-
formacién de cultivos y residuos de las cosechas para el enriquecimiento nutricional,
y la obtencidn de productos con valor agregado, tales como metabolitos secundarios
(antibidticos, alcaloides, factores de crecimiento para las plantas) enzimas, 4cidos
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organicos, biopesticidas, biosurfactantes, biocombustibles, compuestos aromaticos,
etcétera. Muchas bacterias, hongos y levaduras son capaces de crecer sobre sustratos
solidos, y por ello encuentran aplicacién en los procesos de Fms. Entre estos
microorganismos, los hongos filamentosos son los mejor adaptados a estos procesos
y dominan en las investigaciones realizadas alrededor del mundo (Mitchel, 1992).

En general, los sustratos para la FMs son productos de Ja agricultura o subpro-
ductos de la agroindustria (Raimbault, 1998), pero esto hace dificil |a caracteriza-
ci6n completa de los materiales y la reproducibilidad del experimento (Robinson y
Nigam, 2003). La bioconversion de desechos agricolas por hongos en alimentos y
productos Gtiles, es uno de los aspectos relevantes en biotecnologia para el desarrollo
sustentable, €l cual ya tiene gran impacto y se predice que éste seguird aumentando
(Singh et al., 1996).

Por otra parte, la produccién de gas in vitro es la técnica mas sencilla para eva-
luar el potencial de utilizacion de sustratos para la alimentacion de rumiantes. En ella,
las muestras de los sustratos en estudio se incuban con liquido de rumen en jeringas
de vidrio calibradas. La produccion de gas se registra (cada tres horas) durante
96 horas, y apartir de los datos obtenidos, los parametros de produccion de gas se
generaran de acuerdo con el procedimiento de Orskov (Menke ef a/., 1979; Menke y
Steingass, 1988).

El objetivo del trabajo es determinar, a nivel laboratorio, el grado de modificacion
de los residuos agroindustriales con relacion a pruebas in vifro.

Materiales y métodos

Microorganismo. Se utilizaron los hongos filamentosos Trichoderma harzianum
(celulolitico) y Phanaerochaete chysosporium (ligninolitico). Las cepas fueron con-
servadas en tubos inclinados con medio papa-dextrosa-agar (ppa) a 4°C hasta su
utilizacion.

Residuos agroindustriales. Se emplearon como soporte-sustrato los siguientes
residuos agroindustriales: paja de frijol, paja de avena, rastrojo de maiz, bagazo de
manzana y bagazo de maguey.

Produccion de inéculo. Se propagd en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50
mL de medio pDa, incubadas a 30°C durante siete dias. Una vez que los cultivos
esporularon, se adicionaron 30 mL de Tween 80 (0.05%v/v), se resuspendieron las
esporas con un agitador magnético y se determiné la concentracion de esporas en la
suspensién con una cidmara de Neubauer.
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Medios de cultivo. Los medios utilizados en este trabajo fueron los residuos
agroindustriales ya mencionados, los cuales fueron hidratados hasta un 70% de hu-
medad usando el medio Mandels, el cual tiene la siguiente composicién (por litro):
urea, 0.3 g; (NH,),80,, 1.4 g; KH,PO,, 2.0 g; CaCl,»2 H,O, 0.4 g; MgSO,7H,0,
0.3 g; peptona de caseina, 0.75 g; extracto de levadura, 0.25 g; FeSO,*7H,0, 5 mg;
MnSO+4H,0, 1.6 mg; ZnSO,*7H,0, 1.4 mg y CoCl,»6H,0 20, mg.

Fermentacidn en medio sélido. Se utilizaron dos series de matraces Erlenmeyer
de 250 mL, los cuales se esterilizaron a 120°C durante 30 minutos. Posteriormente se
inocularon con una suspension de esporas para tener 2 por 107esporas/g de sustrato
seco y humedad de 70%. Se incubaron a 30°C dentro de una camara con atmésfera
‘hiimeda. Después de siete dias de incubacidn, se retiraron los sustratos fermentados
de los matraces y se secaron a 60 °C durante 24 horas.

Produccion de gas in vitro, Se pesaron muestras de 200 mg (MS) de los sustra-
tos sin tratamiento y sustratos tratados por fermentacion en medio sélido, y se
colocaron dentro de jeringas de vidrio de 100 ml calibradas (Menke et al.. 1979;
Menke y Staingass, 1988). Se incluyeron dos blancos (saliva artificial + solucion
reductora + inoculo) colocados uno al principio y otro al final de cada serie de
jeringas, asi como una muestra control de produccion conocida de gas (heno de
alfalfa) para corregir las posibles variaciones entre series. Las jeringas, a las cua-
les se les incorporé el alimento a evaluar, se incubaron a una temperatura de 39°C
en bafto Maria con agitacion, y se utilizo una cubierta de plexiglas para mantener
las jeringas en posicidn vertical. Este procedimiento se realizé 24 horas antes de
inocular las muestras. Para la preparacion de saliva artificial se colocd en un ma-
traz de fondo plano una solucidén compuesta por agua destilada, solucion buffer,
solucion de microminerales, solucién de macrominerales y solucién resazurina. El
matraz y la saliva artificial se calentaron en bafio Maria a 39°C y se afiadio la
solucion reductora compuesta de agua destilada, hidréxido de sodio y sulfito de
sodio. Se colocd en la solucidn un agitador magnético para mezclar de forma suave
y constante. Al mismo tiempo, se hizo burbujear CO, dentro de la solucion hasta
que el color azul de la solucidn cambid a color rosa y después, la solucién se tornd
incolora. Estos cambios de coloracidn son indicativos de una correcta preparacidn
de ta solucién reductora (Keir y @rskov, 2000). El liquido ruminal empleado como
inoculo se obtuvo de dos borregos fistulados de rumen mantenidos en confinamien-
to y alimentados con heno de alfalfa. El liquido ruminal se colecté mediante un
sistema de vacio operado manualmente con un colador de acero inoxidable en un
extremo y se filtro a través de seis capas de gasa; enseguida se mezcld con la
solucion de saliva artificial en proporcidn 1:2 (Keir y @rskov, 2000). El tubo alimen-
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tador de CO, utilizado durante la preparacion de la saliva artificial se colocé por
encima de la mezcla de saliva artificial: liquido ruminal para proporcionar una at-
mosfera libre de O,. Inmediatamente después, se procedi6 a dosificar 30 ml de
solucion en cada jeringa mediante un dosificador automatico (Keir y @rskov, 2000).
Las lecturas de produccion de gas se realizaron a las 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72 y 96
horas. La produccion de gas resultante a las 96 horas de incubacion, es la produc-
cion acumulada de cada tiempo de medicidn. Para facilitar la manipulacién de las
jeringas, cuando la acumulacién de gas fue superior a 50 ml, entre tiempos de
incubacioén, el gas producido se eliminé tantas veces como fue necesario.

Andlisis estadistico. L.os datos de produccion de gas in vitro se ajustaron, me-
diante el procedimiento PROC NLIN de 5as (1997), y se utilizo un modelo no lineal pro-
puesto por Orskov y McDonald (1979):

p=atb(l-e™
Donde:

p = Produccién de gas al tiempo (t).

a = Gas producido (ml) por la fermentacion instantanea de |a fraccion soluble del
alimento.

b = Gas producido (ml) por la fermentacion de la fraccién insoluble, pero de lenta
fermentacton.

¢ = Tasa constante de produccién de gas.

Resultados y discusion

La figura | muestra la tasa de produccion de gas (ml/gMS/h) para bagazo de man-
zana. De acuerdo con Mould (2002, comunicacion personal) los picos de produc-
cion de gas indicarian, por una parte, 1a produccidn de gas proveniente de sustratos
solubles y rapidamente fermentables; por otra parte, un pico de produccion origina-
do por la fermentacion de material mas lentamente fermentable. No se observé
diferencia estadisticamente significativa en la produccién de gas en ninguno de los
sustratos. En la tabla | se muestran los parametros de produccién de gas in vitro de
los residuos agroindustriales tratados y no tratados por rums, definidos por la ecua-
cion de @rskov.
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En general, no se observa diferencia significativa en los parametros de la ecua-
cidon de Orskov, lo que, aunado a la falta de diferencia significativa en la tasa de
produccién de gas, indica que la fermentacion en medio sélido no modifico la
degradabilidad de los sustratos empleados, al menos en cuanto al volumen de gas
producido. Sin embargo, es necesario realizar otras pruebas in vitro (como determi-
nacion del perfil de acidos grasos volatiles en las jeringas de produccion de gas) que
permitirian obtener una conclusion soportada en la calidad del gas producido. La
realizacidn de lo anterior es importante antes de aventurarse a practicar pruebas in
situ, que son mas costosas en tiempo y recursos materiales. Villas Béas y colabora-
dores (2003) reportan 8.2% de incremento en la digestibilidad de residuos de manza-
na por Fms con Candida utilisK (celulolitico) y Pleurtus ostreatus (ligninolitico), por
lo que se han reportado resultados positivos con una estrategia similar a la implementada
en el presente trabajo.

Figura 1. Produccién de gas acumulado en bagazo de manzana
sin tratamiento (S/T) y tratado por rMs con T. harzianum (T1)
y con P. chysosporium (T2)

—¢— B.Manzana S/T
—— B Manzana T1
—i— B.Manzana T2

mLgas/ gMS /h

0 16 32 48 64 80 96

Tiempo de incubacion

(h)
Conclusiones

Los resultados obtenidos hasta ¢l momento no permiten concluir sobre ¢l efecto de la
FMs en la degradabilidad de sustratos,
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Perspectivas

Se determinara el perfil de 4cidos grasos volatiles, ademas de la produccidn de gas in
vitro, para tener mejores elementos de analisis. Asimismo, se realizaran analisis de
contenido de celulosa, lignina, proteina y grasa, antes y después de la Fms.

Tabla 1. Pardametros de produccién de gas in vitro de sustratos
sin tratamiento (S/T) y tratados por FMs con I, harzianum (T1)
y con P chysosporium (T2).

Residuo de: a b o
Frijol 8.1722* 60.607* 0.0518°
Frijol T1 -5.1506° 59.882: 0.0331»
Frijol T2 £.6740p 60.644* 0.0301°
Avena S/T . 23412 63.6332 0.0502°
Avena T1 : -3.6332 66.219* 0.0384°
Avena T2 -4.976° 63.370° 0.0449°
Maiz S/T -8.881* 79.089° 0.03062
MaizT1 -7.841° 80.1542 0.0207*
Maiz T2 -1.519 63.577° 0.03332
Manzana S/T 36100 61.674 0.0972
Manzana T} 287 48.589%° 0.0747%
Manzana T2’ 6486* 54.054° 0.0684"
Maguey S/T 4.5531° 54.188° 0.0681"
Maguey T1 34211 53291 0.0521®
Maguey T2 -3.6503b 51.250° 0.0600°

ab.c Valores con diferente literal dentro de columnas, difieren (P<0.05).

a= Gas producido (m!/200mg ms) por la fermentacion instantédnea de la frac-
cion soluble del alimento,

b= Gas producido (ml/200mg ms)por la fermentacién de la fraccion insoluble,
pero de lenta fermentacidn,

¢= Tasa constante de produccion de gas (h').
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Hidrdlisis 4cida de la inulina de Agave americana para
12 obtencion de mostos fermentables ricos en fructosa
Acid Hydrolysis of Inulin from Agave americana to Obtain
Fermentable Solutions Rich in Fructose

Gémez Ayala, R.C.*; Ramirez de Ledn, J.A.';
Jacques-Herndndez, C.°; Vdzquez Vizquez, M."

Resumen

En Tamaulipas, el agave, principalmente la especie Agave americana, se utiliza para la
obtencién de mostos fermentables ricos en fructosa que, mediante fermentaciones
naturales o inducidas con levaduras, permiten la obtencion de alcohol. Este proceso
se realiza de manera tradicional e involucra cocciones a fuego lento de hasta 72 horas.
Actalmente se est4 desarrollando un proyecto para mejorar el proceso de produccién
de mostos fermentables a partir de Agave americana; asimismo se estan disefiando
sistemas de coceién a presion pata disminuir el tiempo del proceso. El objetivo de este
irabajo fue evaluar el tiempo de hidrélisis de la inulina de Agave americana para
obtener soluciones con una concentracidn maximade fructosa y minima de furfural. Se
realizé un disefio factorial incompleto de segundo orden. Las variables estudiadas
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fueron concentracion de acido fosférico (0, 0.5 y 19), temperatura {80, 100 y 120 °C)
y tiempo de hidrdlisis (30, 90 v 150 min). Los resultados mostraron que la concentra-
cién maxima de fructosa (11.2 g/1.) se obtiene aplicando 80°C, 1% acido fosféricoy 90
minutos de hidrolisis.

Abstract

In Tamaulipas (Mexico), the agave, mainly the species Agave americana is used to
obtain high fructose fermentable solutions that by natural or induced fermentations
with yeasts allows to obtain alcohol. This process is traditional and involves cooking
up to 72 hours using mild heating. Nowadays, works to improve the process of
fermentable must production from Agave americana and studying the use of autocla-
ve cooking systems to decrease the processing time are conducting. The aim of our
work was to evaluate the hydrolysis time of the inulin from Agave americana to obtain
solutions with a maximurn concentration of fructose and minimum of furfural. A second
order, incomplete, factorial design was performed. The variables studied was phosphoric
acid concentration (0, 0,5 and 1%), temperature (80, 100 and 120°C) and process time
(30, 90 and 150 min). The results showed a maximum concentration of fructose (11.2 g/
L) using 80°C, | % phosphoric acid and 90 min of hydrolysis. '

Introduccion

tre la que destaca el cultivo de agave. El agave o maguey tiene muchos usos,

pero el mas importante es la produccién de bebidas alcohodlicas. El mezcal
(la bebida alcohdlica que mds se produce en Tamaulipas) es una bebida destilada
producida a partir del agave o maguey mezcalero. Las diferencias basicas con el
tequila estriban en las especies utilizadas en su elaboracion y en la forma artesanal
o semiartesanal de obtencion de mezcal, Ante el Instituto Mexicano de la Propiedad
Industrial se han propuesto once municipios para obtener la denominacién de origen
del mezcal, de los cuales ya se han aceptado ocho de Tamaulipas (Burgos, San
Carlos, San Nicolas, Miquihuana, Jaumave, Bustamante, Palmillas y Tula), asi como
de otros estados de la Repiblica: Guerrero, Oaxaca, Durango, San Luis Potosi y
Zacatecas,

En la actualidad la elaboraciéon de mezcal resulta atractiva debido a las altas
cotizaciones y a la gran demanda que este producto ha alcanzado en los mercados
nacionales e internacionales. Sin embargo, hay factores que limitan su elabora-
cién, tales como la materia prima, los elevados costos de produccion, la falta de

E | estado de Tamaulipas cuenta con ura amplia diversidad agroecolégica, en-
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tecnologia apropiada, la carencia de asesoria técnica y la comercializacion defi-
ciente.

El Agave americana tiene un papel muy importante en el estado de Tamaulipas,
debido a que esta especie es usada en la produccion de mezcal en la zona (Jacques-
Hernandez, 2002). La mayor parte de la pifia del agave esta compuesta por inulina,
un carbohidrato ramificado que actiia como fuente de reserva de energia (Franck y
De Leenher, 2000; Mancilla y Lépez, 2002).

La inulina es la fructosana més difundida (contiene mas de 30 unidades de D-fructosa);
su hidrdlisis total produce, ademas de fructosa, de 5 a 6% de moléculas de glucosa
que se encuentran en los extremos de la cadena (Badui, 1993). Este carbohidrato
también se encuentra presente en tubérculos y raices de dalias, alcachofas y diente
de ledn (Murray ef al., 2001).

Entre las funciones de la inulina, ademAs de actuar como carbohidrato de reserva,
se encuentra la de ser crioprotector y regulador osmético. En lugares donde hay
sequia la inulina se concentra en las raices de las plantas mientras que en las hojas
permanece ausente; en ambientes frios la inulina es degradada a moléculas de fructosa
y glucosa (Franck y De Leenher, 2000).

La utilizacion de la inulina en los agaves es diferente, puesto que este carbohidrato
es utilizado como fuente de energia durante el crecimiento de la inflorescencia. Los
diferentes grados de ramificacién que se encuentran en la inulina de distintas fuentes
trae consigo un gran beneficio, ya que al tener una mayor cantidad de puntos de
ramificacion la inulina se puede hidrolizar mas rapidamente para la produccion de
energia (Mathews y Van Holde, 1995).

Durante la produccion de mezcal, la inulina se hidroliza total o parcialmente para
producir principalmente fructosa (Mancilla y Lopez, 2000). Esta se somete a fermen-
tacion alcohdlica por microorganismos y mediante destilacidn del mosto se produce
mezcal. La inulina también puede utilizarse como aditivo alimentario, por su funcién
como fibra dietética soluble (Franck y De Leenher, 2000; Niness, 1999; Taper y
Roberfroid, 1999). '

Los usos del agave son diversos, por eso debe de analizarse el mercado para
cada uno de ellos para que, una vez obtenido el producto, se tenga la certeza de
venderlo. El mercado para los productos de maguey se encuentra en la demanda
que plantea la ganaderia, la industria del mezcal, fructosa y fibras, el aprovecha-
miento de subproductos del mezcal, la artesania y la gastronomia, entre otras (Mo-
rales Carrillo, 2001).

Para la obtencion de mostos fermentables, las pifias de agave desprovistas de
hojas y raices, con una maduracion de 6 a 10 afios, son transportadas a pequeiias
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fabricas productoras de mezcal, donde se cortan en partes. La coccion se realiza
durante 3 a 5 dias, en hornos revestidos de piedra, excavados en la tierra, calentados
con lefia, y cubiertos con bagazo y tierra. En la siguiente fase se desmenuzan y
muelen de forma manual o usando una rueda de piedra (molino chileno). El agave
molido pasa a tinas de fermentacion; después se destila para obtener el producto
final: mezcal (Garcia Mendoza, 1998).

La optimizacion de los procesos para la obtencidn de mostos fermentables pueden
mejorar los niveles de empleo e impulsar las pequefias empresas en la region. El mejo-
ramiento de los procesos para la obtencidn de mostos puede permitir €l progreso de
regiones donde no se puede sembrar y cuyo unico recurso agricola son los agaves
cultivados.

Una de las finalidades de este trabajo es darle un uso alternativo a las plantas de
Agave americana mediante la realizacion de un proceso mediante el que se obten-
gan mostos ricos en azicares (principalmente fructosa y glucosa) por medio de hidrélisis
4cida, los cuales se utilizarian para la obtencidn de aditivos alimentarios de mayor
valor comercial (por ejemplo, el enzima transglutaminasa o el acido lactico).

Objetivo

El objetivo de este trabajo fue evaluar el tiempo de hidrolisis de la inulina de Agave
americana para obtener soluciones con una concentracion maxima de fructosa y

minima de furfural, para su utilizacién como mostos fermentables en otros procesos
biotecnoldgicos.

Material y métodos
Materia prima

Las muestras de 4gave americana se obtuvieron del municipio de San Carlos,
Tamaulipas, México, del campo donde se desarrollaron de forma natural.
Se trabajé con el tallo, el cual fue cortado en partes y separado de las hojas; el

corazon se analizo, se almacend en bolsas de plastico transparente y se congeld hasta
su posterior utilizacion.
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Hidrélisis de la inulina

Se realizé un estudio de optimizacién con acido fosférico, mediante un disefio
multifactorial fraccionado, en e cual se estudiaron las variables: concentracién de
acido (0, 0.5 y 1 %), temperatura (80, 100 y 120 °C) y tiempo de hidrodlisis (30,90 y
I 50 minutos). La hidrdlisis se realizé con 10 g de materia primay 50 g de liquido de
dilucion (agua con 4cido), manteniéndose una relacién liguido/sélido de 5/1.

Los componentes se pesaron en frascos de vidrio esterilizables de 250 ml, con
tapon de rosca. La hidrolisis de agave a 120 °C se llevé a cabo en autoclave, y a 80 y
100 °C en bafio de agua. Después del tratarniento la muestra se filtré con papel
Whatman No. 2 (15 cm de diametro), y finalmente se analizaron carbohidratos y furfural.

Analisis de los hidrolizados

El liquido obtenido se diluyé y se filtré a través de una membrana de 0.45 mm de
diametro de poro. Este liquido se analizdé por Cromatografia Liquida de Alta Efica-
cia (cLAE). Se utiliz6 una columna de intercambio i6nico ION-300 con precolumna
recomendada para la separacion de alcoholes, acidos organicos y carbohidratos, ca-
paz de resolver como picos separados la fructosa, la glucosa, 1a xilosa y la arabinosa.
A este liquido se le determino la absorbencia en el uv a 280 nm.

Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa estadistico Statgraphics
4.0., realizandose un analisis de superficie de respuesta para determinar la influencia
de la temperatura, concentracion de acido y tiempo de hidrélisis de la inulina.

Resultados y discusion

Mediante un analisis de superficie de respuesta se determinaron las condiciones 6p-
timas para la hidrélisis de la inulina de Agave americana empleando acido fosférico,
mediante un disefio multifactorial fraccionado.

En la tabla 1 se muestra la concentracion de acido (C), tiempo (¢} y temperatura
(7), que fueron consideradas como variables operacionales. Se determiné el efecto
que tuvieron las variables operacionales sobre las variables dependientes Y, (fructosa),
Y, (glucosa), Y, (furfural) y ¥, (oligémeros de la inulina).
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Efecto del dcido fosforico

Los azicares obtenidos fueron fructosa y glucosa. Los productos de degradacion
obtenidos fueron los compuestos fendlicos expresados como furfural. Se produjeron
mostos fermentables ricos en azicares en funcién del tiempo y del tratamiento que
se utilizd, ya que el acido fosforico tiene poco efecto sobre la inulina del agave;
realizando una hidrélisis parcial de ésta se obtuvieron valores relativamente bajos de
azucares.

Modelo de produccion

La figura | muestra el estudio de la producciéon de fructosa a partir de Agave
americana wtilizando acido fosférico a distintas concentraciones. Experimental-
mente se encontré que la concentracién maxima de fructosa (11.2 g/L) se obtiene
a 80°C, 1% acido fosférico y 90 minutos de hidrélisis. El modelo matematico nos
muestra que las condiciones 6ptimas para la produccion de fructosa son 80°C, 123.8
minutos y 1% éacido fosforico, las cuales permiten obtener una concentracion de
11.4 g/L de fructosa.

El comportamiento de la glucosa se muestra en la figura 2. Experimentalmente se
observo que la concentracion maxima de glucosa (6 g/L) se obtiene a 8§80 °C, 1%
acido fosforico y 90 minutos de hidrétisis. Con el modelo matematico las condiciones
Optimas para la produccidn de glucosa se establecieron en 80 °C, 99 minutos y 1%
acido fosférico, lo que resulta en una concentracion de 6 g/L de glucosa.

El comportamiento del furfural se muestra en la figura 3. Experimentalmente se
encontro que la concentracidn minima de furfural (0.02 g/L) se obtiene a 120 °C.
0.5% acido fosférico y 150 minutos de hidrélisis. Con el modelo matematico las con-
diciones para la minima produccion de furfural se establecieron en 80 °C, 40 minutos
y 0% acido fosforico, las cuales permiten no generar furfural (0 g/L).

Respecto al comportamiento de los oligdmeros de la inulina, éste se muestraen la
figura 4. Experimentalmente se observé que 12 concentracion maxima de oligémeros
{16 g/L) se obtiene a 80°C, 0% acido fosférico y 90 minutos de hidrolisis. Con el
modelo matematico obtenemos que las condiciones éptimas para la produccion de
oligémeros de la inulina son 80°C, 78 minutos y 0% acido fosférico, obteniendo una
concentracion de 14.61 g/L de oligdbmeros de la inulina.
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Figura 1. Modelo de produccion de fructosa a partir de Agave americana
utilizando 4cido fosférico (0, 0.5 y 1%)
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Figura 2. Produccion de glucosa a partir de Agave americana
utilizando acido fosférico (0, 0.5 y 1%)
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Figura 3.
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utilizando acido fosférico (0, 0.5, 1 %)
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Figura 4. Produccion de oligdmeros de la inulina a partir
de Agave americana utilizando 4cido fosférico (0, 0.5y 1%)
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Conclusiones

La hidrélisis acida de la inulina del Agave americana, con acido fosforico, da lugar
a soluciones ricas en monosacaridos (principalmente fructosa y glucosa), oligémeros
de {a inulina y furfural.

Estas soluciones se pueden utilizar como mostos para procesos fermentativos, ya
sea en la industria alimentaria, mediante la produccion de aditivos alimentarios, o en
la produccion de bebidas alcohdlicas (principalmente mezcal).

Para la obtencion de estos mostos con alto contenido de fructosa (11.2 g/L) se
usaron soluciones acidas a bajas concentraciones en tiempos cortos, reduciendo asi
el tiempo y la energia de proceso.

Bibliografia

Badui, S. (1993), Quimica de los Alimentos, México, Alhambra Mexicana, pp. 116-
117,538.

Franck, A.; De Leenheer, . (2000), Inulin, Tienen Orafti, Bélgica, Wiley Publishing.

Garcia Mendoza, A. (1998), Con sabor a maguey: Guia de la coleccion nacional de
agavdceas y nolindceas del jardin botdnico, México, Instituto de Biologia, uNaM.

Jacques-Hernandez, C. (2002), Estudio de factibilidad ecosistémica y justifica-
cion socioeconémica para el cultivo de agave mezcalero en el Estado de
Tamaulipas, México, Reporte de programa de estudio apoyado por la coordina-
cién General de Posgrado e Investigacién del Instituto Politécnico Nacional.

Mancilla Margall, N.A.; Lopez, M.G. (2002), “Generation of maillard compounds
from inulin during the thermal processing of Agave tequilana Weber Var. azul”,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 50: 806-812.

Mathews, C.K.; Van Holde, K.E. (1995), Biochemistry, The Benjamin Cummings
Publishing Company, 9: 278-290.

Morales Carrillo, N.; Esparza Frausto, G. (2001), Guia para el manejo de planta-
ciones de maguey mezcalero.

Murray, R.K.; Granner D.K.; Mayes, P.A, Rodwell, V.W. (2001), Bioquimica de
Harper, Editorial Manual Moderno, pp. 182.

Niness, Kathy R. (1999), “Inulin and Otigofructose: What are they?”, American Society
Jor Nutritional Science, J. Nutr, 129: 1402s-406s.

Taper, H.S; Roberfroid, M. (1999), “Influence of inulin and oligofructose on breast
cancer and tumor growth”, dmerican Society for Nutritional Sciences, 0022-
3166/99, 1438-1491s. '

92



Produccion de astaxantina por microorganismos
crecidos en residuos agropecuarios lignocelulésicos
Astaxanthin Production by Microorganism Grown
on Lignocellulosic Farming Wastes

Vazquez Vazquez, M. *

Resumen

Los residuos agropecuarios lignoceluldsicos pueden ser utilizados como materia pri-
ma para la obtencion de disoluciones de azicares fermentables. En procesos
fermentativos controlados podemos obtener aditivos alimentarios con alto valor afia-
dido a partir de estos residuos. Uno de ellos es la astaxantina. En esta revision se
analizan sus propiedades, caracteristicas, funciones biolégicas y aplicaciones, asi
como los microorganismos productores. Se hace especial mencion a la levadura Phaffia
rhodozyma actualmente \lamada Xanthophyllomyces dendrorhous, principal levadura
productora de astaxantina. Se revisan sus caracteristicas y condiciones de fermenta-
cién, tanto en medios comerciales como en residuos agropecuarios.

Abstract

The lignocellulosic farming wastes can be used as raw material for the production of
fermentable sugar solutions. In controlled fermentable processes it is possible to obtain
food additives with high added value from these wastes. One of these additives is the
astaxanthin. In this review, its properties, characteristics, biological functions,
applications and microbiological producers are analyzed. Special mention is done to

* Area de Tecnologia de los Alimentos, Departamento de Quimica Analitica, Escuela Politécnica
Superior, Universidad de Santiage de Compostela, Campus de Lugo, 27002- Lugo (Espana).
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the yeast Phaffia rhodozyma actually called Xanthophyliomyces dendrorhous, which
is the main yeast producer of astaxanthin. fts characteristics and fermentation conditions
in both commercial broth and farming wastes are also revised.

Introduccioén

os carotenoides son pigmentos naturales. Se han identificado mas de 600
carotenoides, aunque menos de un centenar tienen aplicaciones como aditivos
en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética (Schroeder y Johnson,
1995). La tabla I muestra los principales carotencides usados como pigmentos en

alimentacion animal y humana.

Dentro de los carotenoides, destaca el papel de la astaxantina (3,3’ dihidroxi-3,3-
caroteno-4,4"- diona), un compuesto ampliamente distribuido en la naturaleza, que se
encuentra en animales acuaticos como salmones, truchas y crustaceos, asi como en
huevos, carne y piel de las aves de corral; este compuesto les proporciona un color
agradable que aumenta su atractivo para el consumidor (Johnson y An, 1991; Tangeras

y Slinde, 1994),

Tabla 1. Carotenoides usados como aditivos alimentarios y su fuente

Esteres de uteina
Luteina

Licopeno
Zeaxantina
Criptoxantina
Violaxantina
Neoxantina

HDCO
Astaxantina

Cantaxantina
| B-Apo-8’-carotenal
Esteres B-Apo-8’-carolenoicos

Carotenoides Fuenfte
Q=caroteno Aceite de zanahoria
f-caroteno Aceite de zanahoria, extracto de tomate, pimiento,

azafran, Blakeslea trispora, Dunaliella salina, sintesis
quimica

Piel de naranja

Maliz, harina de alfalfa, aceite de palma

Extracto de tomate

Maiz, harina de alfalfa, azafran

Pimiento, harina de alfalfa

Harina de alfalfa

Harina de alfaifa

Phdffia rhodozyma

Phaffia rhodozyma, Haematococcus sp., sintesis
quimica

Sintesis quimica

Sintesis quimica

Sintesis quimica
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Los peces y las aves de corral son incapaces de sintetizar astaxantina, por lo que
ésta debe ser aportada en la alimentacion (An et al., 1991). Dado el gran aumento
que esta experimentando la cria en cautividad de los peces y aves citados anterior-
mente, las expectativas de mercado para los carotenoides son muy favorables. Espe-
cialmente, el marcado ascenso que ha registrado en los 0itimos afios la produccion de
salmon por técnicas de acuicultura ha determinado, a su vez, la gran demanda de
carotenoides (Tangerds y Slinde, 1994). En ¢l mismo sentido, cabe resaltar que las
previsiones de crecimiento del mercado que se han formulado para la proxima déca-
da son muy optimistas. Por esto, estimamos el valor del mercado para la astaxantina
en unos 1000 millones de ddlares para el ano 2010.

Al comienzo de los afios ochenta, el principal carotenoide incluido en los piensos
para salmones era la cantaxantina (8,8-caroten-4,4"-diona) de origen sintético. Estu-
dios posteriores demostraron que la astaxantina resultaba preferible, al depositarse
mds eficientemente en la carne de salmones y truchas (Torrissen ez al., 1989). Asi,
en piensos para salmones son necesarios aproximadamente 40 mg de cantaxantina/
Kg de pienso, mientras que usando astaxantina como pigmento, son necesarios sola-
mente 20 mg de astaxantina/Kg de pienso (Schroeder y Johnson, 1995). La figura |
muestra las estructuras quimicas de ambos compuestos, observando las leves dife-
rencias entre ambas moléculas.

Figura 1. Estructura quimica de la astaxantina y cantaxantina
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La astaxantina es el carotenoide que se encuentira de forma natural en los
salménidos (Torrissen ef al., 1989), en concentraciones entre 3 y 37 mg/Kg de carne,
destacando por su alto valor de mercado la astaxantina comercial, obtenida por via
quimica, cuyo precio de mercado es superior a $2000 kg. Su repercusion sobre el
coste final de piensos para salmones es del orden de 10-15% del valor de mercado de
éstos (Johnson y An, 1991).

En comparacién con la sintesis quimica de aditivos y colorantes alimentarios, los
procedimientos biotecnologicos presentan la ventaja de favorecer la produccion de
compuestos que pueden ser considerados como naturales, mejor aceptados por los
consumidores, aunque obviamente la estructura quimica sea idéntica en ambos casos.

Otros dos factores que priman el interés de los procesos biotecnologicos para la
produccion de astaxantina son el elevado coste de los carotenoides producidos por
via quimica y la prevencion de los productores, consumidores y autoridades sanita-
rias respecto a introducir en la cadena alimentaria preparados alimenticios que con-
tienen compuestos obtenidos por sintesis quimica, ya que en ellos pueden aparecer
isdmeros con configuraciones no naturales o intermedios de reaccién. Finalmente,
cabe resaltar que los carotenoides de origen sintético se absorben peor que los de
origen biotecnolégico cuando se integran con otros componentes biolégicos en
formulaciones de piensos (Fang y Cheng, 1993).

Estructura y propiedades

La astaxantina es un oxicarotenoide con formula C, H_O, y peso molecular 596.86.
Su punto de fusidn es 224 °C, es insoluble en agua y soluble en disolventes apolares.
La astaxantina cristalina tiene aspecto de polvo fino, color violeta oscuro. Su espec-
tro de absorcion tiene un maximo de 489 nm en cloroformo, 480 en acetona, 478 en
etanol y 476 en hexano. La astaxantina puede aparecer en la naturaleza de forma
libre, como complejo carotenoide-proteina o en forma esterificada.

Tiene dos carbonos asimétricos en las posiciones 3 y 3, por lo que posee 3
estereoisdmeros (véase figura 2). De ellos, el (35,3°S) es el mas abundante en la
naturaleza, mientras que el (3R,3'R) es el que se encuentra predominaniemente (92%)
en la levadura roja Phaffia rhodozyma, microorganismo que se ha propuesto para la
produccién biotecnoldgica de astaxantina (aspecto que se desarrolla en apartados
siguientes). La forma (3R,3"R) también se ha encontrado en la naturaleza, especifi-
camente en el &rill antartico, Euphanasia superba (Maoka et al., 1985).

La astaxantina posee una cadena de enlaces conjugados, por lo que también tiene
isomeria cis-trans. Mayoritariamente se encuentran todos los dobles enlaces de ia
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cadena conjugada en la forma trans, pero se han detectado los isébmeros 9-cis y 13-
cis. En los primeros estudios se considerd que las moléculas de astaxantina con
isomeros cis eran originadas durante los procesos de extraccién y andlisis de la asta--
xantina. Estudios posteriores concluyeron que los isémeros cis eran productos
biosintetizados por la Phaffia (Andrewes et al., 1976).

Figura 2. Estereoisémeros de la astaxantina

OR3'5)

y {35.3°S)

y (35.3'R- meso)

La sintesis quimica de ia astaxantina se obtuvo por primera vez en Suiza por
investigadores de la multinacional Hoffmann-LaRoche. En 1967 consiguieron la sin-
tesis de la astaxantina a partir de cantaxantina, a través de la formacion de compues-
tos intermedios como astaceno, pero ¢l rendimiento del proceso no pasd de 20%.
Hasta 1978 se publico la primera sintesis completa de la astaxantina con unos rendi-
mientos comerciales, ésta se [lamé sintesis Kienzle/Mayer y partia de B-ionona (Kienzle
y Mayer, 1978). Variaciones de este proceso se practican actualmente a escala in-
dustrial (Bernhard, 1990).
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Funciones biologicas

La funcién biologica prineipal de los carotenoides consiste en actuar como pigmentos
fotorreceptores para llevar a cabo la fotosintesis, aprovechando radiaciones de lon-
gitudes de onda que no son absorbidas por las clorofilas.

A diferencia de muchos carotenoides, la astaxantina no actiia como precursora de
vitamina A en las células animales (Jyonouchi et al., 1995), Su actividad mas signifi-
cativa se basa en el poder antioxidante que le confieren el tamafio y reactividad del
sistema de dobles enlaces conjugados de su molécula, que actiian atrapando radica-
les libres. Este efecto le permite impedir la oxidacion de otros compuestos presentes
en el medio, como lipidos, ademaés de evitar dafios en las membranas celulares y en el
ADN (Schroeder y Johnson, 1995). Ademis, esta propiedad también le confiere unas
caracteristicas importantes dentro de la tecnologia de los alimentos: por ejemplo, la
astaxantina protege del enranciamiento al masculo de salmén, mientras que carnes
analogas carentes de astaxantina (como la de la trucha arcoiris) son sensibles al
enranciamiento (Andersen ef al., 1990).

La astaxantina comienza a adquirir cierta importancia en medicina. Con base en
las ideas anteriores, se ha postulado que la astaxantina podria impedir la carcinogénesis
gracias a su capacidad de inhibir la peroxidacién de los lipidos de las membranas
bioldgicas, pues se ha comprobado la actividad antitumoral de este compuesto en
fibrosarcomas de células de ratones (Bendich, 1990). También se observo un efecto
positivo como agente preventivo de enfermedades cardiovasculares y degenerativas,
ademds del efecto potenciador de la longevidad (Schroeder y Johnson, 1995).

Por iltimo, recientes estudios in vitro muestran que la astaxantina incrementa
las defensas del organismeo al favorecer la produccion de inmunoglobulinas (Jyonouchi
et al., 1995) lo que ha abierto un nuevo campo de aplicacién para la astaxantina.

Aplicaciones de ]a astaxantina

La astaxantina se emplea en todo el mundo (particularmente en Canada y los paises
nérdicos) como componente de piensos para salmones criados en piscifactorias. Se
utiliza en raciones que contienen entre 20 y 75 mg de astaxantina/Kg de pienso.
Sigurgisladottir et al. (1994) establecieron que los consumidores prefieren salmo-
nes con color producido por astaxantina al producido por otros carotenoides, y encon-
traron que la astaxantina afecta tanto a la textura como al gusto del salmén, sin
alterar la composicion de lipidos ni el perfil de 4cidos grasos. Este hecho repercute de
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modo significativo en el coste de los piensos. Sin embargo, e} sobrecoste derivado de
introducir astaxantina en los piensos se compensa ampliamente porque los consumi-
dores asocian el color del pescado a su calidad y frescura, por lo que un mejor color
se traduce en un mayor valor de mercado (Tangerés y Slinde, 1994).

La astaxantina se ha empleado también como componente de los piensos para
truchas arcoiris, habiéndose observado para ella una deposicion sobre la carne méas
eficaz que la determinada para otros carotenoides (Bjerkeng et a/., 1990). También
se ha comprobado que la astaxantina o sus precursores juegan un importante papel
en la formacion de los aromas en ¢l salmon hormeado (Fang y Cheng, 1993).

Otra aplicacion de la astaxantina es su utilizacion en piensos de aves de corral,
particularmente, en la pigmentacion de la yema de los huevos. En este campo, con
base en sondeos de opinidn realizados por la International Egg Commission y por la
Egg Farmers of Victoria, en Europa occidental y Australia, se ha indicado que las
tonalidades mas deseables de las yemas no pueden conseguirse suplementando los
piensos exclusivamente con pigmentos amarillos, por lo que resulta imprescindible
incorporar adicionalmente carotenoides rojos (Papa et al., 1985; Dike et al., 1992).

Johnson ef al. (1980a) estudiaron la utilizacién de astaxantina de origen biotecno-
[6gico como componente de piensos para gallinas y codornices, determinando su efecto
sobre la pigmentacion de los huevos. los resultados demuestran que con este proce-
dimiento puede obtenerse un amplio intervalo de coloraciones de las yemas, en fun-
cidén de la concentracion de astaxantina empleada y de su combinacioén con otros
componentes de los piensos. En un estudio relacionado con el anterior, Dike e/ al.
(1992) evaluaron fa viabilidad de la astaxantina para pigmentar yemas de huevos,
comparando su capacidad para este fin con la de Carophyll red 10, un compuesto
comercial de cantaxantina (el carotenoide sintético comercial mas utilizado). Los
resultados de este estudio demostraron que ¢l color de las yemas de huevos de galli-
nas alimentadas con pienso que contenia astaxantina, se ajustaba mas a las caracte-
risticas deseadas por los consumidores que otras formulaciones alternativas.

Produccién biotecnolégica de astaxantina

La astaxantina puede obtenerse de distintos microorganismos que son capaces de
sintetizarla. Se ha encontrado astaxantina en bacterias como Agrobacterium
aurantiacum (Yokoyama ef al., 1994), Mycobacterium lacticola'y Brevibacterium
spp. (Simpson ef al., 1981); en varias algas verdes como Haematococcus spp.
(Bubrick, 1991), Neochloris wimmeri y Chlamydomonas nivalis (Schroeder y
Johnson, 1995); en hongos como Peniophora spp. (Goodwin, 1980) y en levadu-
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ras como Xantophyllomyces dendrhorous, microorganismo anteriormente conoci-
do como Phaffia rhodozyma (Johnson y Lewis, 1979).

En Japén se ha aislado la bacteria marina Agrobacterium aurantiacum, que pro-
duce hasta 89.7 pg/L de astaxantina (Yokoyama ef al., 1994). Aunque la concentra-
cidn de astaxantina es baja, posteriores estudios de optimizacioén podrian hacer viable
1a utilizacion comercial de esta bacteria. Las otras bacterias conocidas por contener
astaxantina, Mycobacterium lacticola y brevibacterium spp, también tienen pro-
ductividades demasiado bajas para hacer factible el desarrollo de procesos industria-
les (Nelis y Leenher, 1991).

El alga Haematococcus pluvialis produce carotenoides, de los cuales entre 85 y
95% corresponden a astaxantina, alcanzdndose una concentracidn en el medio de
fermentacion de hasta 8 mg de astaxantina/L (Bubrick, 1991; Tjahjono ef al., 1994).
L.a acumulacién de astaxantina en esta alga se incrementa bago limitacién de nitroge-
no, sulfato y fosfato, asi como en presencia de inhibidores del crecimiento, mientras
que la carotenogénesis se estimula en presencia de especies dadoras de oxigeno
(como H,O,, radicales peroxido o radicales hidroxilo) y bajo iluminacion continua con
fuz azul de intensidad moderada (Kobayashi et al., 1992a y b, Tjahjono et al. 1994).
La produccién comercial de astaxantina a partir de este alga se ha hecho en Estados
Unidos, pero cuenta con dos problemas fundamentales: la contaminacion con algas
externas y la posible actuacién de depredadores, que pueden eliminar 90% de la
biomasa del alga en 72 horas (Bubrik, 1991).

Andrewes ef al. (1976) establecieron la presencia de astaxantina en la levadura
roja Phaffia rhodozyma, que desde entonces ha sido ampliamente estudiada. Por su
favorable contenido en astaxantina, Phaffia rhodozyma es |a fuente microbiana mas
prometedora para la produccion de este compuesto, particularmente en aplicaciones
destinadas a la acuicultura (Fang y Cheng, 1993). A continuacion se desarrollan los
aspectos mas relevantes que condicionan su utilizacion practica.

Caracteristicas de la levadura Phaffia rhodozyma
(actualmente llamada Xanthophyllomyces dendrorhous)

El genero Phaffia se caracteriza por su capacidad para asimilar una gran variedad de
fuentes de carbono, incluyendo D-glucosa, maltosa, sacarasa, celobiosa, xilosa,
arabinosa y lactosa (Johnson y An, 1991; Fang y Cheng, 1993). La astaxantina es un
metabolito secundario de Phaffia rhodozyma, que se sintetiza por la ruta metabdlica,
mostrada de forma simplificada en la figura 3 (Andrewes et al., 1976; Girad et al.,
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Figura 3. Ruta metabélica propuesta para la produccién
de astaxantina por Phaffia rhodozyma
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1994; Calo et al., 1995). Se puede diferenciar de otras levaduras productoras de caro-
tenoides porque no asimila inositol ni nitratos, no forma micelios ni tiene estados sexua-
les. En la tabla 2 se comparan estas caracteristicas de la Phaffia con las de otras
levaduras productoras de carotenoides (Davenport, 1990).

Segiin la cepa de Phaffia utilizada, la produccion de astaxantina aparece asocia-
da al crecimiento (Johnson y Lewis, 1979; Meyer y Du Preez, 1994a) o no asociada
al mismo (Fang y Cheng, 1993). En cuitivos discontinuos (batch), la acumulacién de
astaxantina se produce tanto durante la fase de crecimiento exponencial como du-
rante la fase estacionaria, aunque en este ltimo caso a menor velocidad.

La concentracion volumétrica de pigmentos permanece casi constante durante la
fase estacionaria y se observa un incremento del contenido en astaxantina de la
biomasa celular debido a una disminucion de ésta (Meyer et al., 1994b). Sin embar-
go, el leve descenso de la biomasa no se debe a autolisis celular, pues en el medio no
se encuentra astaxantina,

Variables significativas en la produccion de astaxantina
por Phaffia rhodozyma

El tipo y concentracion de la fuente de carbono tienen un efecto importante sobre la
produccion de astaxantina. Empleando glucosa como fuente de carbono, se encontrd

Tabla 2. Un método simple de identificacion de levaduras
productoras de carotenoides

Levadura Inositol Glucosa | Nitratos | Micelios | Estados

sexuales
Phaffia - + - - -
Cryptococcus + - X - -
Rhodotorula - - X + -
Rhodosporidium - - X + +
Sporobolomyces X - X - .
Sporidiobolus X - + + +

+ = Asimila/fermenta/produce/tiene en todas las especies.
- = No asimila/fermenta/produce/tiene en todas las especies.
x = Asimila/fermenta/produce/tiene en algunas especies.
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que se favorecia la concentracion de astaxantina en las células operando con con-
centraciones bajas de sustrato. Asi, con disoluciones de 10 g de glucosa/L, se obtu-
vieron 1082 mg de astaxantina’/kg de biomasa; mientras que con 50 g de glucosa/L se
llegd sélo a 770 mg de astaxantina’kg de biomasa (Meyer y Du Preez, 1994a). Este
efecto se conoce como crabtree y se debe a que a altas concentraciones de azica-
res metabolizables en condiciones totalmente aerdbicas disminuyen el rendisniento en
biomasa y forman productos de fermentacion aerdbica, como acido acético o etanol
(Reynders et al., 1997).

La celobiosa es una fuente de carbono muy favorable para la produccion de
astaxantina (Johnson y Lewis, 1979; An et al., 1989). Fang y Cheng (1993) han
observado que la celobiosa s6lo puede ser utilizada aerébicamente por el ciclo del
cido tricarboxitico, y que su asimilacion estimula la produccidn de astaxantina.
Algunos autores encontraron que la D-xilosa y L-arabinosa son los azicares que
producen menos astaxantina entre los estudiados (Fang y Cheng, 1993; Johnson y
Lewis, 1979; Okagbue y Lewis, 1983; Meyer ez al., 1993a). Sin embargo, otros estu-
dios demostraron que en determinadas condiciones la xilosa es la fuente de carbono
que permite obtener una mayor concentracion de astaxantina, llegando hasta 5 mg/L.
de astaxantina con una concentracion masica de 571 mg de astaxantina‘/kg (Parajo
et al., 1998).

La tabla 3 muestra algunos datos representativos correspondientes a las concen-
traciones de astaxantina obtenidas en ensayos realizados en medios que contienen
diferentes fuentes de carbono de origen comercial.

Eltipo de la fuente de nitrogeno también tiene un efecto importante sobre la produc-
cion de astaxantina. Los pocos estudios realizados indican que una limitacion de nitrd-
geno en el medio de cultivo disminuye la sintesis de astaxantina. La fuente de nitrégeno
no sélo afecta a la pigmentacién, también afecta al crecimiento de la Phaffia. Se han
estudiado fuentes de nitrégeno organicas, e inorganicas en mezclas con organicas. Se
encontré que utilizando una sola fuente de nitrégeno organica, la mayor pigmentacion
se consigue usando peptona (Fang y Cheng, 1993).

Entre las fuentes inorganicas de nitrégeno destaca el KNO,, que a concentracio-
nes de 0.2 g/ permite obtener mayores cantidades de astaxantina (Parajo ef al.,
1998). Se comprobo que la Phaffia no puede asimilar nitratos, por lo que el efecto
del KNQ, es, cuando menos, [lamativo. Se cree que el efecto positivo de esta sal
se debe a interacciones con la pared celular. Ciertos aminoacidos como leucina y
valina estimulan la carotenogénesis en hongos por medio de su conversion a
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA, pero este efecto no se ha observado en Phaffia
(Johnson y An, 1991).
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Tabla 3. Datos sobre el contenido en astaxantina de células de Phaffia
rhodozyma cultivadas en distintas fuentes de carbono sintéticas

_ Concen- | Concentra- | Concentra-
Fuent tracion |cion volumé-| cién masica
uenie fuentede | trica de |de astaxan- Referencias bibliogrdficas
de carbono . .
carbono | astaxantina| tina (mg/g
(g/L) (mg/L} levadura)
Glucosa 4-60 1.30-10.12 325-1633 | Johnson y Lewis, 1979; Haard,
1988; Anez al, 1989; Fang y
Cheng, 1993; Meyer e/ al., 1993a;
Meyer y Du Preez, 1993b; Meyer
y Du Preez, 1994a y 1994d.
Celobiosa 4-51 0.22-4.10 270-1812 | Johnson y Lewis, 1979; Okaghue y
Lewis, 1983: An ef al., 1989; Fang
y Cheng, 1993,
Maltosa 4-15 1.03-5.33 512-1317 | Johnson y Lewis, 1979; Fang y
Cheng, 1993.
Sacarosa 4-49 1.40-8.4 508-1690 | Johnson y Lewis, 1979; Okagbue y
Lewis. 1983; Haard. 1988; Fang y
Cheng, 1993; Meyer v Du Preez,
1694c.
Xilosa 4-15 0-1.48 0-819 Jobnson y Lewis, 1979; Okagbue ¥
Lewis. 1983; Fang y Cheng, 1993,
Arabinosa 4-15 1.25-9.30 1.4-1014 | Johnson y Lewis, 1979; Okagbue ¥
Lewis, 1983; Fang y Cheng, 1993,
Laclosa 10 2.34 1072 Fang y Cheng, 1993.
Mezclas sintéticas|  50-51 2.8-29 150-1060 | Meyer y Du Preez, 1994c.
glucosa-fructosa
Xilosa 20 5 570 Parajé eraf., 1998.

La temperatura es una variable de operacién controlante en la produccién de
astaxantina por Phaffia rhodozyma. La temperatura ptima de crecimiento varia
en funcion def sustrato y de la cepa de levadura empleada (particularmente, si ésta
proviene de mutagénesis). Utilizando glucosa como fuente de carbono, se ha deter-
minado una velocidad maxima de crecimiento especifice de 0.2 h' a 22 °C. La
maxima temperatura a la que se observé crecimiento fue 27 °C, encontrandose que
por encima de 22 °C disminuye la produccion de astaxantina (Johnson y An, 1991).
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Martin et al. (1993) encontraron que la temperatura Optima de fermentacién era
18°C para cepas de Phaffia cultivadas sobre turba. Fang y Cheng (1993) han conse-
guido medios fermentativos conteniendo 9.28 mg de astaxantina/L, empleando célu-
las procedentes de mutaciones que tienen una temperatura dptima de crecimiento de
15°C y que no producen astaxantina por.encima de 20°C.

La relativamente baja temperatura dptima para la produccién de astaxantina cons-
tituye un importante problema para su escalado a nivel industrial. Durante la fer-
mentacion se libera calor que eleva la temperatura del fermentador por encima del
Optimo para la produccion de astaxantina e incluso para el crecimiento, por lo que es
necesario un sistema de refrigeracion. Esto puede elevar de forma importante el
coste de la produccion de astaxantina.

El pH tiene un efecto moderado sobre la produccidn de astaxantina, dependiendo
del sustrato utilizado. El valor éptimo del pH inicial se sitiia en 5 para sustratos sinté-
ticos (Meyer et af., 1993a; Fang y Cheng, 1993; Meyer y Du Preez, 1994d), pero en
7-7.19 para medios fermentativos obtenidos a partir de hidrolizados de turba (Martin
et al., 1992 y 1993; Vazquez y Martin, 1998). Ademas, el pH afecta tanto a la velo-
cidad especifica maxima de crecimiento como al rendimiento en biomasa.

La concentracidn de oxigeno disuelto es un factor importante en la produccién
biotecnoldgica de astaxantina; dado que |a sintesis de este compuesto se produce
en presencia de O, elevados porcentajes de saturacion de oxigeno en el medio
permiten optimizar la produccion (Tangeras y Slinde, 1994). Reynders ef al. (1997)
demostraron que en |la Phaffia el catabolismo de la glucosa transcurria principal-
mente por la via de la fermentacion aerobica, remarcando el importante papel de la
presencia de O,.

Meyer y Du Preez (1994d) estudiaron el efecto inductivo de la radiacion luminosa
sobre la sintesis de astaxantina en cepas mutantes de Phaffia rhodozyma. En este
estudio concluyeron que se obtiene una concentracion celular de astaxantina maxi-
ma cuando el biorreactor se ilumina continuamente con [uz azul de intensidad mode-
rada durante la fase exponencial del crecimiento. Otros autores también han observado
el efecto estimulante de la luz (An y Johnson, 1990). Teniendo en cuenta que la
astaxantina tiene capacidad para proteger las membranas bioldgicas de la acciéon de
radicales libres, y que la presencia de éstos es favorecido por la luz ultravioleta, la
acumulacion de astaxantina puede entenderse como un mecanismo de proteccion del
microorganismo (Adrio et al., 1993; Schroeder y Johnson, 1993). Otros estudios com-
probaron que la luz no sélo tiene efecto sobre la cantidad de astaxantina producida,
sino que también afecta al perfil de carotenoides globales obtenido, provocando que
en algunas cepas, en ausencia de {uz, se deje de producir totalmente astaxantina y se
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obtengan otros carotenoides, o solamente uno como et HDCO (Vazquez y Santos, 1998;
Vazquez, 2001).

Se han realizado estudios (Okagbue y Lewis, 1984a) para determinar el efecto
inhibidor de las saponinas (compuestos tensioactivos constituidos por una cadena
glicosidica unida a un grupo esteroide o triterpenoide) sobre la proliferacion de Phaffia
rhodozyma. La importancia de este tipo de compuestos radica en su amplia distribu-
cidn en la biomasa vegetal, por lo que pueden aparecer en medios fermentativos no
sintéticos formulados con base en azucares. Incluso a bajas concentraciones (del
orden del 0.075%), las saponinas pueden inhibir tanto el crecimiento de la levadura
como la produccién de astaxantina. La toxicidad de las saponinas se ha atribuido al
efecto adverso que ejercen sobre la permeabilidad de las membranas bioldgicas
(Bangham y Horme, 1962) y a la interferencia en la sintesis de acidos grasos
insaturados y esteroles que contribuyen a la estabilidad y actividad bioldgica de la
membrana de la levadura (Okagbue y Lewis, 1984a).

En el mismo sentido, se ha considerado el efecto que ejercen diversos monoterpenos
sobre la produccidn de astaxantina por una cepa mutante de Phaffia rhodozyma con
alta produccion de astaxantina (Meyer ef al., 1994e). Se encontré que sélo e! 3-pineno
(en concentracién de 500 pL/L) incrementa levemente la produccion de astaxantina
(desde 1554 a 1883 pg/g); mientras que otros monoterpenos (como limoneno, piperitona,
geraniol o linalol) disminuian la produccién de astaxantina, independientemente de su
concentracion (Meyer et al., 1994e).

Dado que el dcido acético es un precursor directo de la acetil-CoA, se cree que su
presencia en el medio podria favorecer la sintesis de astaxantina. Estudios llevados a
cabo con el fin de evaluar esta posibilidad demostraron que el acido acético no tiene
ningin efecto positivo para la produccidn de astaxantina, y que una concentracion de
este compuesto superior a 2 g/LL inhibe completamente ¢l crecimiento (Meyer y Du
Preez, 1993b).

Calo ef al. (1995) sostienen que la suplementacion de los medios de cultivo con
0.01% de acido mevalonico (acido 3,5-dihidroxi-3-metilpentanocico), un precursor
biosintético de la astaxantina (véase figura 4), permite multiplicar por un factor de 4
la concentracion de astaxantina en células de Phaffia, pasandose de 180 a 760 mg/g
de biomasa.

En los Gltimos afios se han empleado cepas mutantes de Phaffia rhodozyma, que
presentan una mejor capacidad que las originales para producir astaxantina. Adrio et
al. (1993) emplearon con este fin agentes mutagénicos como el N-metil-N"-nitro-N-
nitrosoguanidina (NTG) y el etilmetanosulfonato (ems). Con Ems se han conseguido
mutantes 50% mas productivos (An ez al. 1989; Girard et al. 1994); mientras [os
mutantes obtenidos con NTG destacan por su mayor estabilidad (An e al., 1989).
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Fang y Cheng (1993) emplearon células mutadas con NTG para conseguir medios de
cultivo con 8.6 mg de astaxantina/L.. Con el mismo agente mutagénico, Meyer ef al.
(1993a) obtuvieron una cepa que permite alcanzar 10.12 mg de astaxantina/L. An
(1997) ha propuesto un método para la identificacion de las cepas hiperproductoras
basado en el efecto conjunto de la luz, toluidina azul y bajas temperaturas (2°C); asi
se consigue que las colonias hiperproductoras destaquen sobre las demas.

De cara a la produccién comercial de astaxantina, se hace necesario determi-
nar el efecto de las mutaciones en el genoma de la levadura, lo que requiere esta-
blecer su secuenciacién genética. Estudios demuestran el polimorfismo existente
en las cadenas de ArRN de la Phaffia, identificando cepas con 2, 3 y hasta 4 tipos de
ARN de doble cadena. De forma sorpresiva también se detectaron particulas ico-
saédricas, como las de los virus (Pfeiffer et al., 1996). Por medio de técnicas de
electroforests se ha estimado el tamaiio del Apn de la Phaffia entre 0.48 y 3.1 Mb
(Adrio et al., 1995).

Meyer et al. (1994b) han aplicado la técnica Randomly Amplified Polymorphic
Dnas (0 RaPDS), derivada de ia reaccidn de polimerasa en cadena (PCR), que presenta
ventajas frente a otras técnicas de deteccion de variaciones en la secuencia genética
al no requerir uso de radioactividad y poder trabajar con cantidades de muestra mas
pequeiias. Chun ez al. (1992) estudiaron la fusion protoplasmatica en Phaffia
rhodozyma. De 30 hibridos generados a partir de auxétrofos previamente aislados,
obtuvieron tres que producian cantidades elevadas de astaxantina (2000 mg/Kg).
Estos tres hibridos tenian un solo niicleo, indicando una correcta fusion nuclear; eran
estables y contenian de dos a tres veces mas ADN que las células madre.

Recuperacion de la astaxantina de la biomasa celular

La astaxantina se acumula en el interior de la levadura Phaffia rhodozyma, por lo
que es necesario romper la membrana celular como paso previo a la recuperacion del
pigmento por extraccion con un disolvente organico. A nivel analitico, se ha desarro-
llado un método quimico para la extraccion de la astaxantina que utiliza dimetilsulféxido
(pmso) en caliente (Sedmark er al., 1990).

Okagbue y Lewis {1984c) han explorado la autolisis de Phaffia con el fin de
liberar la astaxantina de la biomasa celular. El proceso que proponen consta de una
primera etapa, en que se favorece la degradacién de la pared celular por medio de
enzimas de la propia levadura, seguida de otra, donde las células se someten a un
shock osmético manteniéndolas en el seno de agua destilada. Para un posible escalado
a nivel industrial se han propuesto métodos mecénicos, como el empleo de valvulas
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de homogenizacion. Con esta tecnologia, operando a presiones entre 80 y 100 MPa,
se consigue una liberacion de astaxantina entre 75 y 90% (Tangeras y Slinde, 1994).

Con el mismo fin se han propuesto procedimientos enzimaticos. Johnson et al.
(1978), y Okagbue y Lewis (1985) estudiaron cultivos mixtos de Phaffia rhodozyma
y Bacillus circulans, basandose en que esta bacteria produce enzimas exocelulares
capaces de romper la membrana de la levadura, con lo que astaxantina puede ex-
traerse directamente (hasta 91.5%) con acetona.

Phaffia rhodozyma tratada con Bacillus circulans se ha utilizado directamente
como alimento para truchas arcoiris. Se aprovecha de este modo la astaxantina pro-
ducida y los nutrientes de la Phaffia (véase tabla 4). En los estudios realizados, el
proceso de pigmentacidn fue més rapido, pero el crecimiento de las truchas fue mas
lento que cuande se utilizé como alimento Phaffia rhodozyma tratada mecanica-
mente. Se cree que este efecto se debe a que la bacteria Bacillus circulans consu-
me nutrientes importantes para los salmones (Johnson ez al., 1980b). Alternativamente,
pueden utilizarse enzimas comerciales (conteniendo actividad 3-(1-3)-glucanasa) para
romper la pared de las células de las levaduras (Gentles y Haard, 1990; Sorum y
Robertsen, 1991; Tangeras y Slinde, 1994).

Tabla 4. Composicién aproximada de la levadura Phaffia rhodozyma*

Contenido (%)
Carbohidratos totales 40.3-32.0
Proteina 30.1490
Lipidos totales 17.0-13.0
Cenizas 5650
Astaxantina 0.06-0.04

* Fuente: Johnson ef al., 1980b; Vazquez y Martin, 1997.

Sustratos no refinados utilizados en la produccion
de astaxantina por Phaffia rhodozyma

Desde un punto de vista practico, resulta méas interesante la utilizacién de medios
fermentativos procedentes del tratamiento de materias primas brutas, en compara-
cién con los medios que contienen aziicares puros. Asi que se han empleado para el
cultivo de Phaffia medios hechos con fuentes de carbono no refinadas, procedentes
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de biomasa vegetal o desechos industriales. Los residuos agricolas derivados de ma-
terial vegetal permiten obtener por diversos medios disoluciones de azlicares adecua-
dos para su fermentacion por esta levadura. La tabla 5 muestra los sustratos no
refinados utilizados para el cultivo de Phaffia y las concentraciones de astaxantina
obtenidas.

Se observan mejores resultados que al utilizar fuentes de carbono sintéticos (tabla
4). Las condiciones optimas de produccién dependen del origen del medio fermentativo:
por ejemplo, la sintesis de astaxantina esta inhibida en medios sintéticos con mas de
40 g de glucosa/L. (Johnson y Lewis, 1979); pero no se encuentra inhibicion al crecer
sobre melazas que contienen 100 g de azucar/L, en las que llegan a obtenerse hasta
1086 mg de astaxantina/Kg de biomasa (Haard, 1988). En medios fermentativos
generados con hidrolizados de turba, se obtienen hasta 1567 mg de astaxantina/Kg

Tabla 5. Sustratos no refinados utilizados para la produccién
de astaxantina por Phaffia rhodozyma

Sustrato Cepa Carotenoides,| Astaxantina, Referencia
de Phaffia mg/L mg/L. '

Mosto blanco Mutante N9 96-249 4.2-140 | Meyeretal., 1994b.

Mosto rujo Mutante N9 7.9-249 2.0-13.8 | Meyereral, 1994b.

Jugo de cafa de azlicar | arcc 24202 — 6.0-7.0 Fontana et al., 1996a, 1996bh.

Hidrolizado de turba ATCC 24202 — 2.67-7.25 | Martin et al.. 1993a, 1993b;
Acheampong y Martin,
1595, Véazquez y Martin,
1997, 1998.

Residuo de la NRRL ¥-17270 — 1.0-2.1 Hayman et af., 1995.

termentacidn alcohdlica | Mutante JB2 95 — Boneral, 1997.

del almiddn de maiz

Gluten de maiz NRRL ¥-17270 — .1-1.5 Hayman er al., 1995,

procesado

Sdlidos del procesado NRRLY-17270 — 0.6-24 Hayman ez al., 1995.

de maiz

Melazas Mutante 5.46 0.8-15.3 Reynders ef af, 1996:

ucT-18-3693 Haard, 1988.

Melazas 08-15.3

Hidrolizados de madera | nNRre v-17268 335 30.5 Véazquezetal.. 1998.

de Evcalvptus globulus
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biomasa, a partir de una concentracidn de carbohidratos totales de 15 g/L (Martin e#
al., 1993). Sin embargo, en experimentos de proliferacién de Phaffia rhodozyma en
medios generados con jugo residual de alfalfa, la produccion de astaxantina aparece
inhibida a concentraciones de sustrato mayores del 12.5 g/L. (Okagbue y Lewis, 1984b).

Meyer y Du Preez (1994c) han realizado estudios sobre la produccion de asta-
xantina utilizando medios fermentativos sintéticos compuestos por mezclas de gluco-
sa y fructosa, en concentraciones y proporciones relativas similares a las encontradas
en mostos de uva; y han comparado los datos con los obtenidos sobre medios
fermentativos fabricados con este tipo de mostos. En condiciones de operacion se-
leccionadas (22°C, pH=6, 5 dias de fermentacion, velocidad de agitacién 150 rpm),
utilizando mostos como sustrato, se aumenta la produccién de biomasa y se disminu-
ye la produccion de astaxantina respecto de los medios sintéticos con base en mez-
clas de glucosa y fructosa. La suplementacion de los mostos con extracto de levadura,
peptona y extracto de malta favorece la acumulacidn de astaxantina, pasando de 2.8
a 13.3 mg/L de astaxantina al suplementar un mosto diluido (con 7.4 g/l de glucosa y
6.3 g/L de fructosa). La produccién de astaxantina es desfavorecida tanto por altas
concentraciones de azicares como por la limitacién de oxigeno en el medio.

La fraccidn hemicelulosica de los residuos lignoceluldsicos agropecuarios contie-
ne xilosa. Después de un proceso de hidrélisis podemos obtener disoluciones de xilosa
a partir de estos residuos. Los estudios realizados utilizando madera de eucalipto
mostraron la viabilidad de este proceso para la produccion de astaxantina por la
levadura Phaffia rhodozyma. En fermentaciones fed-bacht se lograron obtener
hasta 30 mg de astaxantina/L (Vazquez ef al., 1998).

Estudios realizados recientemente en la Universidad Auténoma de Tamaulipas, en
Reynosa, México, muestran que la paja de sorgo y ¢l bagazo de la cafia de aziicar son
residuos que se pueden utilizar para la generacién de disoluciones de aziicares con
caracteristicas adecuadas para su uso como medios de cultivo para la obtencién de
adittvos alimentarios por fermentacidn (Bustos ef al., 2003; Herrera et al., 2003).

Estudios posteriores permitirdn determinar la viabilidad de su uso para la obtencion
de astaxantina.

Bibliografia

Acheampong, E.A.; Martin, A.M. (1995), “Kinetic studies on the yeast Phaffia
rhodozyma”, J. Basic Microbiol., 35: 147-155.

110



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

Adrio, J.L.; Lépez, M.; Casqueiro, J.; Femandez, C.; Veiga, M. (1995), “Electrophoretic
karyotype of the astaxanthin-producing yeast Phaffia rhodozyma”, Curr. Genet.,
27: 447-450.

. Veiga, M,; Casqueiro, J.; Lopez, M.; Fernandéz, C. (1993), “Isolation of
Phaffia rhodozyma auxotrophic mutans by enrichment methods”, J. Gen. Appl.
Microbiol., 39: 303-312.

An, G.H. (1997), “Photosensitization of the yeast Phaffia rhodozyma at low
temperature for screening carotenoid hyperproducing mutants”, Appl. Biochem.
Biotechnol., 66: 263-268.

; Bielich, J.; Auerbach, R.; Johnson, E.A. (1991), “Isolation and charac-
terization of carotenoid hyperproducing mutants of yeast by flow cytometry and
cell sorting”, Bio/technology., 9: 70-73.

; Johnson, E.A. (1990), “Influence of the light on growth and pigmentation
of the yeast Phaffia rhodozyma”, Antonie Van Leewenhoek, 57: 191-203.

__ ; Schuman, D.B.; Johnson, E.A. (1989), “Isolation of Phaffia rhodozy-
ma mutants with increased astaxanthin content”, Appl. Environ..Microbiol,,
55:116-124.

Andersen, N.H.; Bertelsen, N.G.; ChristOphersen, A.G; Ohlen, N.A.; Skibsted, L.H.
(1990), “Development of rancidity in salmonoids steacks during retail display. A
comparison of practical storage life of wild salmon and farmed trout”, Z. Lebensm-
Unters. Forsch., 191: 119-122.

Andrewes, A.G.; Phaff, H.}J.; Starr, M.P. (1976), “Carotenoids of Phaffia rhodozyma,
a red-pigmented fermenting yeast”, PhytoChemistry, 15: 1003-1007.

Bangham, A.D.; Horme, R.W. (1962), “Action of saponin on biological cell membra-
nes”, Nature, 196: 952-953.

Bendich, A. (1990), “Carotenoids and the immune system”, en Carotenoids.
Chemistry and biology, Nueva York, Plenum Press.

Bernhard, K. (1990), “Sinthetic astaxanthin. The route of a carotenoid from research
to commercialisation”, en Carotenoids: Chemistry and Biology, Nueva York,
Plenum Press. '

Bjerkeng, B.; Storebakken, T.; Liaaen-Jensen, S. (1990), “Response to carotenoids
by rainbow trout in the sea: resorption and metabolism of dietary astaxanthin and
canthaxanthin®, Adquacuiture, 91: 153-162.

Bubrik, P. (1991), “Production of asthaxantin from Haematococcus”, Biores.
Technol., 38: 237-239.

Bustos, Gi; Ramirez, J.A.; Garrote, G;; Vazquez, M. (2003), “Modeling of the hydrolysis
of sugar cane bagasse with hydrochloric acid”, Applied Biochemistry and
Biotechnology, 104(1): 51-68.

111




SIMON Josias TELLEZ, Ma. GuapaLupe Bustos v GoNzALO VELAZQUEZ

Calo, P.; De Miguel, T.; Velizquez, J.B.; Villa, T.G, (1995), “Mevalonic acid increases
trans-asthaxanthin and carotenoid biosynthesis in Phaffia rhodozyma™,
Biotechnol. Lett., 17: 575-578.

Chun, S.B.; Chin, J.E.; Bai, S.; An, GH. (1992), reas Microbiol. Lett., 93: 221-225.

Davenport, R.R. (1990), “An introduction to yeast and yeast-like organism”, en Skinner,
F.A.; Passmore, S.M.; Davenport, R.R., Biclogy and activity of yeasts,
Symposium Series, 9, RU, S.A.B. '

Dike, A.Q.; Lettner, F.; Zollitsch, W. (1992), “The supplementation of layers’ feed
with the yeast Phaffia rhodozyma as pigment carrier”, Archiv fur Gefliigelkunde,
5:205-210.

Fang, T.).; Cheng, Y. (1993), “Improvement of astaxanthin production by Phgffia
rhodozyma through mutation and optimization of culture conditions”, J. Ferment.
Bioeng., 75: 466-469.

Fontana, ].D.; Guimaraes, M.F.; Martins, N.T.; Fontana C.A.; Baron, M. {1996a),
“Culture of the astaxanthinogenic yeast Phaffia rhodozyma in low cost media”,
Applied Biochemistry and Biotechnology, 57/58: 413-422.

__ ;Czeczuga, B.; Bonfim, T.M.B.; Chociai, M.B.; Oliveira, B.H.; Guimaraes,
M.F.; Baron, M. (1996b), “Bioproduction of carotenoids: The comparative use of
raw sugarcane juice and depolimerized bagasse by Phaffia rhodozyma”,
Bioresource Technology, 58(2): 121-125.

Gentles, A.; Haard, N. (1990), “Bioavailability of astaxanthin in Phaffia rhodozyma”,
en Advances in Fisheries Technology and Biotechnology for Increasing
Profitabiity. Lancaster, PA, EU, Technomic Publisingh C.

; Haard, N. (1991), “Pigmentation of rainbow trout with enzyme-treaed ans
spray-dried Phaffia rhodozyma’, The Progressive Fish Culturist, 53: 1-6.
Girad, P.; Falconnier, B.; Bricout, J.; Vladescu, B. (1994), “B-Carotene producing
mutans of Phaffia rhodozyma”, Appl. Microbiol. Biotechnol., 41: 183-191.
Goodwin, T.W. (1980), The biochemistry of the carotenoids, 2a. ed. Londres,

Chapman and Hall. '

Haard, N.F. (1988), “Astaxanthin formation by the yeast Phaffia rhodozyma on
molasses”, Biotechnol. Lett., 10: 609-614.

Hayman G.T.; Mannarelli, B.M.; Leathers, T.D. (1995), “Production of carotenoids
by Phaffia rhodozyma grown on media composed of corn wet-milling co-
products”, J. Industrial Microbiol.; 14: 389-395.

Herrera, A.; Téllez-Luis, S.J.; Ramirez, J.A.; Vazquez, M. (2003), “Production of

xylose from sorghum straw using hydrochloric acid”, Journal of Cereal Science,
37(3):267-274.

112



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

Johnson, E.A.; An, G. (1991), “Astaxanthin from microbial Sources”, Crit. Rev
Biotechnol., 11: 297-326.

—— ; Lewis, M.J. (1979), “Astaxanthin formation by the yeast Phaffia
rhodozyma”, J. Gen. Microbiol.,, 115: 173-183.

; Lewis, M.J.; Grau, C.R. (1980a), “Pigmentation of egg yolks with
astaxanthin from the yeast Phaffia rhodozyma”, Poultry Sci., 59: 1777-1782.

— ; Villa, T.G; Lewis, M.J. (1980b), “Phaffia rhodozyma as an astaxanthin
source in salmonid diets”, Aquacuiture, 20; 123-134.

C o ;Villa, T.G; Lewis, M.J.; Phaff, H. J. (1978), “Simple method for the isolation
de astaxanthin from the basidiomycetous yeast Phaffia rhodozyma”, Appl.
Environ. Microbiol., 35: 1155-1159.

Jyonouchi, H.; Sun, S.; Gross, M. (1995), “Effect of carotenoids on in vitro
immunoglobulin production by human peripheral blood mononuclear cells”, Nutr
Cancer, 23: 171-183.

Kienzle, F.; Mayer, H. (1978}, “Synthese von optisch aktiven, natiirlichen Carotinoiden
und strukturell verwandten Naturprodukten. II. Synthese von (35, 3'S)-
Astaxanthin”, Hev. Chim., Acta 61: 2609-2618.

Kobayashi, M.; Kakizono, T.; Nishio, N.; Nagai, S. (1992b), “Effects of light intensity,
light quality, and illumination cycle on astaxanthin formation in a green alga,
Haematococcus pluvialis”, J. Ferment. Bioeng., 74: 61-63.

; Kakizono, T.; Yamaguchi, K.; Nishio, N.; Nagali, S. (1992a), “Growth and
astaxanthin formation of Haematococcus pluvialis in heterotrophic and mixotrophic
conditions”, J. Ferment. Bioeng., 74: 17-20.

Maoka, T.; Katsuyama, M.; Kaneko, N.; Matsuno, T. (1985), “Stereochemical
investigation of carotenoids in the antarctic krill Euphasia superba”, Bull. Jpn.
Soc. Sci. Fish., 51: 1671-1679.

Martin, A.M.; Acheampong, E.; Patel, TR. (1993), “Production of astaxanthin by
Phaffia rhodozyma using peat hydrolysates as substrate”, J Chem. Technol.
Biotechnol., 58: 223-230.

_—; Acheampong, E.; Patel, T.R.; Chornet E. (1993b), “Study of growth
parameters of Phaffia rhodozyma cultivated in peat hydrolysates”, Appl.
Biochem. Biotechnol., 37: 235-241.

—; Acheampong, E.; Patel, T.R.; Chomet E. (1992), “Study of growth
parameters for Phaffia rhodozyma cultivated in peat hydrolysates™, Appl.
Biochem. Biotechnol., 37. 235-241.

Meyer, P.S.; Du Preez, J.C. (1993b), “Effect of acetic acid on astaxanthin production”,
Biotechnol. Lett., 15: 919-924.



Simon Josias TELLEZ, Ma. GUADALUPE Bustos Y GONZALO VELAZQUEZ

Meyer, P.S.; Du Preez, JC. (1994a), “Effect of culture conditions on astaxanthin
production by a mutant of Phaffia rhodozyma in batch and chemostat culture”,
Appl. Microbiol. Biotechnol., 40: 780-785.

— . DuPreez, J.C. (1994c), “Astaxanthin production by a Phaffia rhodozyma
mutant on grapejuice”, World J. Microbiol. Biotechnol., 10: 178-183.

—___; DuPreez, J.C.(1994d), “Photo-reguiated astaxanthin production by Phaffia
rhodozyma mutants”, System. Appl Microbiol, 17: 24-31.

__; DuPreez, J.C.; Van Dyk, M.S. (1994¢)} “The effect of monoterpenes on
astaxanthin production by a mutant of Phaffia rhodozyma”, Biotechnol. Lelt.,
16:125-128.

; Du Preez, J.C.; Kilian, S.G. (1993a), “Selection and evaluation of
astaxanthin-overproducing mutans of Phaffia rhodozyma”, World J. Microbiol.
Biotechnol., 9. 514-520,

_; Wingfield B.D.; Dy Preez ].C. (1994b), “Genetic analysis of astaxanthin-
overproducing mutants of Phaffia rhodozyma using RaPDS”, Biotechnol. Technig.,
8:1-6.

Nelis, H.J.; De Leenheer, A.P. (1991), “Microbial sources of carotenoid pigments
used in foods and feeds”, J. Appl. Bacteriol., 70: 181-191.

Okagbue, R.IN.; Lewis M.J. (1983), “Mixed culture of Bacillus circulans wl-12 and
Phaffia rhodozyma on different carbon sources: yeast-wall lytic enzyme production
and extractability of astaxanthin®, Biotechnol. Lett., 5: 731-736.

Okagbue, R.N.; Lewis M.J. (1984b), “Use of alfalfa residual juice as a substrate for
propagation of the red yeast Phaffia rhodozyma”, Appl. Microbiol. Biotechnol.,
20:33.39,

—  ; Lewis, M.J. (1984a), “Inhibition of the red yeast Phaffia rhodozyma by
saponin”, Appl. Microbiol. Biotechnol., 20: 278-280.

—— ; Lewis, M.J. (1984c¢), “Autolysis of the red yeast Phaffia rhodozyma: a
potential to facilitate extraction of astaxanthin”, Biotechnol. Lett., 6: 247-250.

; Lewis, M.J. (1985), “Influence of mixed culture conditions on yeast-wall
hydrolytic activity of Bacillus circulans WL-12 and on extractabitity of astaxanhin
from the yeast Phaffia rhodozyma”, J. Appl. Bacteriol., 59: 243-255.

Papa, C.M,; Fletcher, D.L.; Halloran, H.R. (1985), “Utilization and yolk colouring
capability of xantophylls from synthetic and high xanthophyll concentrates”, Poultry
Sci., 64: 1464-1469.

Parajo, 1.C.; Santos, V.; Véazquez, M. (1998), “Optimisation of carotenoid production by
Phaffia rhodozyma cells grown on xylose”, Process Biochemistry., 33: 181-187.

114



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

Pfeiffer, 1.; Kucsera, J.; Varga, J.; Parducz, A.; Ferenczy, L. (1996), “Variability and
inheritance of double-stranded rNA viruses in Phaffia rhodozyma’”, Current
Genetics, 30: 294-297.

Reynders, M.B.; Rawlings, D.E.; Harrison, S.T.L. (1997), “Demonstration of the
crabtree effect in Phaffia rhodozyma during continuous and fed-batch cuitivation”,
Biotechnol. Lett., 19: 549-552.

Schroeder, W.A.; Johnson, E.A. (1995), “Carotenoids protect Phaffia rhodozyma
against singlet oxygen damage”, J. Ind. Microbiol., 14: 502-507.

Sedmark, J.J.; Weerasinghe, D.K_; Jolly, S.0. (1990), “Extraction and quantitation of
astaxanthin from Phaffia rhodozyma’, Biotechnol Technig., 4: 107-112.

Sigurgisladottir, S.; Parrish, C.C.; Lall, S.P.; Ackman, R.G. (1994), “Effects of feeding
natural tocopherols and astaxanthin on Atlantic salmon (Salmo salar) fillet quality”,
Food Res. Int., 27: 23-32.

Simpson, K.L.; Katamaya, T. y Chichester, C.O. (1981), “Carotenoids from
microorganisms”, en Bauernfeld, J.C. (ed.}, Carotenoids as colorants and vitamin
A precursors, Londres, Academic Press, pag. 463.

Sorum, U.; Robertsen, B. (1991), “Lysis of the astaxanthin-producing yeast Phaffia
rhodozyma by lytic enzymes from the fungus Trichoderma harzianum”, 27"
Wintermeeting of the Norwegian Biochemical Soctety, Storefjell, Noruega.

Tangeras, A.; Slinde, E. (1994), “Coloring of salmonids in aquaculture: the yeast Phaffia
rhodozyma as a source of astaxanthin®, en Fisheries Processing: Biotechno-
logical applications, Londres, Chapman & Hall.

Tjahjono, A .E.; Hayama, Y.; Kakizono, T.; Terada, Y.; Nishio, N.; Shiro, N. (1994),
“Hyper-acumulation of astaxanthin in a green alga Haematococcus pluvialis at
elevated temperatures”, Biotechnol. Lett., 16: 133-138.

Torrissen, O.J.; Hardy, R.W.; Shearer, K.D. (1989), “Pigmentation of salmonids-
carotenoid deposition and metabolism in salmonids”, Crit. Rev. Aquatic Sci., 1:
209-220.

Vézquez, M.; Martin, A.M. (1998), “Optimization of Phaffia rhodozyma continuous
culture through response surface methodology”, Biofechnol. Biveng., 57: 314-320.

; Martin, A.M. (1998), “Mathematical model for Phaffia rhodozyma growth
using peat hydrolysates as substrate”, J. Sci. Food Agric., 76: 481-487.

; Santos, V. (1998), “3-Hydroxy-3",4 -Didehydro--y-Caroten-4-One (HDCO)
from Xanthophyllomyces dendrorhous (Phaffia rhodozyma) cultivated on
xylose media”, Biotechnology Letters, 20: 181-182.

— (2001), “Effect of the light on carotenoid profiles of Xanthophyllomyces
dendrorhous strains (formerly Phaffia rhodozyma)”, Food Technology and
Biotechnology, 39: 121-126.

115



SimON Josias TELLEZ, Ma. GUADALUPE BusTos ¥ GONZALO VELAZQUEZ

Viazquez, M.; Santos, V.; Parajo, J.C. (1998), “Fed-Batch cultures of Phaffia
rhodozyma in xylose-containing media made from wood hydrolysates”, Food
Biotechnology, 12: 43-55.

Yokoyama, A.; lzumida, H.; Miki, W. (1994), “Production of astaxanthin and 4-
ketozeaxanthin by the marine bacterium, Agrobacterium aurantiacum”, Biosci.
Biotechnol. Biochem., 58: 1842-1844.

116



Produccion de transglutaminasa por Streptoverticillium
ladakanum NRrRL-3191 desarrollado en medios hechos
de hidrolizados de paja de sorgo
Transglutaminase Production by Streptoverticillium
ladakanum NRrRL-3191 Growing on Media Made
from Hydrolysates of Sorghum Straw

Téllez Luis, S. J.'*; Ramirez de Leén, JA.'; Vazquez Vazquez, M.'?

Resumen

La transglutaminasa microbiana (Tm) es un enzima extracelular producido por varios
microorganismos, entre ellos Streptoverticillium ladakanum. Este enzima difiere de
los de mamiferos, peces y otros animales vertebrados debido a que es independiente
de calcio lo que aumenta el interés en esta enzima de la industria alimentaria. El objeti-
vo de este trabajo fue explicar la factibilidad de la produccién biotecnolégica de
transglutaminasa a partir del microorganismo S, ladakanum NrrL-3191 en medios
nutritivos de hidrolizados de paja de sorgo. La actividad de la transglutaminasa fue
determinada en medios de fermentacion en hidrolizados de paja de sorgo y en xilosa
comercial, con 10, 20, 0 30 g/L de xilosa inicial por un procedimiento calorimétrico
basado en la formacién de hidroxamato de N-carbobenzoxil-L-glutaminilglicina. En
los medios con 20g/L de xilosa comercial, la actividad de transglutaminasa fue de
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0.282 U/ml a 96 horas. Usando hidrolizado de paja de sorgo, neutralizado y clarificado
con 20g/L de xilosa, la actividad de transglutaminasa fue de 0.348 U/mL a 72 horas. Se
demostré que los hidrolizados de paja de sorgo son medios convenientes para la
produccion de transglutaminasa por S. ladakanum.

Abstract

The microbial transglutaminase is an extracellular enzyme produced for several mi-
croorganisms as Streptoverticillium ladakanum. This enzyme differs from mammal,
fishes and other vertebrates animals because is independent ion calcium. These
properties increase interesting of food industry by enzyme. The aim of this work was
to elucidate if the biotechnological production of transglutaminase by S. ladakanim
NRRL-3191 growing on media made from hydrolysates of sorghum straw is suitable.
Transglutaminase activity was determined in fermentations on sorghum straw hy-
drolysates with 10, 20, 30 g initial xylose/L and commercial xylose as control in the
same concentrations. Using media containing 20 g commercial xilose/L,
transglutaminase activity up to 0.282 U/ml was obtained at 96 hours. Using neutral-
ized, charcoal-treated hydrolysates of sorghum straw with 20g xylose /L. that were
sterilized by filtration through membranes of 0.2 mm, up to 0.348 U/mL was obtained
in 72 hours. The results showed that hydrolysates of sorghum straw are suitable
media for transglutaminase production by S. ladakanum.

Introduccion

una reaccion de transferencia de grupos acilo entre grupos a-carboxiamida de

residuos glutamil de proteinas. Destacan dos caracteristicas en el enzima
transglutaminasa: es extracelular y es independiente de los iones calcio para su fun-
cionamiento. Estas propiedades aumentan el interés de ias industrias alimentarias por
la utilizacién de la transglutaminasa. Se propone usar la T™™ en procesos industriales
para la formacidn de geles estables térmicamente (Motaki ef al., 1987; Nonaka et af.,
1989), pues la T™ cataliza la formacion de enlaces covalentes entre proteinas mejo-
rando la estructura del gel.

La ™ se ha empleado para mejorar las propiedades mecéanicas y texturales de
diferentes proteinas alimentarias, incluyendo productos del surimi o productos de
pescado reestructurado (Téllez-Luis e al., 2002b). Este enzima es la responsable del
fenomeno del asentamiento en las proteinas del pescado (Ramirez ef al., 2000). El
medio de fermentacién representa aproximadamente 30% del costo para una fer-
mentacién microbiana (Miller et al., 1986). El medio de fermentacién empleado para

l a transglutaminasa microbiana (TM) (EC 2.3.2.13) es un enzima que cataliza
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el desarrollo de Streptoverticillium ladakanum no es econémicamente atractivo de-
bido al costo elevado de los nutrientes, como el extracto de levadura y peptona. La
xilosa es un aziicar hemiceluldsico que se usa como fuente de carbono y energia para el
desarrotlo de microorganismos. La conveniencia de usar la xilosa puede incrementarse
si el medio de fermentacién es preparado a partir de hidrolizados hemiceluldsicos de
materia prima como la paja de sorgo o bagazo de cafia de azicar (Aguilar ef al,,
2002; Herrera ef al., 2003).

El objetivo de este trabajo fue indagar si es conveniente la produccion biotecnolo-
gica de transglutaminasa por Streptoverticillium ladakanum NRRL-3191 desarrolla-
dos en medios hechos a partir de hidrolizados de paja de sorgo.

Materiales y métodos

La paja de sorgo utilizada se obtuvo de una empresa agricola. La muestra molida se
tamizé y se selecciond un tamafio de particula menor a 0.5 mm. Posteriormente se
seco en una estufa de aire forzado. La muestra deshidratada se almacendé en reci-
pientes de plastico cerrados herméticamente para evitar fluctuaciones de humedad
durante la investigacion. '

La hidrélisis se realizé bajo condiciones selectas (se utilizé 4cido sulfurico en con-
centraciones de 2%, a 122°C, por 70 min, relacion liquido/solido a 10/1) (Téllez-Luis
et al.,2002a). Los hidrolizados se neutralizaron con CaCO, (pH=6) forméandose CaSO,
y separandose por filtracion.

Los hidrolizados neutralizados con CaCO, se mezclaron con carbon activo por 90
minutos a temperatura ambiente usando una relacion udrolizado/carbon a 50/1 (g/g).
Los hidrolizados tratados con carbon activo se concentraron por evaporacion al va-
cio para obtener soluciones de xilosa con una concentracion de 10-30 g/L.

El microorganismo utilizado en este estudio fue Streproverticillium ladakanum.
Los microorganismos fueron mantenidos en agar a 4°C. Los experimentos fueron
realizados por 120 horas a 26°C en una camara de agitacion (250 rpm) usando
matraces con 50 mL de medio de cultivo. Los medios consistieron en hidrolizados o
xilosa comercial con 10, 20 0 30 g/L. de xilosa, el cual se suplementd con: 2.5 g/L de
extracto de levadura, 10.5 g/L. de peptona, 0.5 g/I. de MgSO,, 2 g/L. de KH,PO,, 5 g/L.
de Na,HPO, y 20 g/L de caseinato de sodio. Las muestras se retiraron del medio
de fermentacion a 72, 96, y 120 horas, posteriormente se centrifugaron (4500 x g,
10 min) y el sobrenadante se analizé en weic para la determinacion de xilosa y
acido acético, usando una columna de intercambio idnico 1on 300 transgenomic
(temperatura 45°C) con elusion isocratica (velocidad de flujo 0.4 mL/min, fase
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movil: 0.005 NH,SO,) y un detector de indice de refraccion. El sobrenadante se lavé
dos veces con una solucion de cloruro de sodio en agua desionizada, se centrifugd otra
vez, secandose a 102°C por 48 horas a fin de calcular la concentracién de biomasa
con base ¢en el peso seco. :

La actividad de transglutaminasa se midié por un procedimiento calorimétrico
basado en la formacion de hidroxamato de N-carbobenzoxil-L-glutaminyli-glicina
(Grossowicz ef al., 1950). La unidad de actividad enzimatica es definida como la
formacién de un imol de monohidroxamato a 37°C por minuto. '

Los datos experimentales se realizaron por triplicado. El rendimiento en biomasa
y producto se calculd de la siguiente manera:

Ytiv=X—X0
_P-F,
PiS SO_S

Donde X es la concentracién de biomasa (g/L); X €s la concentracidn de biomasa
inicial (g/L); S es la concentracién de xilosa (g/L); S, es la concentracién de xilosa
inicial; P es la actividad de transglutaminasa (unidades); P, es la actividad de
transglutaminasa inicial (unidades), ¥, coeficiente del rendimiento en biomasa (g/g),
y Y, . coeficiente en rendimiento en producto ({(TM/u)/ (consumo de xilosa/g)).

Resultados y discusiones

Se realizo una serie de experimentos tomando en consideracion la concentracion de
hidrolizados de paja de sorgo con xilosa (10,20 y 30 g/L) con el propésito de estimar
la posibilidad de usar hidrolizados de paja de sorgo neutralizados y clarificados como
medio nutritivo para ¢l desarrollo de Streptoverticillium ladakanum wrri-3191. En
lafigura | se muestra la idea general de! proceso. La composicidn inicial de hidrolizados
fue: xilosa (12.1320.32) g/L, glucosa (3.27+ 0.56) g/L, arabinosa (1.99+0.15) g/L,
acido acético (3.19+ 0.28) g/L, la cual vario con la concentracion del proceso.

Para propositos comparativos, se realizaron una serie de experimentos con disolu-
ciones de xilosa comercial. Se observo que el desarrollo de Streptoverticillium
ladakanum en xilosa comercial fue mas rapido que en los hidrolizados. A las 72
horas, se detectaron 4.5 g/L de xilosa en Jos experimentos realizados con 30 g/l. de
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xilosa comercial. Usando hidrolizados al mismo tiempo (72 horas) permanecieron 5 g/L
de xilosa comercial en experimentos con 10 g/L. de xilosa, en un medio con 20 g/L de
xilosa inicial se detectaron 8.75 g/L de xilosa, y en un medio con 30 g/L. de xilosa
comercial permanecieron 9.9 g/L de xilosa. Esto se debe al desarrollo lento causado
por la presencia de inhibidores. Los otros azhcares de los hidrolizados (glucosa y
arabinosa) se agotaron a las 72 horas.

En la figura 2 se muestran las actividades de la T™ obtenidas en los medios con
xilosa comercial. Usando 10 g/L. de xilosa, se obtuvieron 0.170 U/mL en 72 horas,
disminuyendo hasta 0.108 U/mL en 120 horas. Estos resultados contradicen a los
obtentdos por Junqua et al. (1997), en los que no se detectd actividad de ™ usando
un medio con 10 g/L de xilosa. La actividad mas alta obtenida en un medio con xilosa
comercial fue de 0.282 U/mL, usando 20 g/L. de xilosa durante 96 horas. Esto se debe
a que las células continlan generando el enzima extracelular después del agotamien-
to completo de |la fuente de carbon a las 72 horas.

Se detectd una actividad baja de ™ de 0.099 U/mL aumentando el tiempo de
fermentacion; este hecho se atribuye a la actividad de proteasas. No se mostrd au-
mento en la actividad de ™ incrementando la concentracion de xilosa (30 g/L). En
todos los casos se observd una disminucton en la actividad de T a 120 horas, lo cual
se atribuye a la protedlisis presente.

La actividad maxima de ™™ (0.155 U/mL) se obtuvo usando hidrolizados con 30 g/LL
de xilosa a96 horasconun Y, de S U/gy Y . de 0.39 g/g durante la fermentacion de
Streptoverticillium ladakanum en hidrolizados de paja de sorgo esterilizados en au-
toclave a 121°C (figura 3). En estas condiciones, se obtuvieron 8 U/gy 0.19 g/g en
medios sintéticos, sugiriendo que en los hidrolizados el metabolismo celular se orienta
mas hacia el incremento de la biomasa que hacia el incremento de la Tw.

Se observé una actividad de ™ mas baja en los hidrolizados que en la xilosa
comercial; esto puede deberse al rompimiento de los constituyentes de la paja de
sorgo provocados por la esterilizacion en autoclave. Por tanto, se realizéd una serie de
experimentos usando hidrolizados esterilizados por filtracién a través de membranas
de 0.2 pm. Los resultados se muestran en la figura 4.

Comparando los resultados de actividad de T™ obtenidos en los hidrolizados este-
rilizados por calentamiento, se observa un aumento en la actividad obtenida en los
hidrolizados esterilizados por filtracion en todas las fermentaciones. Usando hidroli-
zados esterilizados por filtracién con 20 g/L. de xilosa, se obtuvo una actividad de ™™
de 0.348 U/mL en un tiempo de 72 horas. Esta actividad de ™™ es mas alta que la
maxima obtenida usando xilosa comercial (0,282 U/mL), atribuyéndose a posibles
inductores de la produccion de T que son degradados por calentamiento.
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Figura 1. Diagrama general del proceso
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Figura 2. Actividades de transglutaminasa microbiana obtenidas
en medios de xilosa comercial
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Figura 3. Actividades de transglutaminasa microbiana obtenidas
en medios de hidrolizados de paja de sorgo esterilizados por calor
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Figura 4. Actividades de transglutaminasa obtenidas en medios de
hidrolizados de paja de sorgo esterilizados por filtracién
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La actividad mas baja de ™ en los hidrolizados obtenidos por filtracién puede ser
causada por el incremento del desarrollo de los inhibidores presentes (furfural y cido
acético). Se detectaron 2.2 g/L. de &cido acético en los hidrolizados obtenidos por
filtracion con 30 g/L de xilosa, y en los hidrolizados obtenidos por autoclave con la
misma concentracion de xilosa la congentracién de acido acético fue de 1.8 g/L.. La
actividad de ™ obtenida en los hidrolizados de paja de sorgo esta en el rango de otros
estudios reportados con diferentes sustratos (Zhu et al., 1995; Zhu et al., 1997, Téllez-
Luis, 2004). Se demostré que los hidrolizados de paja de sorgo esterilizados por filtra-

cion son medios disponibles para la produccidn de TMm por Streptoverticillium
ladakanum.
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Produccion biotecnolégica de transglutaminasa
Biotechnological Production of Transglutaminase
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Resumen

El creciente desarrollo de la biotecnologia ha permitido la produccién industrial de
nuevos aditivos alimenticios. Uno de esos aditivos es el enzima transglutaminasa.
Este enzima cataliza reacciones de ligado de proteinas, lo cual tiene multiples aplica-
ciones en tecnologia de productos cdmicos y pesqueros. La produccidn biotecnolégica
de estae enzima requiere la utilizacién de medios de cultivo econdémicos. Los residuos
agroindustriales constituyen materias primas de gran interés para la formulacién de
estos medios de cultivo debido a su contenido potencial ¢n aziicares fermentables. En
esta revision se presentan las caracteristicas del enzima transglutaminasa y sus prin-
cipales aplicaciones. Por altimo, se muestra la produceion biotecnoldgica a partir de
residuos agroindustriales.

Abstract

The great interest in biotechnology has allowed the industrial production of new food
additives. One of these additives is the transglutaminase. This enzyme catalyses reactions
of protein crosslinking which have several applications in technology of meat and fish
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products. The biotechnological production of this enzyme required the use of economical
culture media. Agricultural and industrial wastes are raw materials of great interest for
formulation of this culture media due to potential content of fermentable sugars. This
review shows the properties of transglutaminase and its main applications. The
biotechnological production using agricultural and industrial waste is revised.

Introduccion

cion de transferencia de grupos acilo entre grupos a-carboxiamida de resi-

duos ghitamil de proteinas (figura 1). La diferencia entre la TGasa con respecto
de |la mayoria de los enzimas utilizados en la industria alimentaria es que estos ultimos
son hidrolasas, y por tanto, rompen enlaces covalentes, mientras que la transglutaminasa
crea enlaces covalentes entre proteinas. En la practica, esto se traduce en la posibi-
lidad de ligar proteinas alimentarias. El pH optimo de este enzimaes 7 y la tempera-
tura de méxima actividad es 50° C.

L a transglutaminasa (TGasa: EC 2.3.2.13) es un enzima que cataliza una reac-

Figura 1. Reacciones catalizadas por la transglutaminasa.
a) Cross-linking entre proteinas, ) Reaccién de transferencia de acilos,
¢) Reaccion de desamidacion

a) R-Glu-CO-NH,+ HN-Lis-R’—> R-Glu-CO-NH-Lis-R” +NH,
b) R-Glu-CO-NH, +H,N-R’ = R-Gl-CO-NHR’ + NH,
¢) R-Glu-CO-NH,+H,0 > R-Glu-CO-OH +NH,

Los primeros estudios de aplicacidn de la transglutaminasa en alimentos se hi-
cieron con enzimas extraidos de mamiferos, lo cual representaba un gasto excesivo
a escala industrial. El problema se ha resuelto mediante la producciéon de este enzima a
través de microorganismos, encontrandose un enzima con mejores propiedades. La
TGasa microbiana, a diferencia de la proveniente de animales, es independiente de
los iones Ca*™. Otro aspecto importante de la TGasa microbiana lo constituye el
hecho de que es extracelular, por lo que se facilita su aislamiento.

Este enzima es activo en un amplio intervalo de pH (5-9) y temperatura (45-

55°C), lo cual le permite una gran variedad de aplicaciones en la elaboracién de
productos alimenticios.
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Aplicaciones de TGasa en tecnologia alimentaria

La aplicacion de la TGasa en productos carnicos se centra en la propiedad ligante de
las proteinas miofibrilares que mejora la textura de los productos, aumenta la capaci-
dad de retencion de agua y su rendimiento comercial.

Otro punto a favor del enzima es su aplicacion en la produccién de alimentos carnicos
con bajo contenido en sal. En este caso, el uso de TGasa permite reducir el contenido
en sal de estos productos, lo que representa un beneficio para las personas con padeci-
mientos de hipertensidn arterial crénica. _

Por otro lado, se ha demostrado la posibilidad del uso de la TGasa como aditivo
para la reestructuracion de productos carnicos; es decir, se logra la utilizacion de
cortes de bajo valor comercial para la obtencién de productos reestructurados. En los
reestructurados de pescado, por ejemplo, se ha comprobado que mezclas del enzima
con caseinato de sodio favorecen la formacidn de filetes (Uresti ef al., 2004).

La aplicacién de TGasa también es posible en productos derivados de la soya,
debido a la cantidad abundante de proteina en este vegetal. El tofu, un alimento muy
comun en China, es otro ejemplo de aplicacién de TGasa. Los estudios realizados en
la elaboracion de tofu usando el enzima como factor de coagulacion, demuestran que
al adicionar enzima a la leche de soya se obtiene un producto con una fuerza de
ruptura mas alta (115 g/cim?) que la gue muestran los producidos sin la enzima (41 g/
cm?) (Kuraishi ef al., 2001).

Este breve esbozo nos muestra la gran aplicabilidad del enzima en la produccién
de alimentos con alto contenido proteico, lo cual justifica la bisqueda de nuevas y
mejores alternativas para su produccién.

Produccion de transglutaminasa

La transglutaminasa puede obtenerse de tejidos vegetales y de sangre de mamiferos
(factor xu1 de la coagulacion) pero, como ya se ha mencionado, el proceso es muy
costoso a escala industrial. La produccion del enzima se realiza mediante fermenta-
ciones con microorganismos, pues ya que es un producto extracelular se facilita su
obtencién. La figura 2 muestra un resumen de las distintas fuentes de enzima
transglutaminasa y técnicas de purificacion.

La produccidn de transglutaminasa a partir de microorganismos (TGasa microbiana)
se descubrié a finales de la década de los ochenta. Ando et al. (1989) investigaron 5 mil
cepas aisladas de suelos de varios lugares y encontraron que las Steptoverticillium
S-8112 producian el enzima. La tabla 1 muestra los microorganismos que producen
transglutaminasa.
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Figura 2. Principales procesos para la purificacion de la transglutaminasa
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La produccion de la TGasa microbiana se realiza mediante fermentaciones cuyas
condiciones han sido descritas por Ando ef al. (1989, 1992) y Motoki e al. (1989),
segin las cuales se obtienen actividades de enzima que van de 0.28 U/mL a 2.5 U/
mL. De acuerdo al método descrito por Grossowicz ef al. (1950), para determinar
actividad de enzima, una unidad de TGasa microbiana se describe como la formacion
de 1 um de acido L-glutamico B-monohydroxamato durante un minuto a 37°C.

El microorganismo Streptoverticcillium mobaraensis NRrL 3191 es el mas utili-
zado para la produccion de la TGasa microbiana, aunque se han realizado estudios
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Tabla 1. Microorganismos que producen transglutaminasa
(* TGasa extracelular; ** TGasa intracelular)

Microorganismo Auior

Streptoverticillium griseocarneum™ Motoki ef al. (1989)
Streptoverticillium cinnamoneum
subsp. cinnanoneum*
Streptoverticillium movaraense*

Bacillus circulans® Zachia Ayub et al. (2003)
Actinomadura sp* Kim H. S. et al. (2000)
Bacillus subtilis** Ho et al. (2000)
Physarum polycephalum®*

Especies de Qomycetos** Zhu et al (1999)

con Streptoverticcillium cinnamoneum cBs 683.68 en los que se obtuvieron unida-
des de enzima dentro de los rangos antes mencionados.

Los esfuerzos por encontrar mejores condiciones de produccion consideran dis-
tintas variables, por lo que se han realizado diferentes estudios. Zhu ez al. (1997)
propusieron un estudio para la evaluacion de los lotes alimentados con el fin de preve-
nir la limitacién de fuente de nitrégeno en los cultivos durante la produceion. Encon-
traron que la alimentacion con peptona como fuente de nitrégeno no ofrece un beneficio
para la produccidn, debido al entrecruzamiento causado por el enzima producido, por
lo que es recomendable ¢l uso de sulfato de amonio como fuente de nitrogeno para
evitar este problema. También se observé la dependencia entre las fuentes de carbono
y nitrégeno con el aumento de biomasa. Por otro lado, se han evaluado las condicio-
nes de agitacion de los medios de cultivo en batch (Yan, G. L. ef al., 2005) y estrate-
gias del control det pH (Zheng M. Y., 2002).

Ef método para la purificacién del enzima propuesto por J. Chen et al. (2002)
incluye centrifugacién a 6000 rpm por 10 minutos para separar el liquido sobrenadante
de la biomasa; concentracion del sobrenadante mediante ultrafiltracion con una pre-
sion de 0.1 Mpa de operacién, lavado con alcohol, centrifugacion a 3° C a 3000 rpm
por 7 minutos y liofilizacién (0°C, 760 mmHg y 24h). De esta manera se obtiene
enzima crudo, el cual se somete a didlisis en 0.02 M buffer de fosfato (pH 6.5, 12h
y 4°C). Esta solucidén se somete a separacion por cromatografia de columna de cmc
de 2.6x20 cm previamente equilibrada can 0.02 M de fosfato buffer a pH 6.5 (velo-
cidad de flujo de 1 mL/min; incremento lineal de un gradiente de fosfato de 0.02 a
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0.05 M). Las fracciones de 11 mL con el enzima activo se colectan y concentran por
Polyoxialquyleno 20000 que se cargan en una columna de Sephadex G-75 (1.6 x
80cm) equilibrada con 0.05 M de Tris/HCI buffer (pH 6.0). La columna se lava con
el mismo buffer y las fracciones de 3.0 mL se colectan a 1 mL/min.

Alternativas para la produccién de TGasa microbiana

Se ha encontrado que el glicerol y la caseina tienen efecto significativo sobre el
incremento de biomasa y la actividad de TGasa microbiana (Junqua et al., 1997).
Téllez-Luis er al. (2004a) encontraron que un medio con 50.5 g glicerol/L y 20 g
caseina/L. producen 0.725 U de enzima/ml..

Con el fin de proponer alternativas para la produccidon de TGasa microbiana a
partir de materias primas de bajo costo, se ha investigado la posibilidad de variar las
fuentes de carbono de los medios de cultivo y usar residuos agroindustriales, por su
alto contenido en azicares fermentables. Recientemente, se ha comprobado la viabi-
lidad de la produccion de TGasa microbiana mediante el uso de hidrolizados de paja
de sorgo como sustrato (Téllez-Luis et al., 2004b), obteniéndose 0.348 U/mL de
actividad en 72 horas a partir de soluciones de xilosa 20 g/L.. '

Por otro lado existen residuos agroindustriales con amplias posibilidades de apli-
cacién en la produccion de aditivos alimentarios, tal es el caso de la melaza de caiia
de azncar, la cual, al contener altas concentraciones de aziicares incristalizables
(sacarosa, glucosa y fructosa), puede ser utilizada como sustrato para produccion
de transglutaminasa. El proceso de produccion de la caiia de azicar implica la
formacion de compuestos de la familia del furfural, por lo que estos compuestos se
presentan en la composicion de la melaza final. Una vez que se decide usar como
sustrato esa melaza, es necesario evaluar el contenido de estos compuestos debido
a su accion inhibidora del crecimiento microbiano. Actualmente no se cuenta con
informacion con respecto a la utilizacién de esta fuente de carbono como sustrato,
por lo que se han realizado evaluaciones de la composicién de esta mezcla rica en
azicares para establecer la viabilidad de la produccidn biotecnolégica del enzima
TGasa.
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Baculovirus recombinantes: desarrollo de nuevos
bioinsecticidas para el control de plagas
de insectos lepidopteros
Recombinant Baculoviruses: New Bioinsecticides
to Control Lepidopteran Insect Pests
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Resumen

Patégenos de insectos, tales como los baculovirus, pueden ser utilizados como
potentes agentes de control biologico ya que producen alta tasa de mortalidad
en los insectos plaga. Sin embargo, dos problemas asociados con el uso de los
baculovirus como bioinsecticidas que todavia persisten son tanto su lentitud
para matar insectos, como la reducida gama de especies que infectan. Las
pérdidas de cultivos agricolas podrian reducirse de manera significativa me-
diante el desarrollo de baculovirus recombinantes que podrian expresar molé-
culas toxicas para los insectos. Por ejemplo, ya se han diseftado baculovirus
que expresan toxinas ¢ proteasas que potencian su modo de accion contra las
plagas agricolas. Su potencial utilidad en el control de plagas se ha incrementado
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debido a que estos baculovirus recombinantes estén siendo intggrados a pro-
gramas de manejo de plagas de insectos (MPI) en sistemas agricolas. Estas
acciones ofrecen al Mpt nuevas opciones para bioinsecticidas, mientras que
reducen las cantidades usadas de pesticidas quimicos en el campo. Lo que
presentamos aquf son las estrategias para la construccidén genética de
baculovirus que expresan genes de polidnavirus y de proteasas, para controlar
plagas de insectos lepiddpteros. Latarea es evaluar el efecto de los baculovirus
recombinantes sobre diversas especies de insectos plaga de importancia para
la agricultura, tales como H. virescens, Diairaea saccharalis, Helicoverpa
(Heliothis) zea, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua y Manduca sex-
ta. Estos nuevos bioinsecticidas tendran un impacto favorable en varios
ecosistemas agricolas (incluidos cultivos de tomate, algodén, maiz y frijol y de
los pastizales) de pafses cuyo bienestar econémico depende notablemente de
la agricultura, al implementar métodos mas eficientes, potentes y amigables con
el ambiente. '

Abstract

Insect pathogens such as baculoviruses can be exploited as potent mortality-
inducing agents for the biological control of insect pests. However, two
problems associated with using baculoviruses as biopesticides is their
inherently delayed speed-of-kill and relatively narrow host range. Crop losses
could be significantly reduced by the development of recombinant
baculoviruses which express toxic molecules to insects. For example,
researchers have engineered baculoviruses that express toxins or proteases
that enhance their mode of action against agricultural pests. Their potential
role in pest control is increasing because recombinant baculoviruses are being
integrated into insect pest management programs (ipM) in agricultural systems.
This action gives [PM’s newer options for biopesticides while reducing the
amount of usage of chemical pesticides in the field. This paper presents the
strategies which can be used for construction of baculoviruses with
pelydnavirus and protease genes to control lepidopteran insect pests. Qur
goal is to evaluate the genetically modified baculoviruses activity in several
insect pests such as H. virescens, Diatraea saccharalis, Helicoverpa
(Heliothis) zea, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua, and Manduca
sexta. Thus, nove] biopesticides, such as recombinant baculoviruses, will
have a positive impact upon agricultural ecosystems (such as those of tomato,
cotion, corn, grass, and bean) in countries which rely heavily on agricultural
crops for their economic welfare by implementation of more efficient, potent,
and environmentally-safe methods for agricultural insect pest contro].
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Introduccion

os baculovirus son patégenos especificos de artropodos, los cuales infectan a

un gran nimero de especies de insectos del orden Lepiddptera (Adams y

McClintock, 1991). Debido a que los baculovirus son amigables con el
medioambiente y no se reproducen en los vertebrados, han sido sujeto de muchos
estudios como una posible alternativa o suplemento de los insecticidas quimicos con-
vencionales (Black et al., 1997; Moscardi, 1999). Los baculovirus tienen un genoma
compuesto de aDN de doble cadena circular que esta dentro de una envoltura viridnica.
Los viriones del baculovirus estan dentro de una matriz cristalina protectora que
consiste de proteina polihedrina y forma lo que se denomina el poliedro. Los poliedros
pueden ser aplicados para el control de insectos plaga de una manera convencional
como se hace con los insecticidas quimicos clasicos. La infeccion primaria en el
huésped se inicia cuando la larva del insecto plaga ingiere los poliedros. La matrix
cristalina de polihedrina se disuelve en el ambiente alcalino del estdmago del insecto,
liberando los viriones, los cuales infectan las células del estomago. Los baculovirus
que producen esta infeccion primaria establecen una infeccion secundaria en otros
tejidos del insecto huésped. Después de que se expresan los genes virales y los
viriones se ensamblan, se producen poliedros, en cantidad masiva, en los tejidos del
insecto huésped (figura 1). Cuando el insecto huésped muere de la infeccion, el cadé-
ver se disuelve liberandose poliedros en el medioambiente, con lo cual se inician
nuevas rondas de infeccion.

Una de las desventajas de los baculovirus silvestres es su baja capacidad para
eliminar en tiempo al insecto huésped. Para sobrepasar esta limitante, se han. desa-
rrollado baculovirus mejorados genéticamente que expresan genes y productos que
afectan la fisiologia del insecto huésped, de tal manera que éste muere mas rapido
(van Beek y Hughes, 1998; Harrison y Bonning, 2000, 2001). Un baculovirus mejora-
do genéticamente Sptimo es aquel que pueda producir descendencia lo mds pronto
posible una vez que haya infectado las células del huésped y que pueda establecer
una infeccidn sistémica en los tejidos del mismo de forma rapida, una vez pasada ia
infeccion primaria de células del estomago.

Un elemento clave para la accion de los baculovirus lo constituye la membrana
basal. La membrana basal es una capa extracelular proteinica que rodea los tejidos
de células animales, prove€ una estructura de soporte, tiene funcién de filtracidén y es
una superficie de anclaje, migracion y diferenciacion celulares (Yurchenco y O'Rear,
1993). Smith-Johannsen ef al., (1986) encontraron que la infeccidn con baculovirus
de las célufas foliculares de la pupa del gusano de seda, Bombyx mori, aumentaba si,
ademas, se inyectaba colagenasa clostridial (una proteina que degrada las proteinas
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Figura 1. Representacion grafica del ciclo de vida de un baculovirus en la
larva y la célula del insecto huésped

La larvadel insecto plaga ingiere los poliedrovirus (ppv) y en su estémago se disuelve la matrix cristalina
de polihedrina (p) liberando los viriones que infectan las células del estémago (v¢). Los virus extracelulares
(zcv), producto de la infeccién primaria, establecen una infeccidén secundaria en otras células y tejidos
del insecto huésped. Después de que se expresan los genes virales, los viriones se ensamblan en
poliedros (ppv}), en cantidad masiva, en las células y tejidos del insecto huésped, El insecto muere y los
rov se liberan en el medioambiente. Abreviaciones: p matrix de polikedrina, (8cv) virus extracelular,
(ppv) poliedrovirus, (N¢) nucieocdpsula. Reproduccidn de King y Possee (1992) con permiso de la
Editorial Chapman y Hall.

de Ja membrana basal de los tejidos). Por tanto, la degradacién de la membrana
basal podria provocar que la infeccion sistémica de los tejidos del insecto huésped
con el baculovirus fuera mas rapida y que un mayor numero de insectos fueran mas
susceptibles a la infeccién. En este sentido, una estrategia fue el desarrollar un
baculovirus que produjera una proteina que afectara la membrana basal de los
tejidos del insecto huésped. Un recombinante de este tipo se desarrollé a partir del
nucleopoliedrovirus (o baculovirus) de Autographa californica (AcNPV) capaz
de expresar proteasas que digieren las proteinas de la membrana basal y éste fue
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denominado AcMLF9.ScathL. El AcMLF9.ScathL expresa la proteasa catepsina L
de la mosca Sarcophaga peregrina y fue capaz de eliminar, en tiempo récord, a las
larvas de H. virescens infectadas con el baculovirus (Harrison y Bonning, 2001).
Otra estrategia para mejorar la accién de un baculovirus es el uso de genes de los
polidnavirus. Los polidnavirus son organismos que viven en simbiosis genética con
mas de 30 mil especies de avispas parasitoides que se desarrollan en un notable
numero de especies de insectos plaga. Los polidnavirus se replican en las células del
caliz de los ovarios de la hembra avispa y son depositados dentro de una larva de
insecto como huésped durante el proceso de parasitismo (figura 2), la cual, por lo

Figura 2. Ciclo de vida del parasitoide himené6ptero

Avispa
parasifoide

Polidnavirus, veneno

als roteinas dd ovanio
Paradtismo ye

Hl virus es introducido junto con
los huevedllos dentro dd insecto

parusitado Endoparasitoide
en desarrollo

Las larvas de los parasitoides B virusinfecta las c8ulas, proteje
de los huevedtlos y se desarrollan, al parasiwide en desarrollo pero no

emergeny tejen capullos se reproduce

El insecto huésped es parasitado por la avispa adulta hembra. Durante el proceso de parasitismo, los
huevos de la avispa, los polidnavirus, el veneno y varias proteinas del aparato reproductor de la hembra
son inoculados dentro del insecto huésped, Las larvas del parasitoide nacen de [os huevos y se desarro-
llan a través de varios estadios larvales, salen del insecto parasitado, tejen capullos, se desarroflan en la
pupa y nacen como avispas adultas para copular y buscar nuevos hospederos. El insecto huésped
muere en todos los casos. Reproduccion de Webb {1998) con permiso de 1a Editorial Plenum, Nueva
York (A Division of Plenum Publishing Corporation).
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general, s un gusano que causa dafio econémico a cultivos agricolas y/o alimentos
almacenados. El gen CrV1 del polidnavirus de C. congregata causa la muerte masi-
va (apoptosis) de las células de defensa que circulan en la hemolinfa del insecto
huésped, lo cual deprime su sistema inmune, por lo que el insecto plaga se vuelve mas
susceptible al ataque de otros parasitos y patogenos.

A continuacidon explicaremos, en detalle, la asociacion entre parasitoides y
polidnavirus y cémo éstos pueden ser utilizados para el control de insectos plaga. Se
sabe que los parasitoides han desarrollado complejos mecanismos de asociacion con
el insecto huésped. En primer fugar, los parasitoides han desarrollado estrategias para
evitar ser eliminados por el sistema inmune del insecto huésped, de tal manera que
pueden establecerse con éxito. Existe evidencia que indica que, en varios casos, los
parasitoides regular la fisiologia de su huésped para su propio beneficio: promueven
cambios de la respuesta inmune celular y humoral, afectan la fisiologia hormonal y el
desarrollo y comportamiento del insecto huésped. Uno de los ejemplos mas sobresa-
lientes de estas estrategias de los parasitoides es la imunodepresion provocada al
huésped y, esto se observa en los parasitoides que inoculan polidnavirus dentro de la
hemolinfa de su huésped al momento de ser parasitado. El genoma del polidnavirus
se integra al genoma de la avispa y éstos se replican en los ovarios de la avispa
hembra, por tanto, se establece una estrecha comunicacion entre €stos y el insecto
huésped. Por otro lado, una de las estrategias primordiales de un insecto para evitar
la invasion de un parasitoide es el fendmeno de encapsulacion o movilizacién de
célutas de 12 hemolinfa para formar una capsula multicapa de hemocitos que engloban
al parasitoide o patégeno invasor. En contraste, la funcién del polidnavirus es neutra-
lizar la accion de los hemocitos de insectos que son atacados por los parasitoides. El
gusano del cuerno del tabaco, Manduca sexta, y su parasitoide, la avispa C.
congregata, sirven de modelo para estudiar cémo el polidnavirus interfiere en la
respuesta de encapsulamiento de los hemocitos, ademés de provocarles la muerte.
Asi, las larvas de insectos infectadas con el polidnavirus de C. congregata y con el
baculovirus silvestre (AcNPV) mueren més rapido que aquellas larvas infectadas
Unicamente con los baculovirus; esto indica que la infeccidn conjunta, producida por
el polidnavirus y el baculovirus, provoca la muerte del insecto con mayor velocidad
(figura 2; Rodriguez-Pérez y Beckage, 2006).

El descubrimiento del mecanismo regulatorio del sistema inmune de insectos
parasitados por los polidnavirus es reciente. En los ultimos afios, diversas investiga-
ciones se han concentrado en estudiar la relacién parasitoide-polidnavirus-insecto
huésped, y han dado como resultado el aislamiento y caracterizacion de genes del
polidnavirus que deprimen la respuesta inmune del insecto huésped. Los genes del po-
lidnavirus (asociado con el parasitoide Microplitis demolitor) incluyen los que codifi-
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can proteinas ricas en cisteina; el gen del polidnavirus VHv1.l en Campoletis
sonorensis; el gen que codifica la proteina CrV1 en Cotesia rubecula, y ¢l gen de
2.0 kb (arn mensajero) en Cotesia kariyai (Beckage y Gelman, 2004; Kromer y
Webb, 2004), entre otros. Los genes del polidnavirus (en el parasitoide C. congregata)
con funcién reievante son tos que codifican para una proteina primaria (EP1) y para
una proteina homdéloga de CrV 1. La proteina CrV1 produce cambios morfoldgicos y
fisiolégicos en los hemocitos de las larvas parasitadas por C. rubecula (Asgariet al.,
1996, 1997). El efecto del gen CrV 1 fue mas persistente en el caso de larvas parasitadas
por C. congregata (Le et al., 2003; Amaya et al., 2005). El gen homélogo CrV1 en
C. congregata fue reportado por Le ef al. (2003) demostrando que ¢l genoma del
polidnavirus contiene el gen, ya que una secuencia especifica de CrV'l tuvo afinidad
con el aDn del polidnavirus de C. congregatay con un ARNm aislado del cuerpo graso
de M. sexta recién parasitada (Le ef al., 2003). Posteriormente, el genoma completo,
incluyendo la secuencia del gen CrV 1, del polidnavirus de C. congregata fue repor-
tada por Espagne et al. (2004) y, en un estudio de gendmica comparativa, Desjardins
et al. (2005) contrastaron el genoma del polidnavirus y del mimivirus que codifica
para un notable nimero de proteinas. Ef gen CrV1 del polidnavirus de C. congregata
es un buen candidato para ser incorporado dentro del genoma del baculovirus ya que
tiene un efecto inmunodepresor persistente y causa apoptosis de los hemocitos en
larvas parasitadas de M. sexta (Amaya ef al., 2005).

Esto ultimo también se fundamenta en ¢l hecho de que fos genes del polidnavirus
pueden aumentar la capacidad infecciosa de bacuiovirus patdgenos que causan mor-
talidad de larvas de insectos plaga. Por ejemplo, Washburn et al. (2000) demostraron
que las larvas de M. sexta que estan parasitadas de manera natural y aquellas larvas
no parasitadas, pero con una dosis equivalente de polidnavirus de cuatro avispas,
fueron mas susceptibles a AcNPV en contraste con las larvas no parasitadas trata-
das con la misma dosis oral, De manera natural, las larvas del gusano del cuerno del
tabaco son resistentes al ACNPV y requieren de una sobredosis para sucumbir a la
infeccion. Se ha observado que la diseminacién de la infeccion del baculovirus se
desarrolla alrededor del epitelio traqueal. El parasitismo o inoculacién del polidnavirus
incremento, de manera significativa, la mortalidad de las larvas que fueron sujetas a
infeccion con el baculovirus (Washburn et al., 2000). El objetivo de este trabajo fue
desarrollar un baculovirus con el gen CrV1 del polidnavirus asociado con C.
congregata. Nuestro baculovirus recombinante producira los poliedros, un factor
importante si éste desea ser utilizado como bioinsecticida. En este sentido, hemos
utilizado el vector pAcUW21 (8D Biosciences) para integrar el CrV'1 al lado de un
potente promotor {p10), con lo cual el gen se expresari en la fase tardia de la infec-
cion. El AcMLF9.ScathL, que expresa la proteasa catepsina L, ha sido construido
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usando el vector pACMLF9, el cual también produce poliedros. El gen que codifica
para las proteasas estd incorporado justo al promotor 6.9, un potente promotor de
fase tardia. El baculovirus recombinante que expresa el gen de proteasas en fase
temprana de infeccidn (el AcIE1TV3.ScathL) contiene el gen al lado del promotor
icl. Sin embargo, €ste es un promotor débil, por to que no tuvo el efecto insecticida
deseado, el que si se consiguié con el AcMLF9.ScathL (Harrison y Bonning, 2001).

Material y métodos

Las lineas celulares de insectos, los baculovirus y colonias de insectos se establecie-
ron en los laboratorios de las Dras. Nancy Beckage y Bryony Bonning en los Estados
Unidos. El baculovirus AcMNPV silvestre de la variante C6 (Possee, 1986) y los
baculovirus recombinantes (AcMLF9.ScathL y AcP10.CrV1) fueron propagados en
células Sf9. El baculovirus AcMLF9.ScathL expresd, mediante el promotor 6.9, la
proteasa catepsina L de S. peregrina (la cual perfora la membrana basal del tejido
del insecto huésped; Harrison y Bonning, 2000, 2001). Este baculovirus fue desarro-
llado en el laboratorio de la Dra. Bryony Bonning en la Universidad de lowa.

El baculovirus AcP10.CrV'1 que expresa, mediante ¢l promotor p10, la proteina
CrV1 del polidnavirus de C. congregata que afecta la funcion de los hemocitos
(deteriora el citoesqueleto de actina de esta célula de defensa; Le et al., 2003) fue
construido por el Dr. Mario Rodriguez en el laboratorio de la Dra. Beckage en la
Universidad de California, Riverside. Estos baculovirus recombinantes y los silves-
tres producen, ademas, la proteina polihedrina y pueden ser usados como biopesticidas
especificos de insectos lepidopteros plaga.

Las especies de insectos M. sexta y Diatraea saccharalis se cultivaron en el
laboratorio de la Dra. Beckage en la Universidad de California, Riverside. Las larvas
de estos insectos se nutrieron con dietas artificiales a 27°C y ciclos de 14/10 horas de
[uz y oscuridad. Los huevos, que fueron colocados por las palomillas adultas, se cose-
charon y se incubaron para producir nuevas larvas.

La produccion de particulas virales en poliedros y bioensayos se han realizado
utilizando el baculovirus AcMLF9.ScathL y H. virescens en el laboratorio de la Dra.
Bryony Bonning. Se requiere de realizar los bioensayos con el baculovirus AcP10.CrV 1.
Por tanto, la produccidn de poliedros de los dos baculovirus recombinantes y la eva-
luacién de su actividad insecticida sera reportada sobre las siguientes especies de
insectos de importancia en materia agricola: Diatraea saccharalis, Helicoverpa
(Heliothis) zea, Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua y Manduca sexta.
Estas especies de insectos plaga, incluyendo H. virescens, pertenecen a tres familias
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diferentes del orden Lepiddptera: Pyralidae, Noctuidae y Sphingidae. Por tanto,
los bioensayos en estos grupos de insectos considerados como nocivos para la agri-
cultura, abarcaran las principales plagas que afectan la agricultura en México y en
Estados Unidos.

Posteriormente, se elaboraran formulados de fos diferentes bioinsecticidas
(baculovirus recombinantes y silvestres) y se llevara a cabo la evaluacién en condi-
ciones de confinamiento. Se pretende evaluar estos baculovirus bajo diferente con-
centracion de poliedros/g o poliedros/ml del nev de A. californica mejorado
genéticamente. Los bioinsecticidas contendran particulas virales que infectaran las
células de los insectos (las seis especies de insectos plaga mencionadas arriba) y
éstas expresardn la proteina CrV] y proteasa catepsina L. Es probable que el efecto
de sinergia que produce la doble infeccion y la expresidn de proteina CrV1 conduzca
a la eliminacion del insecto plaga en un tiempo significativamente menor, si se compa-
ra con ¢l tiempo que se tardaria en eliminar al insecto plaga con €l uso dnico del
baculovirus silvestre. Los poliedros contienen particulas virales embebidas en ellos y
es la forma en que el baculovirus sobrevive fuera del insecto huésped. Las larvas de
estos insectos plaga que se alimenten con plantas rociadas con el bioinsecticida po-
drian ingerir los poliedros que contienen el baculovirus recombinante, con lo cual se
provocara una infeccion sistémica que acelerara Ja muerte del insecto.

Resultados y discusiones

El grupo de investigacién de la doctora Bryony en la Universidad de lowa ha
desarrollado baculovirus recombinantes con accion insecticida de la proteasa
catepsina L. Al momento en que la larva del insecto H. virescens se infecta con
el baculovirus recombinaate, se produce enzima proteolitica, lo cual ocasiona la
muerte del insecto debido a la infeccidn viral y por el efecto de la proteina (Harrison
y Bonning, 2001).

El baculovirus recombinante que produce la proteasa catepsina L ha probado eli-
minar en un tiempo incluso menor (30% mas rapido) a las larvas de H. virescens que
lo que tarda un baculovirus recombinante que produce una neurotoxina de escorpion
especifica de insectos (AcMLF9.L.qh1T2; véase figura 3). Asimismo, las larvas de
H. virescens infectadas con el baculovirus recombinante con proteasa catepsina L
consumieron, de manera significativa, menor cantidad de lechuga que las larvas in-
fectadas con el baculovirus del tipo silvestre (Harrison y Boaning, 2001). Las siguien-
tes investigaciones tendran como hipdtesis que el insecto plaga (/. virescens) morira
mucho mas rapido si se le provoca una infeccion doble con baculovirus recombinantes
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{(que produzcan €l CrV1 y proteasa catepsina L). Sin embargo, el efecto de la accion
combinada con los dos baculovirus recombinantes en esta especie de insecto plagay
en otras especies requiere ser determinado. Hasta el momento, el baculovirus
recombinante con el gen que produce la proteasa catepsina L, es el baculovirus mas
eficaz para eliminar una larva de insecto plaga si se compara con su contraparte
silvestre (doctora Bryony Bonning, comunicacidn personal).

Figura 3
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Un panorama global dei porcentaje de eficacia de varios baculovirus mejorados genéticamente o
velocidad para eliminar al insecto huésped en comparacion con el silvestre de ACNPV. Abreviaciones:
(ts) tipo silvestre. (Bt) con la endotoxina de Bacillus thuringiensis, (BelT) ¢on la toxina de insectos
de Buthus eupeus, (EH) con la hormona de eclosion, (o) con la hormona diurética, (JHE) con la
hormona juvenil, (JHE k&) con ia hormona juvenil estabilizada, (eGT) con una delecion o mutacidn del
ecdisteroide (uUpe) glucosiltransferasa, (AalT) con la toxina de insectos de Androctonus australis,
(Txp-1}) con latoxina de insectos de Pyemoies triciti, (LqhIT2) con la toxina de insectos de Leiurus
quinguestriatus 'y la construccidn doble con expresién simultdnea de (1.qhIT2) y (LqhalT). Repro-
duccion de Inceoglu e al. (2001) permiso de la Editorial Pest. Manag. Sci.
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Los baculovirus recombinantes y silvestres son especificos de larvas de insec-
tos plaga y no presentan ningun efecto adverso sobre otros insectos benéficos y
otros tipos de insectos plaga (Harrison et al., 2004; Cory, 2004). Por esta razon,
estos bioinsecticidas son ideales para ser integrados en programas de manejo de
plagas agricolas. La alta especificidad de ataque de estos baculovirus significa que
los depredadores o parasitoides en el cultivo seguiran reduciendo las poblaciones
del insecto plaga durante y después de la aplicacién del bioinsecticida. Es muy
importante retener a estos insectos benéficos en el cultivo. Aunque el uso de insec-
ticidas menos especificos ofrece, al inicio, un buen control del insecto plaga, poste-
riormente puede causar que las poblaciones del insecto plaga se incrementen debido
a la eliminacién de sus enemigos naturales. Los baculovirus recombinantes que
hemos desarrcllado no han sido evaluados en campo abierto pero si han mostrado
un notable efecto insecticida bajo condiciones de laboratorio. Los genes de CrV1 y
de proteasa catepsina L incorporados dentro del genoma de los baculovirus ya han
sido investigados, por lo que es necesario evaluar estos insecticidas en una varie-
dad de insectos que causan pérdidas a la agricultura en Estados Unidos y México.

Nuestra hipétesis es que los baculovirus recombinantes seran mas eficaces com-
parados con el uso tnico de baculovirus silvestres y controlaran, de manera especifi-
ca, un namero mayor de insectos lepidopteros, plaga que se alimenta de cultivos
agricolas como tomate, caia de azicar, frijol, maiz, algodon y pastizales. En el caso
del baculovirus AcP10.CrV1, [a hip6tesis se fundamenta en ¢l estudio de Washburn
et al., (2000), quienes demostraron que la capacidad infecciosa del baculovirus sil-
vestre (Npv de A. californica) sobre M. sexta, mejora significativamente si este
insecto plaga también esta parasitados por la avispa C. congregata. En este estudio,
se observd que el baculovirus tuvo mayor capacidad de infeccién sobre este insecto
plaga debido a la expresion del gen CrV1 del polidnavirus de C. congregata. El
producto génico CrV 1 afecto el sistema de defensa del insecto huésped, lo que pro-
dujo mayor susceptibilidad a la infeccién con el baculovirus.

A campo abierto existen, sin embargo, factores medioambientales que podrian afec-
tar la accion de nuestros baculovirus recombinantes; y tales factores también afectan la
accion de los baculovirus silvestres, asi como de cualquier otro bioinsecticida. En este
sentido, la cobertura con el bioinsecticida es el factor mas importante. En varios
estudios se ha demostrado que la mejor forma de aplicacion de los baculovirus silves-
tres es mediante su rociamiento a ultra bajo volumen (uBv; Vivus Gold Helicoverpa
Biocontrof, 2004). Esto se debe a que la aplicacién a usv ofrece mayor cobertura
debido al notable numero de gotas pequeiias combinada con la gran turbulencia gene-
rada por la aplicacidn aérea. Por tanto, se ha recomendado aplicar un baculovirus
silvestre a usv, usando aceite (D-C-Tron) como acarreador (Vivus Gold Helicoverpa
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Biocontrol, 2004) y cuando se presenten las condiciones ambientales optimas para
obtener una buena cobertura. Esto se logra cuando se tiene una humedad relativa
alta y temperaturas entre 25 y 35°C. Durante los meses célidos de primavera-verano
estas condiciones se presentan en las primeras horas de la mafiana entre las 02:00 y
las 08:00 hrs. Asimismo, se recomienda elaborar formulados con Calcofluor (M2R),
el cual protege al baculovirus, recombinante o silvestre, de la luz ultravioleta (doctora
Bryony Bonaing, comunicacién personal).

Existen también otros factores que podrian afectar la acciéon de nuestros
baculovirus. Por ejemplo, seria necesario aplicarlo cuando el tamaiio de las larvas
sea pequefio. Las larvas de Heliothis menores de 7 mm de tongitud ingieren mas
poliedros y mueren entre los dos y tres dias post-infeccion con un baculovirus silves-
tre. Sin embargo, larvas mas grandes (>13 mm) requieren de una dosis mayor del
baculovirus y pueden sobrevivir hasta seis dias (Vivus Gold Helicoverpa Biocontrol,
2004). El uso de sustancias que contienen azicares como glucosa o fructosa (tales
como “Amino feed” de Vivus Gold Helicoverpa Biocontrol, 2004; Jenkins y Gryzwacs,
2003) pueden mejorar la accién del baculovirus, ya sean silvestres o recombinantes.
La mejor formulacién de un baculovirus silvestre en contra de larvas Heliothis se
logré con el siguiente contenido: 10% Amino feed, 2% aceite emulsificable. Por ejemplo,
para aplicar cinco litros/hectarea del baculovirus mediante uBv, |a mezcla seria de 0.5
litros del baculovirus + 1 litro de Amino + 3.5 litros de aceite D-C Tron como acarreador.

Los poliedros se disuelven en el ambiente alcalino del estdmago de la larva, por lo
que liberan las particulas virales. Por tanto, para proteger al baculovirus, se reco-
mienda que el contenido presente un pH menor o igual de siete y se aplique tan
pronto como se realice la mezcla para evitar la degradacion del baculovirus en el
tanque de rociado. Los baculovirus producen un control excelente en cultivos abier-
tos tales como sorgo, maiz, etc. Esto se debe a que se obtiene una buena cobertura
de todas las plantas, permitiendo que un gran namero de larvas ingieran el baculovirus.
En cultivos més densos y en aquellos donde no se favorece una buena cobertura
(tales como cultivos de algodén), se requiere de una mayor atencidén durante la
aplicacién del producto para asegurar una buena cobertura. Cuando el cultivo madu-
ra (con aparicién de flores y frutos) se vuelve mas denso y, por tanto, la cobertura
con el baculovirus se reduce porque hay més sitios de proteccion para las larvas.
Los baculovirus no pueden controlar las larvas que se alimentan dentro del fruto del
algodon, los cordzones de las lechugas, frutos del maiz, etcétera (Vivus Gold
Helicoverpa Biocontrol, 2004).

Una estimacion del costo de los baculovirus recombinantes seria de entre cinco y
diez délares/hectdrea. Sin embargo, esto es s6lo un costo estimado. La mayoria de
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las formulaciones utilizadas en paises en desarrollo son suspensiones simples de
baculovirus silvestres sin purificar, pero una formulacidén comercial puede ser muy
sofisticada, incluyendo sustancias fago-estimulantes y potenciadores, agentes estruc-
turales y estabilizantes, dispersadores y adhesivos (Burges y Jones, 1998). Sin em-
bargo, el proceso para producir baculovirus in vive es conceptualmente muy simple y
requiere de poca infraestructura. Por tanto, es necesario determinar el costo de los
biopesticidas bajo diferentes formulaciones.

En general, se deben de tomar en cuenta otras consideraciones. Por e¢jemplo, las
especificaciones del bioinsecticida deberian incluir la identidad y cantidad del ingre-
diente activo. Esto se expresa como porcentaje minimo del producto técnico (v/v) o
como poliedros/g en polvo seco o poliedros/ml en formulaciones liquidas que contie-
nen los aditivos. Se recomienda especificar el porcentaje de ingrediente inerte, la
viscosidad a una temperatura dada y el tamaiio de la particula, asi como las condicio-
nes de almacenamiento, el promedio de vida en anaquel a temperatura ambiente
(aprox. 20°C) o el promedio de vida bajo otras condiciones (por ejemplo en refrigera-
cion, en congelacion, seco o liofilizado; Jenkins y Grzywacs, 2003).

Como puede apreciarse, el desarrollo, elaboracion y evaluacion de formulados de
baculovirus silvestres y/o recombinantes que sean efectivos en condiciones de cam-
po es un proceso amplio. Sin embargo, se ha demostrado que esto es factible incluso
en paises en vias de desarrollo, pues como mencionamos, el proceso para producir
baculovirus in vivo es muy simple y requiere de poca infraestructura. Es necesario,
por consiguiente, evaluar los baculovirus recombinantes en distintas formulaciones
considerando las condiciones locales.

Se requiere, asimismo, que nuestros bioinsecticidas sean probados en vatias espe-
cies de insectos plaga bajo candiciones de laboratorio, en pruebas de confinamiento y
en campo abierto. Asi, sugerimos evaluar el efecto de estos dos nuevos bioinsecticidas
sobre seis especies de insectos plaga: H. virescens, Spodoptera exigua, §.
frugiperda, D. saccharalis, Helicoverpa (Heliothis) zea, y M. sexta.

Conclusién y perspectivas

En resumen, el gen CrV1 del polidnavirus de C. congregata que causa apoptosis y
afecta el sistema inmune de los insectos de la familia Lepiddptera ya se tiene identi-
ficado y caracterizado en nuestro laboratorio. Se encuentra en evaluacion el baculovirus
recombinante con el gen CrV 1. El baculovirus recombinante (con el gen que expresa
la proteasa catepsina L.) que perfora la membrana basal facilitando el proceso de
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infeccidn del baculovirus fue desarrollado en el laboratorio de la doctora Bonning, y
su efecto insecticida fue evaluado en H. virescens. El efecto individual o combinado
de los baculovirus recombinantes (generacion de una infeccidn doble) sobre Ja fisio-
logia de insectos plaga podria ser la reduccion del periodo de tiempo entre infeccion
y muerte de los mismos. Estos nuevos bioinsecticidas seran seguros, eficaces y espe-
cificos para eliminar insectos plaga que causan dafio econémico a la agricultura y son
analogos a los insecticidas del tipo de los piretroides pero con mayores ventajas. Son
especificos de ciertos insectos plaga, dejan intacta la fauna benéfica de insectos y
son amigables con el medio ambiente y salud humana. Asimismo, es poco probable
que estos baculovirus recombinantes generen la aparicion de resistencia. Ef efecto
de formulaciones de estos bioinsecticidas (nico o combinando) sobre larvas de H.
virescens, D. saccharalis, Helicoverpa zea, Spodoptera exigua, S. frugiperda y
M. sexta en condiciones de laboratorio, en pruebas de confinamiento y en campo
abierto alin no se ha determinado. Se requiere precisar el grado de susceptibilidad de
estas especies a 1os nuevos bioinsecticidas bajo distintas formulaciones, dosificaciones
y ¢l rendimiento en campo. '
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El nopal Opuntia ssp: aprovechamiento integral de sus
alimentos derivados y sus componentes funcionales
The Nopal Opuntia ssp: Integral Advantage of its
Derived Foods and their Functional Components

Pérez-Quilantan, L. M. *; Hurtado Gonzdlez, M.

Resumen

El nopal es una planta de la familia de las cacticeas; la mayoria de éstas son
originarias del continente americano. En México se encuentra una gran diversi-
dad genética de esta planta, por lo cual se le considera como su pafs de origen.
Su importancia es relevante en la agricultura, como alimento, en la industria
farmacéutica y de fermentaciones. Son conocidas las diversas formas de con-
sumo de esta especie; su fruto, aparte de ser comestible, tiene otros posibles
usos, como la obtencién de colorantes por medio de su cascara; los nopalitos
de los que se obtienen verdura, jarabes, jugos, etcétera. Actualmente, ha empe-
zado a ser utilizado como materia prima para la elaboracion de fibras dietéticas
y recientes estudios han demostrado que el nopal también tiene apiicaciones
potenciales en medicina. Por lo anterior, se presenta un analisis de los alimen-
tos derivados y sus componentes funcionales como alternativa potencial de su
aprovechamiento, tanto en forma de fruto, como de sus cladodios y los subpro-
ductos. Es a través de esta alternativa que se observa un futuro promiserio
para el desarrollo de nuevos productos alimenticios y compuestos funcionales
elaborados a partir de esta especie, lo que ayudard a darle un valor agregado a
un cultivo que ocupa zonas de escaso valor agricola.

* Universidad Auténoma de Tamaulipas, Blvd. Adolfo Lopez Mateos, nim. 928, Ciudad Victoria,
Tamaulipas. E-mail: 1perezi@uat.edu.mx '
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Abstract

The nopal is a plant of cactaceas family. The majority of these are native of the
American continent. In Mexico, which is considered the country of origin, a
great variety is found. It is very important in the agriculture and medicine
industry. There’s knowledge of the different ways this plant can be used, such
as its fruit, which besides being edible, has other possible uses. For example,
colorants, syrups, juices, etc. Nowadays it’s being used for the elaboration of
dietary fibers, and recent studies have shown that it has potential applications
in medicine. Due 10 this, information about the functional components and
potential alternative or its use is presented. We can see that there is a great
future in the development of new products based on this plant, which will give
a higher value to poor agricultural zones.

Introduccion

opal es el nombre comin que reciben las plantas del genero Opuntia; este

género pertenece a la familia de las cactaceas, originarias del continente

americano y una de las familias mas representativas de la flora de México,
con aproximadamente 52 géneros y 850 especies. Debido esta diversidad de espe-
cies localizadas en su territorio, México es considerado como pais de origen.

El cuidado especial del nopal por parte de las culturas prehispénicas, se debiaa la
crianza de la cochinilla, insecto que invade la penca y del cual se extrae la grana, uno
de los colorantes organicos mas preciados. Los opuntias determinaron en muchos
casos la formacion de asentamientos humanos, ya que en la época de fructificacién
muchas tribus emigraban a la region donde abundaban estas plantas y fijaban alli su
residencia. La palabra nopal se deriva del nahuatl nopalli; y el fruto era llamado
nochtli. En México existen algunos lugares en cuyo nombre aparece el prefijo nochtli,
lo que indica que en estos sitios abunda o abundaba el nopal; tal es el caso de Nocheztlan
(Nochixtlan), en el estado de Oaxaca, que significa “lugar donde abunda la grana™,
Nochtepec, “cerro de tunas”; Xoconochco (Soconusco), “lugar de tunas agrias”, en
el estado de Chiapas (Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada, 1978).

El uso del nopal ha evolucionado de la utilizacién de nopaleras silvestres a la
domesticacion en huertos familiares, hasta llegar a la explotacion intensiva en planta-
ciones comerciales.

La evidencia mas antigua del uso del nopal se encontrd en excavaciones realiza-
das en Tamaulipas y Tehuacan (Puebla) en las que se hallaron semiilas y cascara de
tuna, asf como fibras de pencas de nopal en el interior de cuevas, presuntamente
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habitadas por el hombre hace 7 mil afios aproximadamente (Bravo-Hollis y Sanchez
Mejorada, 1991).

El uso de las cacticeas en México es muy variado y se remonta a la época
prehispanica, pues su uso como alimento, medicina, materia prima y en ceremonias
religiosas estaba muy extendido entre las diferentes culturas de nuestro pais. El con-
sumo de tallos y frutos como alimento humano es probablemente el uso mas comin
que los antiguos pobladores de México dieran a estos vegetales. Las especies em-
pleadas para el consumo humano pertenecen al género Opuntia, de las que se utili-
zan los cladodios tiernos, que son los brotes nuevos de los tallos aplanados, comiinmente
conocidos como nopalitos, los cuales son incluidos tradicionalmente en la dieta de
los mexicanos como una hortaliza. La fura es su fruto de temporada y varia en
forma y fisiologia de acuerdo con la especie. En la actualidad se percibe un futuro
promisorio para esta cacticea gracias a la diversidad en su utilizacién y aprovecha-
miento integral de sus componentes funcionales.

A continuacion se presenta informacion sobre sus usos y componentes funciona-
les, asi como la posibilidad de aprovechar la composicién de la tuna, los nopales y
otras cactaceas en la elaboracion de nuevos alimentos.

Componentes funcionales

La principal funcién de la dieta alimenticia es aportar los elementos necesarios para
satisfacer las necesidades nutricionales de las personas. Existen cada vez mas prue-
bas cientificas que apoyan la hipdtesis de que ciertos alimentos, asi como algunos de
sus componentes, tienen efectos fisicos y psicologicos benéficos, gracias al aporte de
los nutrientes basicos. Las investigaciones se han centrado més en la identificacion
de componentes biolégicamente activos en los alimentos que ofrezcan la posibilidad
de mejorar las condiciones fisicas y mentales, asi como de reducir el riesgo de con-
traer enfermedades. Se ha demostrado que muchos productos alimenticios tradicio-
nales como fruta, verdura, soya, granos enteros y leche, contienen componentes que
pueden resultar positivos para la salud. Ademas, se estan desarrollando nuevos ali-
mentos que ahaden 0 amplian estos componentes benéficos dadas las ventajas que
suponen para la salud.

E! concepto de alimentos funcionales nacié en Japén. Durante los afios ochen-
ta, las autoridades sanitarias de ese pais se dieron cuenta de que para controlar los
gastos sanitarios (que aumentaban de igual manera que la esperanza de vida de la
poblacion), habia que promover también una mejor calidad de vida. De esta forma
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surgié un nuevo concepto de alimentos, desarrollados especificamente para mejorar
lasalud y reducir el riesgo de contraer enfermedades. Sinembargo, estos alimentos
no han sido regulados por la legislacién europea. Generalmente, se considera ali-
mentos funcionales a aquellos consumidos dentro de una dieta normal y que contie-
" nen componentes biologicamente activos, los cuales ofrecen beneficios para la salud
y reducen el riesgo de sufrir enfermedades. Destacan, por ejemplo, los que contie-
nen determinados minerales, vitaminas, &cidos grasos o fibra; alimentos a los que se
han afiadido sustancias bioldgicamente activas, como antioxidantes; y los probi6ticos,
que tienen cultivos vivos de microorganismos benéficos (Sioan, 2000; Ashwell, 2001).
A continuacidn se presentan algunos componentes del nopal y la tuna que se consi-
deran funcionales.

Fibra dietética. Los cladios del nopal, asi como la ciscara de tuna, son una
fuente importante de fibra, el contenido de fibra cruda aumenta con la edad del cladodio.
La fibra estd constituida por diferentes componentes resistentes a enzimas digesti-
vos, segun su solubilidad en agua, se le clasifica en soluble o insoluble.

Fibra insoluble. En el nopal, es una mezcla de celulosa, lignina y hemicelulosa
remanente; el contenido de estas sustancias varia de acuerdo a la especie. La celu-
losa constituye el componente principal de la pared celular de las plantas superiores y
es una fuente de glucosa inagotable que se recupera con la fotosintesis; la lignina es
una cadena de compuestos fendlicos y la hemicelulosa es un grupo de polisacaridos
que también se encuentran en la pared celular (Badui, 1994).

La fibra insoluble se asocia con la capacidad de retencion de agua, el intercambio
idnico, la absorcion de acidos biliares, minerales, vitaminas y su interaccién con la
flora microbiana (Periago, 1993, citado por Saenz, 2004).

Fibra soluble. Esta constituida por gomas, mucilagos, sustancia pécticas y algo
de hemicelulosas; estos componentes estin asociados con la reduccién de los nive-
les de glucosa y colesterol.

Cuando Jas cactaceas sufren algin dafio fisico comienzan exudar gomas. A la goma
exudada por algunas especies de Opuntia se le conoce cominmente como goma de
nopal, la cual estd compuesta de acido D-galacturdnico, L-arabiosa, D-xilosa, D-
galactosa y L-ramnosa (Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada, 1978).

Los mucilagos son sustancias analogas a las gomas. El mucilago del nopal es un
polisacarido complejo que contiene arabinosa, galactosa, xilosa, dcido galacturdnicoy
ramnosa. Forman dispersiones en contacto con el agua y 1a embeben con facilidad.
Su funcién principal es la retencion del agua en las cacticeas y éstas las contienen en
las células vesiculares de los parénquimas.
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Los mucilagos de nopal, por su poder viscosante, podrian reemplazar a algunos
hidrocoloides de amplio uso en la actualidad, sin embargo, tienen una limitacion en
los procesos de extraccion que se han aplicado, pues se han obtenido bajos rendi-
mientos (Saenz, 2004).

Debido a su alto valor comercial en la industria de la confiteria, la pectina se
extrae de frutos de cactdceas como pitahayas y tunas; existen diferencias en los
contenidos dependiendo de la especie. Opuntia robusta contiene un alto contenido
de pectina total, protopectina y pectina soluble en agua en comparacion con otras
especies, por lo que ésta es la que representa mayores ventajas si se desea extraer

pectina.

Contenido de fibra cruda en especies de Opuntia

Especie % Contenido
O. ficus indica 1437
O. ficus indica 3734
O. hyptiacantha 13.13
O. tomentosa 11.75
O. megacantha 19.10
Q. robusta 2121

Acidos organicos

Los acidos organicos se forman durante los procesos metabdlicos de las cactaceas;
el mas abundante es el dcido oxalico, al cual se le encuentra en forma de sal de
calcio. El oxalato de calcio, una vez formado, no se disuelve, por lo que se va acumu-
lando en los tallos de las cactaceas hasta llegar a constituir 85% de las cenizas de
nopales de mayor edad; el calcio tiene como funcion principal precipitar el acido
oxalico, de tal manera que constituye un factor de proteccion para la planta contra el
daiio fisico.

El acido citrico es otro acido organico que se encuentra en forma libre en las
cacticeas; éste se cuenta en un rango de 1.2 a 3% (Bravo-Hollis y Sanchez Mejorada,

1978).
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Colorantes

La clorofila es el principal pigmento de las cactaceas; se localiza en el parénquima
clorofiliano debajo de la epidermis de hojas y tallos.

Otros pigmentos encontrados en el nopal son los carotenoides, los cuales abarcan
dos grupos: carotenos y xantofilas. La carotina o 3-caroteno es el principal constitu-
yente carotenoide de hojas y tallos de las cactaceas (Bravo-Hollins y Sanchez
Mejorada, 1978).

También existen las antocianinas, betaxantinas, betaninas, betacianos y flavonol
(Granados y Castaiieda, 1996).

Algunas variedades de nopal tunero producen frutos de color parpura que contie-
nen betafainas, pigmentos solubles en agua derivados del acido betalamico, cuya es-
tabilidad se ve afectada por el pH, siendo mas estables a pH entre 4.0 y 6.0. Estan
formadas por dos grupos principales: las betacianinas (rojas) y las betaxantinas (ama-
rillas). Entre las betacianinas se encuentra la betanina, que suele ser el mayor res-
ponsable del color rojo (Saenz, 2004).

Edulcorantes

El alto contenido de azicares en los frutos de las cactaceas hace que sean atractivos
para la obtencién de un edulcorante. Se ha encontrado que el jugo de tuna presenta
un contenido de 14-17% de sélidos solubles. El jugo de Opuntia cardona contiene
fructosa, glucosa, maltosa y sacarosa.

Otros

El nopal es una fuente importante de nutrientes como aminoacidos, minerales y vita-
minas. Se han identificado 17 aminoacidos en Opuntia ficus indica; entre las vitami-
nas se encuentran el acido ascdrbico, tiamina, riboflavina y niacina, destacando en
cantidad la vitamina C, con 16 mg/100g.

Los minerales que destacan por su contenido en el nopal son: calcio, fésforo y hierro.

Alimentos derivados

Ademas del uso del nopal en forma de verdura (cladodios) y del consumo directo de
su fruto fresco, son varias las formas en las que pueden obtenerse alimentos deriva-
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dos de éste, como una alternativa para proporcionar un valor agregado a ia materia
prima producida en el campo. Logicamente, las dos partes aprovechables del nopal
presentan caracteristicas distintas, por lo que los procesos tecnolégicos difieren aun-
que permiten obtener una variedad de productos como los que se mencionan a con-
tinuacion.

De los cladodios, existen alternativas de proceso como la elaboracién en encurtidos,
salmuera, mermeladas y la obtencién de harina para la elaboracién de tortitlas, asi
como otros productos, por ejemplo, galletas, cremas y postres.

De la tuna se podrian obtener jugos, néctares, ldminas deshidratadas, fruta enlata-
da, fruta congelada, mermeladas, almibar, geles, cristalizados y algunas bebidas fer-
mentadas, asi como queso, ¢l cual se elabora en forma artesanal.
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Aprovechamiento de residuos vitivinicolas
contaminantes para la obtencion de nutrientes
fermentativos econémicos y aditivos alimentarios
Utilization of Viticulture Pollutant Wastes for Obtaining
Economic Fermentative Nutrients and Food Additives

Dominguez Gonzdlez, J M.;! De la Torre Saydns, N.

Resumen

La viticultura es un subsector de gran importancia en numerosos paises y que
genera grandes cantidades de residuos de carécter lignocelulésico (como las
maderas de poda) y biomasa microbiana (lias), que pueden llegar a ser muy
nocivos para ¢l medio ambiente y la salud humana.

Las maderas de poda de las cepas (principalmente sarmiento), son un residuo
agroindustrial que generalmente se quema en el campo, causando problemas
medioambientales y ecolégicos, y representa un riesgo para la salud humana
debido a la formacion de compuestos tdxicos durante la combustion de la lignina.
Las levaduras proliferadas durante la fermentacion del mosto en vino mueren
cuando se terminan los nutrientes, depositandose en el fondo de las cubas
junto con otros microorganismos, s6lidos en suspension, materias organicas y
coloides, constituyendo la fraccién conocida como lias.

Las maderas de poda tienen caracter lignocelulésico, es decir, estan formadas
mayoritariamente por celulosa, hemicelulosas y lignina. A través de etapas quimi-
cas y enzimaticas se pueden fraccionar para obtener disoluciones de azucares,
que tras ser suplementadas con nutrientes, se pueden emplear como medios
fermentativos para la obtencién de aditivos alimentarios como acido l4ctico.

! Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de Vigo (Campus Ourense), As Lagoas s/n,
32004 Qurense, Espaiia. Teléfono: 34-988-387047; Fax: 34-988-387001; e-mail: jmanuel@uvigo.es
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Los nutrientes empleados tradicionalmente en los medios fermentativos resul-
tan muy costos para desarrollar el proceso a escala industrial, por lo que la
busqueda de nutrientes alternativos que sean econdémicamente competitivos
es particularmente interesante. Dado que las lias son bdsicamente levaduras
muertas, esta fraccion residual constituye una fuente potencial de nutrientes.
En este trabajo se desarrollé una tecnologia rentable para el aprovechamien-
to de lias como nutrientes econémicos y para la formulacién de medios fer-
mentativos a partir de las madera de poda. Bajo las mejores condiciones
operacionales ensayadas se llegaron a producir 21.8 g/L de acido lactico a
partir de los aziicares hemicelulésicos empleando la cepa L. pentosus (Q, =
0.844 g/L-h; Y, = 0.77 g/g) y 21.8 g/L de acido lactico a partir de la fraccion
celuldsica empleando la cepa L. rhamnosus (Q,= 0.360 g/L-h).

Abstract

Viticulture is a subsector of great importance in many countries and generates
a huge amount of residues with lignocellulosic nature (as trimmings) and
microbial biomass (lees), that should be managed to avoid harmful effects on
both environment and human health.

Agroindustrial wastes such as prunings of the vine-stocks (principally vines-
hoots) are usuaily burmed in the field, causing environmental and ecological
problems, as well as a risk for the human health owing to the formation of toxic
compounds from lignin combustion.

Yeasts proliferated during the fermentation of the must into wine die when
nutrients are depleted and settle at the bottom of the barrels together with other
microorganisms, suspended solids, colloids and organic matter to give the lees
fraction.

The lignocellulosic prunings are mainly made up of cellulose, hemicelluloses
and lignin. Upon chemical and/or enzymatic stages, they can be fractionated to
obtain sugar solutions, which (after nutrient supplementation) can be used as
fermentative media for the production of food additives like lactic acid.
Nutrients traditionally used in the fermentative media turn out to be very
expensive to carry out the process at an industrial scale. Because of this, the
search for alternative, financially competitive nutrient sources is particularly
interesting. Considering that lees are basically death yeasts, this waste fraction
represents a potential source of nutrients.

The main purpose of this project was to develop a profitable technology for the
benefit of lees as economic nutrients and prunings as fermentation media suitable
for the manufacture of food additives. Under the best operational conditions
assayed 21.8 g/L of lactic acid were produced from the hemicellulosic sugars
using the strain L. pentosus (Q, = 0.844 g/L-h; Y, = 0.77 g/g) and 21.8 g/L of
lactic acid were also produced from the cellulosic fraction using the strain L.
rhamnosus (Q,=0.360 g/L-h),
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Introduecion

a claboracion de vino es una actividad con creciente mercado internacional,

ya gque continuamente se estan abriendo nuevos mercados, por ejemplo el

sudeste asiatico. Su importancia estriba en que es una de las actividades agri-
colas mas significativas en paises como Espafia 0 México, pues llega a representar
10% de [a produccion agricola total (Bustos ef al., 2004a).

Por vinificacion se entiende el conjunto de etapas involucradas en la elaboracion
de vino a partir de uvas. Esta actividad genera diferentes residuos, como se puede
ver en el proceso que se muestra en la figura 1 (Bustos er al., 2004b).

La vinificacién es una actividad estacional. Entre el 60 y 70% de las corrientes
liquidas generadas se obtienen tres meses después de la vendimia. Los principales
residuos son:

* Restos vegetales procedentes del despalillado.
» Fangos obtenidos durante la clarificacion.

» Bagazo de prensa.

« Lias obtenidas en diferentes trasiegos.

Se estima que aproximadamente 93% de estos residuos son maderas de poda
(principalmente sarmientos) (Bustos et al., 2004c). Este residuo generalmente es
quemado en el campo para prevenir la proliferacién de fitopatdgenos, lo que provoca
problemas medioambientales y ecolégicos, que resulta en riesgo para la salud huma-
na, ya que cuando se degrada por calor la lignina, uno de los principales componentes
de estos residuos agroindustriales produce compuestos hidrocarbonados policiclicos
aromaticos tales como benzopireno, hidroquinona y naftaleno, estos compuestos pue-
den inhibir la sintesis de ADN y favorecer la aparicion de tumores cancerigenos en ¢l
higado, pulmones y laringe en animales y humanos (Kjallstrand ef al., 1998).

Otro restduo importante generado por las actividades vitivinicolas son las lias, que
a diferencia de las de poda se producen en las propias bodegas durante el proceso de
elaboracidn del vino. En este caso, a medida que transcurre la transformacion del
mosto en vino, las levaduras muertas se van deposjtando en el fondo de las cubas o
toneles. Junto con las levaduras se depositan también otros organismos (principal-
mente bacterias), residuos sélidos, materias orgdnicas, etcétera, originandose un de-
posito de composicién heterogénea que generalmente no es conveniente que
permanezca en contacto con el vino, ya que le podria trasmitir sabores indeseables en
un corto periodo de tiempo, como consecuencia de la putrefaccion de los cadaveres
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de las levaduras, desprendimientos olorosos de las materias organicas, etc. Para se-
pararlo de! vino, se requiere un trasiego o cambio del vino de un recipiente a otro. El
niumero de trasiegos que se aplican a un vino varia dependiendo del tipo de vino, tipo
de envase, vejez del vino, porcentaje de lias, etcétera.

Las lias procedentes de la fermentacién pueden ser destiladas en bodega para
recuperar alcoholes y sustancias aromaticas, resultando lias empobrecidas en estos
compuestos. La composicidn de las lias varia en funcién de si se destilaron o no y del
trasiego del que proceden. El porcentaje total de lias se estima en 2% de kilogramos
de uvas empleadas. En la actualidad, salvo en casos muy particulares en que ¢l vino
se pone en contacto con un pequeiio porcentaje de lias (por ejemplo, en la crianza
sobre lias de vinos blancos fermentados en barrica), €stas se procesan con otros
lodos residuales en depuradoras para tratar de disminuir en la medida de lo posible su
impacto ecologico.

Las maderas de poda son residuos agroindustriales de caracter lignoceluldsico, y
como tales estdan compuestas principalmente por tres fracciones: celulosa, hemicelu-
losas y lignina. La utilizacién de las fracciones polisacéaridas de estos materiales lig-
nocelulésicos (celulosa y hemicelulosas) comienza con una etapa de prehidrélisis, en
la que se transforman los polisacaridos hemicelulésicos (xilano, manano, galactano)
en sus correspondientes monosacaridos (xilosa, manosa, galactosa). Ya que el xilano
es el principal polimero hemiceluldsicos de estos materiales, la xilosa es el principal
azucar presente en los licores obtenidos.

Una vez acondicionados los hidrolizados, afiadiéndoles los nutrientes necesarios,
se realiza la bioconversion de los azicares en acido lactico empleando la cepa L.
pensosus (Bustos ef al., 2004c¢). El acido lactico es un producto de creciente deman-
da principalmente en la industria alimentaria, como acidulante, aromatizante y
conservante, debido a su suave sabor acido que no enmascara los sabores de los
alimentos, por lo que se emplea para prolongar la vida de leche, carne, huevos, maris-
cos, etcétera.

Otras aplicaciones sobresalientes del acido lactico fuera de la industria alimentaria
se dan en la produccion de cosméticos, farmacos y produccion de plasticos polilac-
ticos biodegradables. El 4cido lactico se puede obtener por via quimica o por via
biotecnoldgica. En los uiltimos afios la produccién biotecnolégica ha aumentado de-
bido a la preferencia de los consumidores por los productos obtenidos de forma
natural; ademas, a través de la via fermentativa se produce exclusivamente uno de
sus isdmeros, el L, que participa de modo natural en el metabolismo humano, al
absorberse en el intestino mas rapidamente que el isémero D (Moldes et al., 2002).

Tras la eliminacion selectiva de las hemicelulosas (causada por la prehidrélisis), se
obtiene un residuo sélido rico en celulosa y lignina. Con el fin de convertir este residuo

162



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

ELABORACION DE VING
BLANCO

Y

PRENSADO

¥

FERMENTACION

|

Figura 1

VENDIMIA

)

DESPALILLADG

¥
ESTRUJADO

R

ELABORACION DE VING TINTG

FERMENTACION Y

MACERACION
L 4
Residuo
PENADO >

)

Residuo
(Lias del primer

SEDIMENTACION

FINALIZACION DE LA

trasiego) DECANTACION FERMENTACION
SEDIMENTACION
DECANTACION  |-*
FERMENTACION
MALOLATICA (si se
_ desea}
SEDIMENTACION
DECANTACION -

|

MADURACION Y CLARIFICACION

MNATURAL

l

ACABADO Y ESTABILIZACION

)

EMBOTELLADQ {Vino
Blanco y Tinto)

163

{L.ias del segundo trasiega)

Residno
{Lias del primer

trasiego)

Residuo



SimoN Josias TELLEZ, MA. GUADALUPE BusTos Y GONZALO VELAZQUEZ

en un sustrato apto para la hidrélisis enziméatica que nos permita la obtencion de
disoluciones de glucosa, se debe realizar una etapa de deslignificacion, ya que la
lignina forma una barrera fisica que dificulta el acceso de los enzimas a la celulosa.
La eliminacion de la lignina por tratamientos alcalinos conlieva ventajas colaterales,
ya que provoca una serie de alteraciones estructurales de las fibras de celulosa tales
como disminucién de la cristalinidad, aumento de la superficie especifica y disminu-
cion del grado de polimerizacién, que implican una mejor susceptibilidad hacia la
hidrolisis enzimatica (Moldes ef al., 2002). La disolucion de glucosa obtenida tras
la hidrdlisis enzimatica de la celulosa también se puede fermentar a acido lactico
empleando la cepa L. rhiamnosus (Bustos et al., 2005).

Para la obtencion biotecnolédgica de acido lactico a partir de un residuo lignocelu-
lésico es necesario hacer una hidrdlisis enzimatica de celulosa a glucosa y posterior
fermentacion de las disoluciones de glucosa a acido lactico. Cuando las condicio-
nes de operacion de la hidrdlisis enzimatica y fermentacion (principalmente pH y
temperatura) son compatibles, la hidrdlisis enzimatica se puede realizar conjunta-
mente con la fermentacion en un mismo recipiente, denominandose este proceso
SSF (siglas en inglés de sacarificacion y fermentacion simultaneas), aumentando asi
la productividad y rendimiento. En la bibliografia se recogen algunos procesos de
ssF con bacterias lacticas a partir de distintos residuos celuldsicos (Roy er al.,
2001; Sreenath e¢ al., 2001). Ademas, el acido lactico se puede obtener por hongos
como el Rizhopus oryzae (Zhou et al., 1999); pero éstos presentan el inconve-
niente de que sus cinéticas de fermentacién y rendimientos son comparativamente
reducidos, limitando su utilizacién. Una vez obtenido, el acido lactico puede ser
recuperado del medio de fermentacidn utilizando resinas de intercambio idnico
(Moldes ez al., 2001).

A pesar de las ventajas que presentan los productos biotecnologicos, las tecno-
logias de fermentacion deben ser competitivas en costes con la sintesis quimica. En
las fermentaciones microbioldgicas, el coste del medio fermentativo puede repre-
sentar 30% del total. La mayoria de los estudios sobre produccién de acido lactico
fueron realizados en medios con nutrientes muy caros tales como extracto de leva-
dura, extracto de malta y peptona, los cuales no son econémicamente viables. En
este contexto, la bisqueda de medios alternativos mas baratos tiene un obvio inte-
rés economico.

Durante los procesos fermentativos con bacterias lacticas se ha probado una gran
variedad de fuentes de nitrogeno como medio fermentativo, pero en ningin caso se
consiguieron concentraciones tan elevadas como aquellas obtenidas con extracto de
levaduras (Nancib et al., 2001). El extracto de levadura es un concentrado obtenido
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a partir de la parte soluble de las células de levadura, ya que éstas contienen una serie
de componentes estructurales entre los que se han identificado largas fracciones de
glucanos, mananos y proteinas. Dicho extracto se puede utilizar como suplemento
nutricional en fermentaciones. Las principales contribuciones del extracto de levadu-
ra son las bases puricas y pirimidicas, asi como las vitaminas del complejo B. Dado
que las bacterias Acido lacticas tienen limitada capacidad para sintetizar vitaminas B
y aminoacidos, el extracto de levadura se utiliza a menudo para suplir estos factores
(Hofvendahl| y Hahn-Hagerdal, 2000).

Las proteinas que contienen las levaduras se encuentran dentro de la célula, y
generalmente no pueden ser secretadas al medio a no ser que la propia levadura
presente enzimas enddgenos que induzcan la autolisis. Por tanto, se debe recurrir a
distintos métodos de rotura celular, o bien a la liberacidn de determinados productos
(permeabilizacién). Las ventajas e inconvenientes de la utilizacién de uno u otro son
considerables, por lo que su uso depende de la finalidad del producto a obtener. Con
la rotura celular todos los componentes intracelufares son eliminados al medio, conlo
que se obtiene una compleja mezcia de proteinas, acidos nucleicos y fragmentos
celulares, que podrian complicar la recuperacion de algin producto de interés. Otro
inconveniente es que la liberacion de los 4cidos nucleicos al medio debido a la rotura
celular puede provocar un considerable incremento en la viscosidad del medio.

La autolisis es el método de ruptura celular mas empleado en la obtencion de
extracto de levadura. En él, las levaduras se rompen por accién de sus enzimas
enddgenos. El proceso se autolisis puede iniciarse a unpa temperatura controlada o
choque osmético, que causa la muerte celular sin que se hayan inactivado sus enzimas
enddgenos. Por tanto, temperatura, pH y duracién de la autolisis son factores decisi-
vos para |a optimizacidn de un tratamiento de este tipo. Diversos estudios bibliografi-
cos han considerado el empleo de levaduras autolisadas como nutrientes del medio
fermentativo, por ejemplo en la fermentacidn de trigo (Jones y Ingledew, 1994). Ade-
mas, se ha utilizado la levadura procedente de los procesos de produccion de cerveza
como suplemento para el crecimiento de Lactobacillus plantarum en suero (Selmer-
Olsen y Soerhaug, 1998) o Bacillus thuringiensis kurstaki (Saksinchai et al., 2001).
La obtencién de acido lactico utilizando autolisados de levadura como suplemento
nutricional ha sido también considerado (Amrane, 2000), por lo que resulta atractiva
la hipétesis de emplear las lias procedentes de la fermentacion del vino, tras las
etapas de acondicionamiento necesarias, como nutrientes econdémicos en aquellos
procesos fermentativos que involuvren nutrientes de coste elevado, con la ventaja
adicional de eliminar una fuente contaminante, con las ventajas competitivas y de
imagen de las empresas involucradas.
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La idea de este trabajo surgid a partir de una necesidad concreta de un grupo de
empresas vitivinicolas por aprovechar unos residuos perjudiciales para el medio am-
biente: maderas de podas y lias. La cercania de las industrias y la Universidad, y
sobre todo la experiencia del grupo solicitante en el procesamiento de otros materia-
les lignoceluldsicos para la obtencion de aditivos alimentarios, dandoles de este modo
un elevado valor afiadido, han hecho posible Yos contactos y la busqueda de solucio-
nes a este problema.

Metodologia y plan de trabajo

Recogida de la materia prima y acondicionamiento
para conservacion

Tanto maderas de poda como lias fueron suministradas por la empresa Cooperativa
Vitivinicola do Ribeiro, Ourense, Espafia. Las maderas de poda estan disponibles
alrededor de noviembre-diciembre, dependiendo de la época en que se efectie ja
poda, mientras que las lias estan disponibles principalmente entre noviembre y enero
del afio siguiente. Se prevé tomar muestra durante tres afios para verificar la posible
variacion en la composicidn y para disponer de nueva materia prima.

Las maderas de poda, luego de ser secadas a temperatura ambiente, se almace-
naron tras una serie de etapas: molienda, tamizado y homogeneizacion con el fin de
obtener un material de tamaiio y composicion uniforme (tamafio de particula inferior
a 8 mm). Las lias se guardaron por congelacion a -96°C.

Caracterizacion de la materia prima

Determinacion de la humedad de la madera de poda y lias. Con el objetivo de
poder referir los datos de los diferentes lotes a una base fiable que permita establecer
comparaciones directas, los resultados se expresaron en funcion del peso del mate-
rial seco al horno. Para su determinacion se colocaron dos vasos de precipitados en
una estufa a 105°C durante al menos 6 horas. A continuacion se trasladaron a un
desecador que contenia gel de silice, se dejaron enfriar y se determind su peso.
Posteriormente se peso dentro del vaso una cantidad aproximada de 1g de muestra y
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se introdujo otra vez en la estufa a 105°C. Después de 48 horas se retird al desecador,
donde se dejé enfriar y se peso.

Determinacion de polisacdridos y lignina. La determinacion del contenido de
polisacaridos y lignina en las maderas de poda se realiza a través de una hidrélisis
acida cuantitattva en dos etapas (Vazquez et ol., 1991).

Determinacion de azucares por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE).
Para aplicar este tipo de analtsis a las muestras, se centrifugan a 4 500 rpm durante
|5 minutos, obteniéndose un sobrenadante en el que estan disueltas las sustancias a
determinar y un precipitado que se descarta. El sobrenadante se filtra a través de una
membrana de 0.22 um de tamaiio de poro consiguiendo asi las condiciones adecua-
- das para realizar el andlisis. Este tipo de determinacion necesita de un patrén que
“countenga una concentracion conocida (1g/L) de los componentes que se quieren

analizar.

La Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE) permite un analisis preciso,
rapido, especifico y reproducible de los azGicares presentes: glucosa, xilosa, arabinosa,
etc. A continuacion se describen las caracteristicas del equipo a usar, asi como las
condiciones de trabajo.

a) Especificaciones del equipo: cromatégrafo liquido de alta eficacia Agilent
1100 con detector diferencial de indice de refraccion Agilent 1047A, termostato, co-
lumna Interaction lon-300 y Software Hichemstation A.07.01.

b) Condiciones de operacion utilizadas:

Régimen de elucion: isocratico.

Caudal de fase movil: 0.4 mL/min.

Composicién de fase mévil: disolucion de H SO, 0.007M.

Temperatura de las columnas: 65°C.

Volumen de inyeccion: 10 mL.

Determinacion de la composicion de las lias. Los compuestos orgdnicos en las
lias (glucosa, etanol, acido lactico y acético) se analizaron por CLAE.

Los porcentajes de nitrégeno y carbon se obtuvieron usando un Analizador Ele-
mental Flash Thermo Finningan 1112 series, San José, CA (EU).

Cu, Mg, Fe, Mn, Ca, Al y Zn se analizaron en cenizas usando un Espectrofotometro
de Absorcién Atémica 220 Fast Sequential, VARIAN, Palo Alto, CA (EU). Previa-
mente, s¢ digirieron 0.15 g de cenizas con 5 mL HNO, 65%, 1 mL H,0, 30% y 0.5
mL HF 40% en Microondas Labstation mls 1200 mega, MILESTONE, Bergamo
(Ttalia).
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Procesamiento quimico de las maderas de poda

Etapa de prehidrélisis dcida. La madera de poda se sometera en autoclave
(Sterilclav-70, Trade Raypa) a tratamientos térmicos en presencia del catalizador
H,S0, a 130°C variando la concentracién de catalizador (1 a 5%), el tiempo de
contacto (0 a 180 min.) y la relacién liquido/solido seco (8 g/g). Posteriormente se
filtr6 para separar la fase sélida (conteniendo la fraccion celulésicay la lignina), de la
fase liquida (en donde estaran los aziicares hemicelulésicos en disolucion).

Con este estudio se pretende optimizar las condiciones de prehidroélisis con el
objetivo de obtener disoluciones con la mayor cantidad posible de xilosa, y la menor
concentracion posible de compuestos inhibidores (&cido acético, furfural, umr, et-
cétera).

Fase liguida: en ésta se obtienen unos licores que se neutralizan con CaCO,
hasta un pH final de 6.3 dando como resultado un precipitado de CaSO, que se
eliminara por filtracion. Su composicion se determinara por CLAE; ademas de los aza-
cares, se determinara la concentracion de acido acético, furfural e hidroximetilfur-
fural {HMF).

Fase solida: se procede a su lavado y secado al aire para una posterior caracte-
rizacion.

Deslignificacion del residuo solido obtenido tras la etapa de hidrélisis. Des-
pués de secar el material s6lido se tratd en autoclave con soluciones que contenfan
4-12% de NaOH a 50-130°C durante 30-120 min. La relacién liquido/sdlido se fijé en
10 g/g. Al final de los tratamientos, los residuos solidos se separaron por filtracion, se
lavaron con agua, se secaron con aire y se analizaron, como se describio para los
materiales crudos.

Fermentacion del hidrolizado hemiceluldsico

Microorganismo. Se empled la cepa Lactobacillus pentosus cect-4023T (arce-
8041) obtenida de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafia). La
cepa se crecio en placas usando el medio completo propuesto por Mercier y colabora-
dores (1992), que contiene 20 g glucosa/L, 5 g extracto de levadura/L, 10 g peptona/L,
5 g acetato sodico/L, 2 g citrato sédico/L, 2 g K,HPO /L, 0.58 g MgSO,-7H,O/L,
0.12 g MnSO_H,0/L, 0.05 g FeSO,-7TH,O/L y 20 g agar/L a 31°C durante 24 horas.
Los indculos se prepararon por solubilizacién de células a partir de platos con 5 mL de
agua estéril. La biomasa en los in6culos se midié por densidad 6ptica a 600 nmy se
ajusté por dilucion con agua hasta alcanzar una concentracion en el indculo de 4.0 g/L.
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Fermentacion a dcido lactico. Los hidrolizados seleccionados para fermentar
se neutralizaron con CaCQ, hasta obtener un pH final de 6.5, y el precipitado de
CaSO, se separd del sobrenadante por filtraciéon. Los licores clarificados se suple-
mentaron con 10 g de extracto de levadura/L y 10 g de corn steep liquor/L, se
esterilizaron y se emplearon directamente como medios de fermentacién. Los expe-
rimentos se desarrollaron en frascos Erlenmeyer de 250 mL flasks con un volumen
final de 100 mL. Se afiadieron 30 g de carbonato célcico/L. para neutralizar el acido
lactico producido. Las fermentaciones se hicieron en agitadores orbitales a 150 rpm
a 31°C. Se tomaron 2 mL de muestra a determinados tiempos de fermentacion y se
centrifugaron a 6 000 rpm. El liquido sobrenadante se almacend para analizar la
composicion de glucosa, xilosa, acido acético y acido lactico.

Sacarificacion y fermentacion simultinea
del hidrolizado celulosico: (SSF)

Microorganismo. Se empleé la cepa Lactobacillus rhamnosus cecT-288 obtenida
de la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espafia). La cepa se crecid en
placas usando el medio completo propuesto por Mercier y colaboradores (1992).

Procesos fermentativos para la obtencion de dcido ldactico. Los experimentos
de ssF se realizaron en frascos Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de volumen final
consistente en una relacion liquido/sélido de 30 g de liquido por g de madera de poda
tratada y 2 g de CaCO, a fin de neutralizar el acido lactico. Los nutrientes que se
emplearon durante la ssF fueron los propuestos por Mercier y colaboradores (1992), o
20 g de lias/L procedentes de la elaboracion del vino blanco. Tras la esterilizacion, se
afiadio una mezcla de celulasa con una relacién enzima/sustrato de 28 upr/gy 10 mL
de indculo a fin de alcanzar una concentracidn de biomasa de 0.15 g de células secas de
L. rhamnasus/L. Las ssF se hicieron a 45°C y 150 rpm durante 72 horas.

Resultados y discusion

Caracterizacion de las lias

Contenido en sélidos, cenizas, nitrogeno y carbono. El contenido en sélidos, ce-
nizas, nitrdgeno y carbono estan recogidos en la tabla 1. Nitrégeno y carbono fueron
analizados a partir de la fraccién sdlida de las lias, y las cenizas se determinaron por
incineracion de dicha fraccion sélida. Como se observa en la tabla 1, el contenido en
s6lidos es mayor en las lias procedentes del primer trasiego que en las del segundo,
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porque las primeras contienen una cantidad mayor de restos vegetales y tierra. La
excepcion la encontramos en las lias de vino tinto destiladas centrifugadas, en las que
el porcentaje en solidos encontrado fue mucho mayor a las demas (44.65%), esto se
debe a la operacidn de centrifugado realizada en bodega, mediante la cual se concen-
tro la fraccion sélida.

Fabla 1. Porcentaje de sélidos de las lias y porcentaje en la fraccién
s6lida de cenizas, carbono y nitrégeno (Bustos et al., 2004a)

% Solidos |% Ceniza | % N | % C
Lias vino de prensa 199 82 261 36.84
Lias vino blanco ler. trasiego sin destilar 342 28.1 202 3157
Lias vino blanco 2° frasiego sin destilar 31.1 11.7 307 34.62
Lias vino blanco destiladas 172 234 197 3106
Lias vino tinto ler. trasiego sin destilar 16.7 6.1 288 | 4386
Lias vino tinto 2° trasiego sin destilar 10.7 10.8 328 | 4072
Lias vino tinto destiladas centrifugadas 447 79 312 | 3185
Lias tinto vino destiladas 33 16.9 206 | 3736

El porcentaje de cenizas determinado a partir de la fraccion sélida comprendid un
rango entre 6.073-28.119%.

El rango de porcentaje en nitrégeno encontrado en las lias utilizadas en este pro-
ceso es 1.97-3.28%, y para carbono ¢s de 31.06-43.86%.

El contenido de carbono y nitrogeno es significativamente mas bajo que ¢l recogi-
do por Rivas y colaboradores (2003) para levadura Debaryomyces hansenii proce-
dente de la produccién de xilitol (42.2-46.2 y 5.7-6.3% respectivamente), la cual
también ha sido utilizada como fuente nutritiva de bajo coste para la produccion de
acido lactico. Ziegler (1990) encontrd valores de nitrogeno en lias alrededor de 3-6%.

Contenido en compuestos organicos. Los compuestos organicos analizados se
muestran en la tabla 2. La concentracién de glucosa es muy baja, menor de 1.4 g/L.
en todos los casos ensayados, lo que indica que los azicares fueron consumidos
durante la fermentacion y transformados a etanol.

El etanol aparece en concentraciones superiores a 55 g/L en las lias no destiladas,
y en las destiladas en concentraciones inferiores a 9 g/L, estas diferencias son 16gi-
cas, ya que en la destilacion se retira el etanol para la obtencion de alcohol vinico.

Las toncentraciones de acido lactico son particularmente elevadas en las lias pro-
cedentes del vino tinto de segundo trasiego sin destilar y destiladas, seguramente debido
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a que este vino produce ia fermentacion malolactica, durante la cual el acido malico es
descarboxilado a 4cido lactico principalmente por el Oenococcus oeni (Moreno-Arri-
bas y Lonvaud-Funel, 2000), lo que provoca una disminucién de la acidez del vino
confiriendo estabilidad y caracteristicas organolépticas apropiadas para ¢l vino tinto.
La velocidad a la que se produce [a fermentacién malolactica y, consecuentemente la
cantidad final de acido lactico, esta relacionada con la cantidad de compuestos fendlicos
tales como: acido galico, acido caféico, acido ferllico, etcétera (Minarik, 2002).

Tabla 2, Concentracion de.compuestos organicos (Bustos er al., 2004a)

Glucosa| A. Ldctico | A. Acético | Etanol
@l | &L L) | (/L)
Lias vino de prensa 04 43 1.6 619
Lias vino blanco ler. trasiego sin destilar 1.4 50 24 80.9
Lias vino blanco 2° trasiego sin destilar 0.0 22 1.6 55.8
Lias vino blanco destiladas 0.0 590 23 86
Lias vino tinto ler. trasiego sin destilar 00 330 13 | 745
Lias vino tinto 2° trasiego sin destilar 0.0 114 6.7 63.5
Lias vino tinto destiladas centrifugadas 00 212 10.8 50
Lias tinto vino destiladas 00 24 114 22

Se observo un comportamiento similar para el acido acético, con valores superio-
res en las lias procedentes del vino tinto. Las bacterias productoras de acido acético
(Gluconobacter oxydans, Acetobacter pasteurianus y Acetobacter aceti) estan
presentes durante el proceso fermentativo procedentes de Ja propia uva. Los niveles
de acido acético en el vino pueden verse incrementados por exposicion de éste al
aire, incluso por periodos cortos de tiempo, o por altas temperaturas o pH (Joyeux,
1984). Debido a que en el vino tinto el mosto y la uva estan en contacto, la posibilidad
de encontrar estas bacterias es mayor en el vino tinto que en el vino blanco.

Contenido en minerales. La tabla 3 muestra las concentraciones de minerales
expresadas en mg de Cu, Mg, Fe, Mn, Ca, Al y Zn por Kg de fraccion séiida de lia.
Cabe destacar los elevados valores de Cu presentes en las lias procedentes de la
vinificacién de vino tinto respecto a las de vino blanco. Estos valores pueden deberse
a las diferencias entre el proceso de vinificacién de ambos tipos de vino, ya que la
fermentacion alcohdlica del mosto tinto es simultanea a la maceracion con el bagazo,
que puede contener restos de fitosanitarios que contengan cobre en su composicin.
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Tabla 3. Contenido en minerales de la fraccion
sGlida de las lias (Bustos ef al., 2004a)

Cu Mg Fe Mn Ca Al Zn

(mg/kg) |(mglkg)\(mg/kg) |(mg/kg)| (mg/kg) \(mg/kg)|(mg/kg)
Lias vino prensa 191.8 59.1 160.7 239 409.4 76.4 522
Lias vino blanco ler tras. 4926 | 297.2 | 486.7 26.4 351.2 | 8545 484
sin destilar
Lias vino blance 2° tras. 410.5 305 | 2039 13.7 3599 | 1577 12.7
sin destilar :
Lias vino blanco destiladas | 3479 | 1260 | 2858 24.1 6840 | ND 18.6
Lias vino tinto ler tras. 666.6 | 4688 465.1 556 | 12423 | 3195 | 3414
sin destilar
Lias vino tinto 2° tras. 197.5 69.3 394.1 594 | 14927 | ND 210
sin destilar
Lias vino tinto dest. 6178 | 2300 | 9777 476 | 18329 | ND 417
centrifugadas
Lias vino tinto destiladas 393 ND | 3667 51.0 9713 | N.D 19.5

Caracterizacion de las maderas de poda

La composicion de las maderas de poda se muestra en la tabla 4. Cabe destacar el
elevado contenido en glucosa (34.1%), lignina (27.1%) y hemicelulosas (19.0%).

Tabla 4. Composicion de residuos de poda utilizados en este estudio
(los resultados se expresan como porcentaje del peso inicial de muestra
seca). Los datos indican los valores medios de tres réplicas
y las desviaciones estandar (Bustos e7 al., 20042a)

Fraccion Contenido
Extractos 7.1x0.2
Celulosa 34113
Hemicelulosas 19.0:0.3
Xitano 12.8:02
Arabano 0.9+0.1
Grupos acetilo 5303
Lignina 27.1x1.1
Otros 12.740.5
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Fraccionamiento de las maderas de poda
Etapa de prehidrdlisis dcida

La etapa de prehidrolisis acida de las maderas de poda conduce a la solubilizacion de
los aziicares hemicelulésicos (principalmente xilosa) y de glucosa como componen-
tes principales. Sin embargo, simultaneamente, se liberan toxinas que pueden afectar
a los posteriores procesos de fermentacion, mostrando cinéticas y productividades
mas bajas en comparacion con los medios hechos a partir de aziicares comerciales o
hidrolizados destoxificados (Parajé ef a/., 1996).

La tabla 5 muestra la concentracion de xilosa aicanzada. El tiempo de reaccidén
necesario para alcanzar la maxima concentracion de xilosa varia ampliamente de-
pendiendo de la concentracién de catalizador empleado. La velocidad de reaccién
aumentd con la concentracion de catalizador empleado. La concentracion inicial de
xilosa muestra que una parte del xtlano reaccioné durante el periodo de calentamien-
to. Usando 1% H_SO,, la xilosa aument6 continuamente con el tiempo de hidrélisis.
Por ¢ contrario, con 5% H,SO,, la concentracion maxima de xilosa se alcanzo a los
10-15 minutos de reaccion, disminuyendo con los tiempos de reaccién prolongados
debido a la participacion de reacciones de degradacion. A 2, 3 y 4% H,SO, mostra-
ron un comportamiento intermedio.

El esquema de reaccidn puede expresarse considerando la conversion de xilano y
glucano en sus respectivos azlicares monoméricos y su posterior descomposicion:

Xilano (C,H,0,), - Xilosa (C;H, O,) — Furfural y otros productos de degradacién
Glucano (C.H, O,), — Glucosa (C,H,,0,) - tmMF y otros productos de degradacidn

Durante la hidrolisis, una parte significativa de glucano, tanto de la fraccién
celuldsica como de la hemiceluldsica, se convirtid a glucosa en cantidades importan-
tes. La tabla 5 muestra estos valores. La concentracion de glucosa aumentd conti-
nuamente ante 1a severidad de las condiciones experimentales, mostrando una tendencia
similar a la observada en {a xilosa.

Las condiciones &ptimas de operacion para elaborar los medios de cultivo se se-
leccionaron de modo que se aicanzasen los valores mas altos de xilosa y glucosa y las
concentraciones mas bajas de inhibidores de fermentacion (acido acético, furfural e
HMF) que se muestran en la tabla 6. Asi, aunque la concentracién mas alta de xilosa
fue de 18.2 g/L las condiciones optimas de operacién seleccionadas fueron: 2% H,SO,
por 30 minutos, 3% H_SO, por 15 minutos y 4% H,SO, por 10 minutos.
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Tabla 5. Concentracioues de xilosa, glucosa y arabinosa alcanzadas
bajo diferentes condiciones de operacién. Los datos indican la media
de tres réplicas y sus desviaciones estandar

Xilosa (g/L)
Tiempo (min.)| 1% HSO, | 2% H,SO, 3% H S50, 4% HSO, | 3% HS0,
0 3.1£0.2 43403 54+04 6.520.5 9.4+0.8
5 4.8+0.3 8.0+£0.5 112+0.8 13.1+0.6 13.3£1.0
10 5404 12.8+0.6 14.8¢1.1 17.8+1.2 18.1£1.5
15 5.8£0.6 14.4+1.1 174+1.2 18.0x1.7 182+1.7
30 7.7£0.7 17.5¢1.1 182+1.8 18.0£1.8 17.9+1.6
60 10.9:0.9 18.1£1.3 17.9£1.3 17.1+1.6 17.3%1.5
120 16.8+1.3 18.2¢1.5 17.2:0.9 15.1£1.3 14.9£1.1
180 17.9+1.8 17.6£1.9 16.6+0.9 13.7£1.0 11.5£1.0
Glucosa (g/L)
Tiempo (min)| 1% HS0, | 2%HS0, 3% H SO, 4% H SO, | 5% H,SO,
0 3.1£03 29+02 5.4+0.5 6405 6.5+0.5
s 4103 6.3+0.3 77407 8.8£0.7 8.9£0.6
10 4,904 8.7+04 8.8+0.9 10.3£0.7 10.6+0.7
15 5605 10.8+0.6 11.1£1.0 11.8£0.8 12.0:0.8
30 79+0.7 11.6£0.7 11.8+1.0 12309 12.2£1.0
60 10.7+0.8 12.0+0.9 12.4%1.1 12.5+0.8 12.4+1.0
120 11.5£0.8 12.3+1. 1 122+12 12.3x1.0 12.4%1.0
180 11.8+0.9 12.3+£1.2 124£12 124+1.0 12.5+1.1
Arabinosa (g/L)
Tiempo (min.)| 1% HSO, | 2% H SO, 3% H S0, 4% H,S50, | 5%H,50,
0 1.6+0.1 2.8+0.2 28+03 3403 3503
5 2302 33103 33104 37403 3904
10 4002 44403 4304 42404 4004
15 4002 4.6+04 4304 4.0+0.4 4.1£04
30 4.530.3 4704 4704 40+04 4,604
60 4.8+04 4.6+04 4.7+0.4 4,6+0.5 5.1£0.5
120 52404 5.040.5 43104 4404 4.0+04
180 5.3+0.5 4.7¢0.5 3.8+0.5 3.8:04 3.3:04
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Tabla 6. Concentraciones de furfural, HMF y dcido acético alcapzadas
bajo diferentes condiciones de operacion. Los datos indican la media
de tres réplicas y sus desviaciones estindar

Furfural (g/L)
Tiempo (min }| 1% H SO, 2% HS0, 3% H,S0, 4% H SO, 3% H.80,
0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.1£0.0 0.0=0.0
5 0.0£0.0 0.0+0.0 0.0+:0.0 0.1:0.0 0.1£0.0
10 0.1:0.0 0200 0.3+0.0 0.6£0.0 0.8:0.0
15 0.2+0.0 0.3:0.0 0.7£0.1 0.9+0.1 1.0£0.0
30 0.7+0.1 0.8+0.) 1.1+0.1 1.2+0.2 1.520.1
&0 0.7+0.1 1.6+02 | 2.3+02 24402 1.740.3
120 2.840.1 4.7+0.3 5.7+0.5 6.9+0.5 73405
180 3.10.3 4.9+0.4 74109 8209 8.6t1.2
Hidroximetilfurfural (g/l)
Tiempo (min.)| 1% H SO, 2% H S0, 3% H S0, 4% H SO, 5% H SO,
0 <0.1+0.0 <0.1+0.0 <0.10.0 <0.1£0.0 <0.1+0.0
5 <0.1£0.0 <0.1+0.0 <0.1+0.0 <0.1£0.0 <0.1£0.0
10 <0.1£0.0 <0.1+0.0 <0.1+0.0 <0.1£0.0 <0.1x0.0
15 0.10.0 0.1+10.0 0.1£0.0 0.2£0.0 0.2+0.0
30 02+£0.0 0.120.0 0.2+0.0 0.2+0.0 02400
60 0200 02+0.0 02£00 0.2+0.0 0.2+0.0
120 0200 0.2£0.0 02£00 0.2+0.0 0.2+0.0
180 02+0.0 02400 0.2+0.0 0.2£0.0 0.2+£0.0
Acido acético (g/L)
Tiempo (min}| 1% H,S0, 2% H 50, 3% H.S0, 4% H SO, 3% H S0,
0 0.560.0 1.9+0.0 24+0.0 3.1:0.0 33401
5 12+0.0 2240.0 3.4+0.1 3.6+0.0 3.810.1
10 32402 34101 3.5¢0.1 3.8+£0.0 4.340.]
15 3.5402 3.7£0.1 4.040.1 4502 5002
30 45403 4.7402 59+03 5.0+03 5202
& 52+04 5603 5.9+04 6.0:0.3 56+0.3
120 57404 5.8£0.3 5.8+04 6.0£0.3 6.103
180 5.4+0.3 6.0£0.5 6.0+0.4 6.1+0.3 6303
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Fermentacion de la fraccion hemicelulosica

Los hidrolizados obtenidos bajo las condiciones de operacién seleccionadas (2%
H,S0,, 30 min; 3% H,SO,, 15 min; y 4% H,SO,, 10 min) se acondicionaron para
permitir las fermentaciones a acido lactico con L. pentosus. La tabla 7 muestra las
cinéticas de consumo de xilosa y glucosa, asi como de la produccion de acido lactico
y acético. Los resultados experimentales mostrados son 1a media de tres ensayos, la
desviacion media de los ensayos fue de 2.6 por ciento.

Tabla 7. Parametros estequiométricos, productividades y rendimientos
para las bioconversiones realizadas bajo diferentes condiciones

experimentales (los resultados se calcularon para tiempos de fermentacion

que llevaron al maximo consumo de azicares) (Bustos ef al., 2004¢)

2%-30 min 3%-15 min 4%-10 min
Xilosa _,(g/L) 172+1.8 17.5¢19 173£2.0
Xilosa ., (&/L) 1.1£0.1 0.8£0.0 0.7+0.0
Glucosa _,(g/L) 10.1+0.7 10.3+0.6 9.8+0.5
Glucosa, ., (g/L) 0.0+0.0 0.0£0.0 0.04:0.0
Acido lactico _, (g/L) 16402 1.540.1 13402
| Acido lactico . {g/L} 20.9+0.8 21.8£1.0 20.5+0.9
Acido acético ,_, (g/L) 47403 40+04 3,803
Acido acético ,_, _ (/L) 9.0+£0.5 9.1+0.8 9.0+0.9
Tiempo (h) 24 P 24
hQ, (g/1-h) 0.304 034 0.798
DQ (g/Lh) 1.091 1.097 1.098
Y, (2/g) 0.74 0.77 073
JRendimiento tedrico (%) 978 09.6 97.1

' Nomenclatura: Q,, productividad voluméirica de 4eido lactico; Q, velocidad de consumo de azicares;

Y ,.s- rendimiento de dcido lactico (g de 4cido lactico producido/(g de glucosa consumida + g de xilosa
consumida}).

% Rendimiento tedrico (%): (Acido lactico producido}* 1 00/(Xilosa consumida*0.6 + Glucosa consu-
mida).

En todos los casos se observé una produccién de acido lactico satisfactoria, al-
canzandose productividades volumétricas superiores a 0.800 g/L-h y rendimientos
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superiores a 73%. Estos resultados son particularmente interesantes sobre todo si
resaltamos la ausencia de tratamientos de destoxificacion. Cabe sefialar que en los
tres casos se produjeron alrededor de 5 g de acido acético/L, lo que representa casi
25% del 4cido lactico formado en este mismo paso.

Deslignificacion

Las etapa de deslignificacion se analizaron por medio de un disefio factorial incom-
pleto, en el que se consideraron como variables independientes y rangos de variacion:
temperatura (50-130°C); duracién de los tratamientos (30-120 min) y concentracion
de NaOH (4-12% en peso). La variable dependiente mds significativa estudiada fue
la conversion alcanzada en la etapa de hidrélisis enzimatica, resultando el mayor
porcentaje de conversion de celulosa en glucosa (75.2%) al trabajar a 130°C, 75
minutos y 12% NaOH, consecuentemente, éstas se consideraron las condiciones
optimas de deslignificacion para conseguir la hidrélisis enzimatica. En la figura 2 se
muestra la dependencia predicha de esta variable sobre la temperatura y a concen-
tracion de NaOH a 75 minutos.

Figura 2. Dependencia de la conversién de celulosa en glucosa sobre
fa concentracién de NaOH y el tiempo predicho para muestras
deslignificadas a 130°C (Bustos ¢t al., 2005)

t=75 min.

conversion de celulosa, % -

[NaOH]), %
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Sacarificacion y fermentacion simultanea (ssr) del residuo celulésico

La figura 3 muestra la produccién de dcido lactico, asi como la glucosa y celobiosa
generada y consumida durante la ssk aplicada al residuo celulésico deslignificado bajo
las condiciones 6ptimas (130°C, 75 min., 12% NaOH). Estas ssrF se realizaron em-
pleando L. rhamnosus usando dos medios nutricionales: el medio general de
Lactobacillus (figura 3a) o el mas barato, hecho con 20 g/L de lias residuales de
vinificacion procedentes de la elaboracidn de vino blanco (figura 3b). Al emplear las
lias se observd un cierto efecto inhibidor sobre la actividad celulasica en relacién al
empleo del medio general. Asi, la figura 3b muestra un retraso en la produccion de
glucosa y celobiosa en comparacion con la figura 3a, probablemente debido a la
presencia de compuestos fendlicos y otros compuestos organicos en las lias que no
afectan la etapa de fermentacion pero producen efectos inhibidores sobre la hidrélisis

Figura 3. Perfiles de glucosa (¥), celobiosa (C), acido acético (u) y acido
lactico (1) durante la sacarificacion y fermentacion simultinea de residuos
celuldsicos tratados a 130°C durante 75 minutos con 12% de NaOH usando
el medio general de Lactobacillus (a) o lias blancas (b)(Bustos et al., 2005)
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enzimatica, disminuyendo la productividad de 0.69 a 0.36 g/L-h, aunque la concentra-
cion final de acido lactico fue similar en ambos casos (23.8 g/L. usando el medio
general y 21.8 g/I_ usando lias).

Conclusiones

Los diferentes experimentos realizados nos permiten concluir que la poda de sar-
miento puede ser una buena fuente de carbono, y que tanto la fase liquida que resulta
de una etapa de prehidrélisis, como el residuo sélido, se pueden emplear para obtener
disoluciones de azicares. Por su parte, las lias de vinificacién se pueden emplear
como nutrientes econémicos para la produccién de acido lactico por cepas de
Lactobacillus. Asi, al tiempo que se eliminan dos residuos contaminantes muy im-
portantes en la industria vitivinicola se consigue revalorarlos.
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Produccion de acido lactico a partir de azicares
hemiceluldsicos de la poda de sarmiento
y lias de vinificacion como medio nutritivo
utilizando Lactobacillus pentosus
Lactic Acid Production for Hemicellulosic Sugars
from Vine-trimming Wastes and Vinification Lees
as a Nutritional Medium by Lactobacillus Pentosus

Bustos Vazquez, G.*; De la Torre, N.; Martinez, M.; Moldes, A.B.;
Cruz, JM.; Dominguez, J M.

Resumen

La poda de sarmiento, un residuo agricola de escasa aplicacion, se hidrolizé
con 4acido sulfiirico diluido para obtener soluciones de azicares utiles como
medios de fermentacién. Las condiciones operacionales de la hidrdlisis (3%
H,SO, y 15min), se seleccionaron con base en la generacién de azicares
hemicelulésicos (principalmente xilosa), glucosa y la concentraciéon de los
subproductos de reaccidon que afectaban a la fermentacién (furfural,
hidroximetilfurfural y 4cido acético). Los hidrolizados hemiceluldsicos se su-
plementaron con diferentes concentraciones de lias (10, 20, 30 0 40 g/L) proce-
dentes del proceso de elaboracién de vinos blancos y tintos, y s¢ fermentaron
con Lactobacillus pentosus sin previa etapa de destoxificacion para producir
&cido lactico. Los resultados se compararon con los obtenidos al emplear el
medio general de Lactobacillus. Con el fin de no diluir los hidrolizados, las
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lias se sometieron a un proceso de liofilizacion. Al utilizar el medio general de
Lactobacillus la concentracion méxima de acido lactico fue de 16.1 g/L (Q, =
0.458 ¢/L-h; Y, = 0.56 g/g). Al reemplazar este medio por 20, 30 040 g/L. de lias
procedentes del proceso de elaboracién de vino blanco se obtuvieron concen-
traciones de acido lactico superiores (16.6, 16.8 y 17.0 g/L respectivamente). Las
productividades volumétricas de estas fermentaciones, calculadas después de
33 horas, muestran también valores similares (0.433-0.464 g/L-h). Los rendimien-
tos oscilaron entre 0.43 y 0.59 g/g. En el caso de las lias procedentes de la
elaboracion de vino tinto, s6lo se alcanzaron valores similares al emplear 40 g/L

delias(P _ =15.0g/L;Q,=0.458 /L'h; Y, =0.56 g/g).

Abstract

Trimmings of vineshoots, an agricultural waste with scarce use, were hydrolyzed
with dilute sulfuric acid in order to obtain sugar solutions suitable as fermentation
media. The operational conditions for hydrolysis were selected on the basis of
both: the generation of hemicellulosic sugars (mainly xylose} and glucose and
the concentrations of reaction byproducts affecting fermentation (furfural,
hydroxymethylfurfural and acetic acid). Hemicellulosic hydrolyzates were
supplemented with different concentrations (10, 20, 30 or 40 g/L) of lees coming
from the white and red wine making technology and were fermented with
Lactobacillus pentosus. With the purpose of not diluting the hydrolyzates, lees
were freeze-dried. Using the general medium of Lactobacillus, the maximum
lactic acid concentration achieved was 16.1 ¢/L.(Q,=0.458 g/L-h; Y. = 0.56
g/g). Changing this medium by 20, 30 or 40 g/L of lees coming from the white
wine making technology the lactic acid concentrations were even higher (16.6,
16.8 and 17.0 g/L respectively). The volumetric productivities of these
fermentations after 33 hours, showed similar values (0.433-0.464 g/L-h). Yields
oscillated among 0.43 and 0.59 g/g. Using lees coming from the red wine making
technology, only similar values were achieved when 40 g/L of lees were used
(P, =150g/L;Q,=0458g/L-h;Y, =0.56 g/g).

Introduccion

L
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a viticultura, como una de las actividades agricolas de mayor importancia en
Espafia, principalmente en Galicia, situada al noroeste del pais, produce anual-
mente mas de 70 mil toneladas de residuos agroindustriales, principalmente
restos de poda y fangos del proceso de vinificacidn (Bustos er al., 2004 a y b). Los
restos de poda, principalmente sarmientos, pueden llegar a ser nocivos para el medio
ambiente ya que generalmente se queman en el campo, causando problemas medioam-
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bientales y ecoldgicos, asi como para la salud humana por la formacién de com-
puestos tdxicos durante [a combustién de la fignina. El sarmiento de vid es un mate-
rial lignoceluldsico (MLC) con un gran potencial como materia prima para la obtencidn
de disoluciones de azicares hemiceluldsicos (Bustos et al., 2004c¢). Este residuo
rico en polisacaridos es particularmente interesante debido a su abundancia, acce-
sibilidad, dispersion geografica, capacidad de regeneracién y bajo precio. La poda
de sarmiento es residuo lignoceluldsico formado principalmente por celulosa (glu-
cosa), hemicelulosa (hexosas y pentosas) y lignina. Una de las utilidades de la
fraccion hemiceluldsica es el empleo de sus aziicares constituyentes en procesos
de bioconversion, ya que a partir de estas fracciones, se pueden obtener productos de
gran importancia en la industria alimentaria, entre los cuales destaca el acido l4cti-
co (Moldes et al., 2001).

El acido lactico fue descubierto en 1780 por el quimico sueco C. W. Scheele en la
leche cortada. Su obtencidn industrial tiene una larga tradicion que data de 1881
(Chahal, 1989), y, anualmente, su produccién a nivel mundial excede, aproximada-
mente, las 80 mil TM (Hofvendahl y Hahn-Hagerdal, 1999b). Su importancia radica
en varios aspectos, siendo uno de los mas destacados su aplicacién en la industria
alimentaria, debido a sus propiedades como acidulante y conservante, o bien, a su
intervencion durante la fermentacion lactica en procesos como la fabricacion del
yogur (Parajé et al., 1995a) o la elaboracién de quesos.

Para una produccion biotecnologica competitiva de acido lactico a gran escala se
necesitan medios nutritivos de bajo coste. El extracto de levadura y la peptona son los
principales componentes del medio general de Lactobacillus propuesto por Mercier
et al. (1992), pero éstos alcanzan precios muy elevados, por lo que resulta apremian-
te encontrar una alternativa para sustituirlo por otros medios nutritivos econdémica-
mente mas rentables.

Durante la elaboracion del vino se generan principalmente levaduras y bacterias
ademas de sdlidos en suspension, coloides y materia orgénica que son depositados en el
fondo de los barriles formando lo que se conoce como fangos o lias. Las lias o fangos
suelen transmitir al vino olores y sabores peculiares, buscados en una minoria de los
casos ¢ indeseables en la mayoria, por lo que se desechan, pero hoy dia es necesario su
procesamiento en costosas plantas de tratamiento. Bustos ef al. (2004a y b) propusie-
ron la utilizacién de lias de vinificacién destiladas y sin destilar, procedentes tanto de
vino tinto como de vino blanco, para su utilizacién como medio nutritivo durante las
fermentaciones de glucosa a acido lactico por distintas cepas de Lactobacillus.

En este proyecto, con base en trabajos anteriores (Bustos ez al., 2004a, b y ¢), se
pretende utilizar de lias de vinificacion (tintas y blancas, destiladas y procedentes del
segundo trasiego) como medio nutritivo, asi como el aprovechamiento de disolucio-
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nes de aziicares hemiceluldsicos procedentes de la poda de sarmiento de vid para la
obtencién de acido lactico mediante Lactobacillus pentosus. La importancia de este
trabajo radica en que las especies de Lactobacillus que son capaces de fermentar
las hexosas, generalmente son incapaces de utilizar pentosas como fuente de carbo-
no. Sin embargo, se ha centrado la atencion en especies tratadas genéticamente que
pueden utilizar eficientemente ambos aziicares: hexosas y pentosas (Aristidou y Penttila,
2000; Martinez, et al., 2000; Takahashi ef al., 2001). En este estudio se emplea la
bacteria Lactobacillus pentosus, capaz de consumir ambos azlicares, ya que puede
fermentar homolActicamente la glucosa a acido lactico, y la xilosa a 4cido lactico y
acético por fermentacién heterolactica.

Materiales y métodos

Materia prima: poda de sarmiento, recolectada localmente después de ser some-
tida a molienda, tamizado y homogeneizacion para obtener un tamafio de particula
de | mm y composicién uniforme.

Andlisis de la poda de sarmiento. las alicuotas del lote homogeneizado se so-
metieron a determinacion de humedad e hidrdlisis cuantitativa en un tratamiento 4ci-
do de dos etapas (la primera etapa, con 72% de 4acido sulfiirico a 30°C por 1h; la
segunda, después de diluir el medio de acido sulfirico a 3% a 121°C por 1h). El
residuo sélido después de la hidrélisis acida se considerd como lignina de Klason. Los
hidrolizados se analizaron por HpcL usando una columna de interacciéon Yon-300
(Transgenomic Inc., San Jose¢, CA), (fase movil 0.01N H_SO, con un caudal de 0,4
mL/min* y detector de IR y UV). Este método permitid la determinacién directa de
glucosa, xilosa, arabinosa, acido acético, furfural e hidroximetilfurfural (umFr).

Andlisis dcida de la poda de sarmiento: la muestra se sometioé a tratamiento
térmico a 130°C durante 15 minutos en autoclave, empleando como catalizador H SO,
diluido al 3% con una relacién liquido/solido de 8 g-g' (Bustos ef al., 2004¢). Poste-
riormente, mediante filtracion, se separé la fase sdlida, conteniendo la fraccién
celuldsica y la lignina de la fase liquida en la cual estan solubilizados los aziicares
procedentes de la fraccién hemicelulésica. El H,SO, presente en los licores se neu-
traliz6 con CaCO, (Panreac) hasta alcanzar un pH final de 6.3 formandose CO, y un
precipitado de CaSO, eliminado por filtracién.

Andlisis de las lias de vinificacion: las lias procedentes de la campaiia 2002,
fueron cedidas amablemente por la Cooperativa Vitivinicola del Ribeiro (Orense,
Espaiia) y almacenadas a 4°C. Se seleccionaron lias tintas y blancas, destiladas y

186



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLGGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

procedentes del segundo trasiego de acuerdo a los trabajos publicados por Bustos ef
al. (2004ay b). El contenido en sélidos se calculé con 1 g de lia, en crisoles de vidrio
a 102°C y 48 horas para determinar su peso. El porcentaje en carbono y nitrégeno se
analizé utilizando un analizador elemental Thermo Finningan Flash Elemental Analyser
1112 series (San José, CA, EU).

Las cenizas se determinaron con (.5 g de muestra a 550°C. Ambos analisis de
porcentaje de cenizas y de sélidos, se realizaron por triplicado para minimizar erro-
res. Los componentes organicos de las lias: glucosa, acido lactico y acido acético se
determinaron por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (cLag) utilizando las mis-
mas condiciones que para los azicares hemiceluldsicos.

Los elementos minerales: Cu, Mg, Fe, Mn, Ca, Al y Zn, se determinaron a partir
de las cenizas por absorcién atdmica. Para ello, 0.15 g de cenizas se sometieron a un
proceso de digestion con 5 mL de HNO, al 65%, 1 mL de H,O, al 30% y 0.5 mL de
HF al 40% en horno de microondas.

Liofilizaciéon de las lias

Debido a la imposibilidad de utilizar las lias de forma liquida, ya que ello implicaria
la disolucién de los hidrolizados, éstas se liofilizaron, tras ser congeladas, en un
liofilizador Lyovac GT 2E.

Microorganismo. El Lactobacillus pentosus CECT-4023T se obtuvo de la Co-
leccién Espafiola de Cultivos Tipo (Valencia, Espaiia). La cepa se hizo crecer en
placas a temperatura ambiente por 24 horas usando el medio completo propuesto por
Mercier et al. (1992), que contiene: 20 g/L. glucosa; 4 g/1. extracto de levadura; 10 g/
L peptona; 8 g/L. extracto de carne; 5 g/L acetato sédico; 2 g/L citrato de sodio; 2 g de
K _HPQ,; 0.12 g de MgSO,-7H,0; 0.05 g de MnSO_-H,0O; 0.05 g de FeSO,-7TH,0; y
20 g de agar. El indculo se prepard por solubilizacién de las células de las placas con
5 mL de hidrolizado esterilizado. La biomasa en el indéculo se midié por densidad
dptica a 600 nm y se ajustd con agua esterilizada.

Fermentaciones. Se realizaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL, con un volu-
men final de 100 mL. Se emplearon 90 mL del hidrolizado de sarmiento de vidy 10
mL de in6culo. También se hizo un control utilizando el medio general de Lactobacillus
MRs. En los experimentos se utilizaron lias tintas y blancas destiladas y liofilizadas en
concentraciones (10, 20, 30 y 40 g/L.). Para neutralizar el 4cido lactico producido, en
todos los casos se afiadio una cantidad de CaCO, equiparable a la cantidad de 4cido -
lactico que estequiométricamente se puede producir en cada fermentacion. Antes de
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la inoculacién (10 mL), los matraces se esterilizaron a 121°C por 15 minutos. Poste-
riormente se mantuvieron en agitadores orbitales a 150 rpm y 31.5°C, tomando mues-
tras (2 mL) a diferentes tiempos de fermentacion y centrifugando a 6000 rpm durante
3 minutos. Los sobrenadantes se almacenaron para analizar la glucosa, xilosa, arabinosa,
acido lactico y acido acético. Los experimentos se realizaron por triplicado, reportan-
do los resultados; la desviacion estandar estuvo cerca de 3.5% del promedio, la pro-
ductividad volumétrica Q, se calculé después de 33 horas, cuando los aziicares se
consumieron completamente.

Andlisis de datos

Los datos experimentales se analizaron con el software comercial Solver, de Microsoft
Excel 2002, utilizando los modelos propuestos de regresion no lineal y usando el mé-
todo de los minimos cuadrados. La produccidn de &cido lactico se trazé matematica-
mente siguiendo la ecuacion propuesta por Mercier ef al. (1992).

PPe™
P, ~P, +Pe™

(Ecuacion 1)

Donde ¢ es tiempo, P es |a concentracion de acido lactico, P, es ta concentracidn
maéxima de 4cido lacticoy P, es la relacién entre la productividad volumétrica inicial
del producto formado (r)y la concentracion inicial del producto P . Los parametros
del modelo P, Py P, fueron calculados para cada medio de fermenta(:lon El con-

sumo de giucosa por Lactobacillus pentosus se interpretd por medio de la siguiente
ecuacion:

S =8, -

(P-F) (Ecuacion 2)
IS

Donde Y, es el rendimiento del producto, P y P, son la concentraci6n final e
inicial de acido lactico, respectivamente (g/L), y fi nalmente Sy S, son laconcentra-
cion finai e inicial de glucosa (g/L.), respectivamente. El modelo del pardmetro ¥,  se
calcul6 para cada medio de fermentacién de las serie de datos expenmentales de
concentracion/tiempo de glucosa, P, y el valor de P para cada tiempo se calculd a
través de los parametros de regresion de la ecuacion 1.
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Resultados y discusién

Produccién de dcido lactico por Lactobacillus pentosus a partir
de glucosa, utilizando como nutrientes lias de vinificacion

Para una produccion biotecnolégica competitiva de acido lactico a gran escala, se
necesitan medios nutritivos de bajo coste. El extracto de levadura y la peptona son los
principales componentes del medio general de Lactfobacillus propuesto por Mercier
ef al. (1992); pero éstos alcanzan precios muy elevados, por lo que seria interesante
sustituirlo por otros medios nutritivos econdémicamente rentables.

Muchos compuestos que contienen nitrdgeno se encuentran en las uvas y el vino.
Estos incluyen formas inorganicas, tales como amonio y nitratos, y diversas formas
organicas incluyendo aminas, amidas, aminoécidos, bases nitrogenadas, proteinas y
acidos nucleicos. Por otra parte, los niveles de vitaminas en el vino son generalmen-
te abundantes para el crecimiento microbiano de levaduras y bacterias lacticas. Du-
rante y después de la fermentacion del vino existe una liberacion lenta de compuestos
nitrogenados, probablemente debido a la autolisis de las células de levaduras muer-
tas (Jackson, 1994).

En general las lias son una suspension de biomasa microbiana, sélidos, coloides y
materia organica en vino. Las lias utilizadas en este trabajo proceden de vinos tintos
y blancos, sometidos a destilacion para la produccién de aguardiente. Este hecho
presenta una ventaja al utilizar las lias como nutrientes, ya que determinados com-
puestos volatiles presentes en las lias sin destilar, que pasan al aguardiente durante la
destilacion, podrian ejercer un efecto inhibidor en el crecimiento de las bacterias.

Sustancias presentes en las lias como: etanol, alcoholes superiores, metanol, fenil-2
etanol, acetato de alcoholes superiores, ésteres etilicos de acidos grasos, acetato de
etilo, diacetilo, 4cidos volatiles (mas de 95% de la acidez volatil producida por fa levadu-
ra es del acido acético), lactato de etilo y butanodiol 2-3, destilan de forma integral
(alcoholes superiores y ésteres etilicos de Acidos grasos) o parcialmente. Los ésteres
etilicos de acidos grasos y los dcidos grasos de alto peso molecular son liberados por fas
Jevaduras durante la autolisis que sucede durante el calentamiento (Jouret ef al., 2003).

Como inconveniente, al utilizar las lias destiladas como nutrientes, resalta la pre-
sencia en las lias recuperadas al salir de la columna de destilacion, de una tasa eleva-
da de polifenoles ligados a las proteinas, lo que las podria convertir en no asimilables,
asi como elementos téxicos procedentes de residuos de tratamientos que se acumu-
lan en los lipidos de las levaduras (Bourzeix et ai., 2003).
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Para poder evaluar las lias como nutrientes se establecen comparaciones entre
los resultados obtenidos en fermentaciones con medio completo de Lacrobacillus
(MRs) y los resultados obtenidos trabajando con distintas concentraciones de lia.

Fermentacion con medio general de Lactobacillus

La figura 3.1 muestra el ajuste de los datos experimentales a los calculados teérica-
mente, segin el modelo propuesto para la fermentacién con ¢l medio completo de
Lactobacillus (Mrs). Ademas, en la tabla 3.1 se recogen los pardmetros cinéticos
obtenidos a partir de las ecuaciones | y 2, asi como los parametros estadisticos y de
regresion de la misma fermentacién.

Los datos experimentales (exp) se ajustan perfectamente a los propuestos por el
modelo matematico (¢42) con r?de 0.995 y 0.987 para el consumo de glucosa y para la
produccion de acido lactico, respectivamente.

En esta fermentacion con medio general de Lactobacillus, la glucosa fue rapida-
mente transformada a acido lactico alcanzando la concentracion maxima de 88.5 g/L.
a las 28 horas. El rendimiento en producto calculado por regresién fue de 0.90 g/g
(tabla 3.1).

Figura 3.1 Fermentacion con medio general de Lactobacillus
(Bustos ef al,, 2004d)
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Tabla 3.1 Valores cinéticos, estadisticos y de regresion para el acido lictico
y la glucosa, correspondientes a las fermentacion con medio general
de Lactobacillus (Bustos ef al., 2004d).

Produccién de acido lactico Consumo de glucosa

P, | P,.. |PhH) »’ |FTest| Y, | r? |F-Test

(/L) | (g/L) Prob. | (g/g) Prob.

Medio general 54 88.5 0243 | 0987 | 2806 | 050 | 0995 15975
de Lactobacillus

P, = Concentracidn inicial de dcido lactico (g/L}), P, = Concentraciéon maxima de acido lactico (g/L.),
P = Relacién entre la productividad volumétrica inicial de producto formado (r)y la concentracion
inicial de producto (P,), ¥, = Rendimiento en producto (g/g), * = Coeficiente de regresién, y F-Test
Prob. = Parametro estadistico.

Fermentaciones con lias de vinificacion como nutrientes

Iias tintas

La figura 3.2 recoge las cinéticas de fermentacién cuando utilizamos lias tintas en
diferentes concentraciones. En la tabla 3.2 se muestran los valores cinéticos de estas
fermentaciones, asf como los parametros estadisticos y de regresion. Los parametros
r? para el consumo de glucosa y #’ para [a produccidn de acido lactico nos muestran
una buena concordancia entre los resultados tedricos (¢4} y los experimentales (exp).

Se puede observar que las fermentaciones realizadas con lias procedentes de la
vinificacion de vino tinto muestran en todos los casos un rendimiento en producto
mayor a 0.88 g/g. Si se comparan todas las cinéticas de la figura 3.2 y se tiene en
cuenta la tabla 3.2, se puede observar que a medida que aumentamos Ja concentra-
cion de lia hasta 30 g/L, se produce un mayor consumo de glucosa, a la vez que se
obtiene una mayor concentracion de acido lactico. Cuando empleamos 40 g/L de lia,
aunque el azucar residual resulta menor, no se llega a obtener una mayor concentra-
cion de acido lactico.

Comparando estos resultados con los obtenidos al utilizar el medio general de
Lactobacillus, se observa que, aunque la cinética de estas fermentaciones es mucho
mas lenta y no se llega a consumir toda la glucosa como ocurre cuando utilizamos el

191



SiMON Josias TELLEZ, Ma. GUADALUPE BUSTOS Y GONZALO VELAZQUEZ

Figura 3.2. Fermentacion con lia tinta (Bustos e/ al., 2004d)
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medio general, se alcanza en todos los casos un rendimiento en producto igual o
superior al obtenido usando el medio mrs.
Utilizando 30 y 40 g/L de lia se obtienen unas concentraciones maximas de acido

lactico de 85.4 g/L y 84.7 g/L respectivamente. Estos valores son cercanos a los 88.5
g/L. obtenidos con el medio general de Lacrobacillus.

Lias blancas

La figura 3.3 recoge las cinéticas de fermentacion cuando utilizamos lias blancas en
diferentes concentraciones. En la tabla 3.3 se muestran los valores cinéticos de estas
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Tabla 3.2 Valores cinéticos, estadisticos y de regresién para el acido lactico
y la glucosa correspondientes a las fermentaciones con lias tintas
(Bustos et al., 2004d)

Produccion de dcido lactico Consumo de glucosa

P, | P |P(h'} r* |FTest.| Y, | r* | F-Test

(g/L) | (/L) Prob. | (g/ Prob.
10 g/L lia tinta 76 574 0.061 0972 1178 095 | 0942 | 1196
20 g/L lia tinta 85 74.5 0063 | 0986 | 2333 099 | 0966 | 2486
30 g/L liatinta 10.9 854 0055 | 0978 144.1 090 | 0984 | 4422
40 g/L liatinta i2.1 847 0060 | 0981 1713 088 | 0984 | 3928

P, = Concentracion inicial de 4cido lactico (g/L), P, = Concentracién maxima de acido lactico (g/L),
P, = Relacion entre la productividad volumétrica inicial de producto formado (r)) y la concentracion
inicial de producto (P}, ¥, .= Rendimiento en producto (g/g), »* = Coeficiente de regresion, y £-fess
Prob. = Pardmetro estadistico.

fermentaciones, asi como los parametros estadisticos y de regresion. Al igual que con
las lias tintas, se observa una concordancia positiva entre 1os resultados tedricos (th)
y los experimentales (exp).

Si comparamos las cinéticas de la figura 3.3 o los parametros cinéticos P, (el cual
nos da una idea de la velocidad de produccion de acido lactico) y P, de las distintas
fermentaciones, se puede observar que a medida que aumentamos la concentracion
de lia se alcanza una mayor velocidad de produccion de acido lactico, ademas de que
se obtiene una mayor concentracion del mismo. El rendimiento en producto de estas
fermentaciones esta comprendido entre 0.85 g/g y 0.96 g/g.

Comparando estos resultados con los obtenidos en la fermentacién con medio
general de Lactobacillus, se observa que cuando utilizamos 40 g/L de lia blanca
como nutriente se logra obtener una concentracion de acido lactico superior a la
obtenida con el medio general, aunque con una cinética un poco mas lenta. Asi, se
consigue una concentracién maxima de acido lactico de 92.3 g/L. frente a los 88.5 g/
L de acido lactico que se producen con el medio mrs. También es importante resaltar
que utilizando 20 g/L y 30 g/L de lia blanca se alcanzan concentraciones de acido
lactico significativas: 81.8 g/L y 82.2 g/L, respectivamente.
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Figura 3.3 Fermentacion con lias blancas (Bustos ef al, 2004d)

a)10 g/L lias blancas b) 20 g/L lias blancas
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Si se comparan todas las cinéticas de las figuras 3.2 y 3.3 tomando en cuenta las
tablas 3.2 y 3.3, se puede observar que los experimentos realizados con las lias pro-
cedentes de vinificacidn de tinto muestran una cinética de fermentacion mas lenta y
con menor produccion de acido lactico que en los experimentos realizados con las lias
de vinificacion de blanco, hecho que coincide con 1o expuesto por Bustos e al. (2004a
y b) en trabajos anteriores donde se llevaron a cabo fermentaciones con distintas
cepas de Lactobacillus utilizando lias de vinificacidn tintas y blancas como nutrientes.

Utilizando solamente 20 g/L de lia blanca se llega a alcanzar aproximadamente |a
misma concentracion de dcido lactico que empleando 40 g/L de lia tinta, sin embargo,
la cinética de fermentacion de la primera es ligeramente mas rapida.
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Tabla 3.3. Valores cinéticos, estadisticos y de regresion para el dacido lactico
y la glucosa, correspondientes a las fermentaciones con lias blancas
(Bustos et al., 20044d)

Produccién de dcido lactico Consumo de glucosa
P, |\ P, |Ph)| r |Flest| Y, | r’ |F-Test
(g/L) | (g/L) Prob. | (g/g) Prob.
10 g/L lia blanca 9.5 72.1 0054 | 0975 1187 089 | 0979 | 3375

20 g/L liablanca 11.3 818 0071 | 0973 | 124 085 | 0980 | 3177
30 g/L liablanca 10.5 822 0093 | 0977 | 1644 08 | 0974 | 2912
40 g/ lia blanca 104 | 923 0111 | 0985 | 2417 096 | 0992 | 6974

P, = Concentracién inicial de 4cido lactico (g/L), P, = Concentracién maxima de dcido lactico (g/L),
P = Relaci6n entre la productividad volumétrica inicial de producto formado (rp) y la concentracion
inicial de producto (P ), ¥, = Rendimiento en producto (g/g), »* = Coeficiente de regresion, y F-Test
Prob. = parametro estadistico.

Este comportamiento distinto entre ambas fermentaciones esta relacionado con la
diferencia de composicion entre lias procedentes de vino tinto y lias de vino blanco. El
contenido en minerales como Mg, Zn o Cu, imprescindibles para el crecimiento de las
bacterias lacticas, se presentan en las lias procedentes de vino blanco, en concentra-
ciones superiores a las encontradas en lias procedentes de vino tinto (Bustos et al.,
2004a). Debido a ios resultados obtenidos en las fermentaciones, cabria pensar que
las lias procedentes de vino tinto, con respecto a las |{as procedentes de vino blanco,
presentan un menor contenido en algln nutriente necesario para el crecimiento y
desarrollo de Lactobacillus pentosus.

Lias destoxificadas

Las lias, al salir de la columna de destilacién, presentan una tasa elevada de polifenoles
ligados a las proteinas (Bourzeix ef al., 2003). Estos polifenoles podrian impedir la
asimilacion de algunas proteinas por Lactobacilius pentosus.

Con una destoxificacion de las lias se consigue eliminar muchos compuestos
fendlicos presentes en las mismas, con lo cual podemos hacer de las lias un mejor
medio nutritivo para Lactobacillus pentosus. En este experimento hicieron fermen-
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taciones con lias blancas y tintas destoxificadas en concentracion de 20 g/L; los
resultados se compararon con los obtenidos en las fermentaciones en las que se
utilizaron lias sin destoxificar. _

En la figura 3.4 se muestran los resultados obtenidos cuando se utilizan lias proce-
dentes de vino blanco y de vino tinto destoxificadas frente a los resultados obtenidos
anteriormente con las mismas lias sin destoxificar. En la tabla 3.4 se muestran los
valores cinéticos asf como los pardmetros estadisticos y de regresion.

Cuando utilizamos 20 g/L de lia tinta destoxificada se obtiene una P, _de 74.9 /L,
mientras que con 20 g/L de la misma Jia sin destoxificar se obtuvo una P__de
74.5 g/L; asimismo, empleando 20 g/L de lia blanca destoxificada se obtiene una
P, de 851 g/L, mientras que con 20 g/L de la misma lia sin destoxificar se
obtuvouna P__de 81.8 g/L.. El parametro P, el cual nos da una idea de la velocidad
de produccion de 4cido lactico, muestra valores superiores en las fermentaciones
realizadas con lias destoxificadas.

Podemos concluir que al destoxificar la lias conseguimos que la fermentacién
transcurra a velocidad ligeramente mayor, pero no conseguimos que Lactobacillus
pentosus produzca una mayor concentracion de acido lactico; por tanto, en nuestra
opinién, este resultado no compensa la realizacién de esta etapa de destoxificacion.

Figura 3.4, Fermentaciones con 20 g/L de lia tinta y blanca destoxificada
y sin destoxificar
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Tabla 3.4 Valores cinéticos, estadisticos y de regresion para el dcido liactico
y la glucosa correspondientes a las fermentaciones con lias destoxificadas
y lias sin destoxificar

Produccidn de dcido lactico Consumo de glucosa
P, | P, |Ph)| r |Flest| Y, | r’ |F-Test
(g’L) | (g/L) Probd. | (g/g) Prob.
20 g/L liatinta 85 745 0063 | 0986 | 2333 099 | 0968 | 2486
20 g/L lia tinta 111 749 0072 | 098 | 2978 090 | 0944 | 146.1

destoxificada _
20 g/L lia blanca 113 818 0.07 0.973 [24.1 085 | 0980 | 317.7

20 g/L lia blanca 17 85.1 0.108 | 0983 | 303.1 091 | 0961 | 2249
destoxificada

P, = Concentracién inicial de ac. lactico (g/L), P, = Concentracion maxima de ac. lactico (g/L),
P_= Relacion entre la productividad volumétrica inicial de producto formado (r ) y la concentracion
inicial de producto (P,), ¥,..= Rendimiento del producto (g/g), r* = Coeficiente de regresion. y F-Test
Prob. = Parametro estadistico.

Produccion de dcido ldctico por Lactobacillus pentosus a partir
de hidrolizados hemicelulosicos de la poda de sarmiento
utilizando como nutrientes lias de vinificacion

Cabe resaltar la escasez de trabajos existentes sobre la utilizacion de hidrolizados
hemicelulésicos para la obtencion de &cido lactico. Asi, Hofvendah! y Hahn-Higerdal
(2000) realizaron una revision bibliografica sobre la produccién biotecnologica de
acido lactico empleando principalmente bacterias lacticas a partir de distintos resi-
duos agroindustriales. En la mayoria de tos trabajos se utilizd, como fuente de carbo-
no, hexosas o materiales amilaceos. Por el contrario, cuando se utilizan pentosas
como fuente de carbono para la produccion de acido lactico algunos autores reco-
miendan e} uso de cepas mutadas de Lactobacillus (Ishizaki et al., 1992b; Ishizaki et
al., 1995). Recientemente han aparecido algunos trabajos que apuntan a la utilizacién
de Lactobacillus pentosus para la produccion de acido lactico por medio de pentosas
en trabajos en discontinuo (Perttunen ez al., 2001, Garde et al., 2002) 0 en continuo
(Periscal, 2004).
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En este trabajo se utiliz6 poda de sarmiento de vid como sustrato para la obtencion
de azucares hemiceluldsicos susceptibles de ser fermentados a acido lactico por
Lactobacillus pentosus. Con base en trabajos anteriores, Bustos er al. (2004c¢),
sometieron la poda de sarmiento a un proceso de prehidrélisis con H,SO, al 3%
durante 15 minutos. Tras ¢l tratamiento de prehidrolisis y neutralizacion se obtuvieron
licores hemiceluldsicos con la siguiente composicion: 8 = 1g/L de glucosa, 17+ 1g/L
de xilosa, 4.5 £ 0.5g/L de acido acético y 3 £ 0.5 g/L. de arabinosa.

Una vez obtenidos los aziicares hemiceluldsicos, se suplementan con diferentes
concentraciones de lia, procedentes tanto de vino blanco como de vino tinto, y se
comparan con los resultados obtenidos al suplementar los licores hemicelulosicos con
el medio general de Lactobacillus. Cabe resaltar que las lias de vinificacion nunca
han sido utilizadas como nutrientes en fermentaciones realizadas a cabo a partir de
hidrolizados hemiceluldsicos. En este experimento, con el fin de no diluir estos me-
dios, las lias se liofilizaron.

Las figuras 3.5 y 3.6 muestran las cinéticas de fermentacién referentes al consu-
mo de glucosa, xilosa y arabinosa, asi como de produccién de acido lactico y acido
ac€tico para Lactobacillus pentosus.

En la tabla 3.5 se muestra la concentracién de sustrato inicial y residual y de acido
lactico alcanzada en cada caso, asi como la productividad volumétrica después de 33
horas y el rendimiento producto/sustrato {por sustrato se entiende la suma de los
azucares hemiceluldsicos). También se recoge en dicha tabla informacién relativa al
acido acético producido en la fermentacion: concentracién inicial, concentracion final
y rendimiento (Bustos ef al., 2004d).

La bacteria Lactobacillus pentosus desarrolla una fermentacion homolactica
para transformar la glucosa en acido lactico y una fermentacion heterclactica para
transformar la xilosa a 4cido lactico (60% aproximadamente) y a 4cido acético (40%
aproximadamente), siguiendo la estequiometria:

C.H_0, - 2 CHO,
CH, 0, > C,HO, + CH.COOH

Como se puede observar en las figuras 3.5 y 3.6, el primer azticar que se consume
es la glucosa y, una vez que ésta casi desaparece, comienza a consumirse la xilosa.
En cuanto a la arabinosa, ésta es consumida de forma simultanea a la xilosa, quedan-
do siempre una cierta cantidad residual de arabinosa en el medio. Los rendimientos
de acido lactico en estas fermentaciones ascilaron entre 0.43 y 0.59 g/g. Estos valo-
res son similares a los obtenidos por otros autores (Tyree ef al., 1990; Ishizaki ef al.,
1992b).
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En lo que se refiere a la utilizacion de las lias procedentes de vino blanco, cabe
destacar que empleando 20, 30 y 40 g/L de lia blanca se obtuvieron concentraciones
de 4cido lactico similares o incluso superiores a las alcanzadas utilizando el medio
general de Lactobacillus. Las productividades volumétricas de estas fermentacio-
nes calculadas 33 horas después, muestran también valores similares (Bustos e a/.,
2004d). Por otra parte, en lo que se refiere a la utilizacion de las lias procedentes de
vino tinto, también es importante destacar que empleando 40 g/L de lia tinta se obtuvo
una concentracion de acido Jactico de 15.0 g/L, concentracion cercana a los 16.1 g/L
obtenidos con el medio general de Lactobacillus. De igual manera, la productividad
volumétrica alcanzada a las 33 horas con 40 g/L. de lia tinta fue de 0.41 g/L-h, siendo
0.46 g/L-h la productividad volumétrica alcanzada con el medio general de

Figura 3.5. Fermentacion del hidrolizado hemicelulésico y lias tintas
a diferente concentraciéon (Bustos et al., 2004d)
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Lactobacillus (Bustos ef al., 2004d). También se puede observar en a tabla 3.5, que
a medida que se aumenta la concentracién de lia, se logra una mayor metabolizacion
de las pentosas y se obtiene una mayor concentracion de acido acético.

Perttunen et gl. (2001), utilizando Lactobacillus pentosus obtuvieron concentra-
ctones de acido lactico de 33 g/ a partir de hidrolizados hemiceluldsicos procedentes
de madera de juncos, pero para ello pretrataron el hidrolizado con carbén activo con
el objetivo de extraer compuestos inhibidores. En este trabajo no fue necesaria la
etapa de destoxificacion.

En las figuras 3.5 y 3.6, y en la tabla 3.5, se puede observar que Lacobacillus
pentosus fue capaz de fermentar la xilosa en presencia de concentraciones de glucosa
superiores a 5 g/L. Estos resultados son mas prometedores que los logrados por Tyree

Figura 3.6. Fermentacion del hidrolizado hemicelulésico y lias blancas
a diferente concentracién (Bustos ef al., 2004d)
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et al. (1990) en su trabajo con Lactobacillus xilosus, el cual no fue capaz de fermentar
la xilosa en presencia de concentraciones de glucosa superiores a 5 g/L, y concentra-
ciones de glucosa de 2 g/l en el medio de fermentacion, lo que sélo permitié metabolizar
29% de la xilosa. Ademas, en el presente trabajo los resultados se alcanzaron trabajan-
do con un medio nutricional de bajo coste, como son las lias de vinificacidn.

Como conclusion en lo referente a la utilizacion de hidrolizados hemiceluldsicos
como fuente de carbono para Lactobacilius pentosus, se puede decir que la poda de
sarmiento de vid es una buena fuente de azucares hemiceluldsicos asimilables por L.
pentosus, incluso en presencia de medios nutricionales de bajo coste como son las
lias de vinificacion.
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Tabla 3.5. Valores cinéticos de las fermentaciones con hidrolizado
hemicelulésico y diferentes medios nutritivos (Bustos er al, 2004d)

S, | s 14,24, 17 Oy | AcH, | AcH,,

@ @ nax PrIAYS PlAcH §
(/L) | (L) | (gl)| (/L) | (g) |(&LH) | (&L)| L) | (g8
Medio general 273 | 04 1.0 16.1 0.56 (0.458 8.3 17.4 0.33

de Lactobacillus
10 g/1. de lia tinta 279 | 124 | 09 9.4 0.55 0242 4.5 57 0.08
20 g/L de lia tinta 279 | 64 1.3 113 | 047 0.303 4.5 6.5 0.09
30 g/L de lia tinta 282 | 76 1.5 13.6 | 0.59 0.355 4.6 7.6 0.15
40 g/L de lia tinta 29.0 | 0.6 1.4 15.0 | 048 0.412 4.6 8.4 0.13
10 g/L de lia blanca 286 | 6.5 1.0 1.5 | 043 0.288 4.7 7.2 0.11
20 g/L de liablanca 282 | 24 1.3 166 | 0.59 0.433 4.6 9.7 0.20
30g/L de liablanca 200 | 0.7 1.5 16.8 | 0.54 0.464 4.6 10.8 0.22
40 g/L de lia blanca 275 | 05 1.8 17.0 | 0.56 0.460 4.9 10.8 0.22

S, . Concentracidén inicial de sustratos (xilosa, glucosa y arabinosa), § = Concentracion final de sustratos

(xilosa, glucosa y arabinosa). L4, = Concentracion inicial de acido lactico {g/L), L4, = Concentracién
méxima de 4cido lactico (g/L). Y, .= Rendimiento en 4cido lactico (g/g). O, i, = Productividad volume-
trica de acido lactico calcuiada a las 33 horas (g/L-h), AcH, = Concentracion inicial de 4cido acético.

AcH, = Concentracion méaxima de acido acético, ¥, = Rendimiento en 4cido acético.
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Transformacion biotecnolégica de los residuos
de camaron de cultivo
Biotechnological Transformation from Cultivated
Shrimp Waste

Sdanchez Machado, D.1.; Lépez Cervantes, J. *; Rios Vazquez, N.J.

Resumen

La finalidad de este trabajo fue evaluar el efecto de la fermentacién lactica de
los residuos de camarén sobre la calidad y rendimiento de la quitina, proteina
y pigmentos obtenidos. Durante la fermentacién lactica fue monitoreado pH y
Acidez Total Titulable (a11). Del fermentado se¢ separaron dos fases: una liqui-
da, utilizada para la extraccion de proteinas y pigmentos, los cuales fueron
recuperados; y una fase sélida, que corresponde a la quitina cruda. Posterior-
mente, el residuo solido fue despigmentado, desproteinizado y desmineralizado.
La calidad de la quitina se determiné en cuanto al contenido de nitrégeno,
cenizas, humedad y proteinas, ademas del color y rendimiento final. Se gbser-
varon diferencias significativas en los parametros de calidad entre las quitinas
obtenidas con y sin fermentacién lactica, pero no para el rendimiento. Por
tanto, la fermentacion lactica permite obtener quitina de excelente calidad para
ser utilizada en el tratamiento de aguas residuales, agricultura, entre otros usos.

Abstract :
The purpose of this research work is to evaluate the effect of the lactic
fermentation of shrimp waste in obtained chitin, protein and pigments® quality

* Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias. Instituto Tecnoldgico de Sonora,
Apartado Postal 541, Ciudad Obregén, Sonora, México. Tel.: +52-644-4 109000 Fax: +52-644-4109001.
e-mail: jlopeze@itson.mx
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and vield. The pH and Titular Total Acidity was monitored during fermentation.
We separated two phases from the final fermentation, one liquid phase was
used for protein extraction and we recovered its pigments, and a solid phase
which corresponds to raw chitin. Subsequently, the wasted solid did not contain
pigment, neither protein and was demineralised as well. We could determine
chitin’s quality according to the amount of nitrogen, ashes, humidity, protein,
final yield, and colour. There were significant differences among the quality
parameters among the obtained chitin with and without lactic fermentation, but
not for its yield. Therefore, lactic fermentation allows obtaining an excellent
quality chitin to be used in waste water, agricultural usage, among others.

Introduccion

n la década de los noventa, se inicia en el noroeste de México una nueva
alternativa para la produccién de camardn: la acuacultura, que ha sido bien
aceptada por pescadores de la regién, quienes preocupados por la disminucion
en la captura del crustaceo de bahia buscan otras alternativas de trabajo, asi como
por inversionistas que han promovido su desarrollo. La industria camaronera en So-
nora es muy productiva, pues ofrecié incrementos anuales de 17%, con una produc-
cion de 40 389 toneladas métricas (TMm) en 2004, de las cuales, 55% corresponde a
produccidn de cultivo (SEMARNAP, 2004).
El camaron (Penaeus sp.) es un crustaceo decapodo, de tamaiio y color variable.
Su cuerpo es algo encorvado y esta dividido en dos partes: cefalotdérax y abdomen,
comercialmente conocidos como cabeza y cola, respectivamente. El cefalotorax
esta cubierto por un caparazén que contiene la cabeza, drganos vitales del animal,
tres pares de patas prensoras y dos caminadoras. El abdomen esta dividido en seis
segmentos, €l ultimo de ellos termina en una punta fina llamada telson (Cafiipa Mora-
les y Duran de Bazia, 1997). Aunque el camaron es excepcionalmente nutritivo (Rui
y Nunes, 2003; Cafiipa Morales y Duran de Bazla, 1997) solamente 55% del animal
es comestible (Armenta Lopez et al., 2002; Cira et al., 2002a); el resto constituye al
cefalotérax. Este residuo es descartado como basura después de la captura del ca-
mardn, convirti€éndose en una fuente de contaminacion y ocasionando serios proble-
mas ecologicos debido a su facil descomposicion. Por tanto, la industria camaronera
se enfrenta a un creciente dilema debido a la reciente imposicion de leyes sobre
contaminacion, que ahora prohiben la disposicion de esta basura en el océano o en [os
sitios destinados como vertederos (Mandeville et al., 1992). El uso practico de esta
basura minimizaria el problema de contaminacion y al mismo tiempo maximizaria las
ganancias del productor acuicola.
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En la busqueda de alternativas para su uso en alimentacién animal, se han inves-
tigado diversos parametros de secado en los residuos de camardn, encontrandose
que el secado solar seguido de trituracion son técnicas econdémicas y de facil realiza-
cién (Kumar y Bandyopadhyay, 1998). Ademas, para la elaboracién de productos
destinados a alimentacién animal, se ha propuesto el proceso de fermentacion con
Lactobacillus plantarum seguido de secado solar, a fin de obtener concentrados
proteinicos que pueden ser incorporados a las dietas acuicolas (Fagbenro y Bello
Olusoji, 1997). Actualmente, la conservacion mediante fermentacidn lactica es una
técnica barata que estabiliza y retiene la calidad nutricional € incrementa ia explota-
cién de este recurso al facilitar la recuperacion de diversos componentes para su
utilizacion como productos comerciables.

En los ultimos afios se ha demostrado que la basura de camaré6n es una excelente
fuente de quitina, la cual se encuentra asociada con proteinas, minerales, lipidos y
pigmentos (No et al., 1989). Todos ellos pueden ser extraidos cuantitativamente y
destinados a diversas aplicaciones biolégicas, tales como alimentos, colorantes y pro-
ductos farmacéuticos (Li ez al., 1992; Rao et al., 2000). Tradicionalmente la quitina se
aisla de la basura de camarén por medio de la desmineralizacion con acido diluido y es
desproteinizada en una solucién bésica caliente, pero estos reactivos causan una parcial
diacetilacion de la quitina e hidrdlisis del polimetro (Lin Teng et al., 2001; Synowieckiy
Al-Khateeb, 2003). Una aiternativa al tratamiento quimico es el uso de enzimas
proteoliticos {Gagné y Simpson, 1993; Chakrabarti, 2002; Gopalakrishnan et af., 2000).
Otros investigadores han reportado que la fermentacién de la basura de camardn con
bacterias acido lacticas disminuye el pH del medio hasta aproximadamente 4, facilitan-
do la hidrolisis de las proteinas asociadas a la quitina (Cira et al., 2002a; Rao ef al.,
2000; Guerrero Legarreta et al., 1996). La basura fermentada forma un ensilaje que
contiene un licor rico en proteinas y quitina insoluble (Nair y Prabhu, 1989). También se
ha estudiado la estabilizacion de los pigmentos, especialmente astaxantina, en ensilados
con bacterias lacticas (Guillou ef al., 1995; Armenta Lopez et al., 2002).

La quitina es un homopolisacarido lineal que se encuentra en el exdesqueleto de
insectos y crustaceos, que consiste en residuos de N-acetilglucosamina con enlaces
B-(1—4). Como los residuos de N-acetilglucosamina estan cargados negativamente,
las fibras de quitina son polianiénicas y pueden formar complejos con varios cationes
(Horton et al., 1993). Este compuesto tiene una variada aplicacion en diferentes
ramas de la medicina, la industria y la biotecnologia (Ramirez ez al., 2000).

Los pigmentos carotenoides que se encuentran en el cefalotérax del camarén
presentan estructuras muy parecidas entre si, y globalmente se conocen como
astaxantinas. Tres estructuras corresponden a los estereoisémeros de la astaxantina
(3D, 3°S astaxantina; 3R, 3’S astaxantina; 3R, 3’R astaxantina) v, la restante, a la
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cantaxantina (Cafipa Morales y Duran de Bazia, 1997). Considerando que las
astaxantinas son los principales carotenoides en muchas especies acuaticas y que no
pueden ser sintetizadas de novo por truchas, salmones y otros animales, es necesario
incluir en su dieta este tipo de pigmentos.

~ Deacuerdo con Gildberg y Stenberg (2001), la basura de camarén contiene 26.5%
de materia seca y cerca de 74% de materia organica (principalmente proteina y
quitina), 0.4% son lipidos y el resto son minerales. De los tejidos proteinicos se ha
obtenido un hidrolizado que puede convertirse en una herramienta valiosa en farma-
cologia o como agente estimulante del crecimiento en alimentacion animal.

El objetivo de este estudio fue establecer la factibilidad de la fermentacion lactica
utilizando un probidtico comercial con el propdsito de darle un valor agregado a la
basura de camaron mediante la extraccién de sus constituyentes principales, tales
como quitina, pigmentos y proteinas.

Material y métodos
Muestras

La basura de camardn (Penaeus sp) cultivada en las granjas acuicolas del sur de
Sonora, México, fue facilitada por la planta procesadora Mar Abierto (Ciudad Obregén,
Sonora, México). Las muestras se almacenaron a -20°C en bolsas de polietileno de
500 g, posteriormente la muestra congelada fue triturada en molino con cedazo de
0.3 cra de diametro interno, y la pasta obtenida se almacené a -20°C en recipientes
de polietileno de 200 g hasta el momento de su utilizacion.

Procedimientos analiticos generales

Los valores de pH fueron medidos usando un potenciémetro digital, y la acidez titulable
(11A) fue determinada con NaOH 0.1 N hasta un pH final de 8.4 expresada como %
de acido lactico (Armenta Lopez et al., 2002). Humedad, determinacidn gravimétrica
mediante secado de la muestra a 105°C hasta peso constante (a0ac, 1995). Cenizas,
método gravimétrico por incineracion de la muestraen un horno mufla a 525°C por 5
horas (aoac, 1995). Las proteinas fueron calculadas multiplicando el contenido de
nitrégeno, determinado por el método Kjeldahl (aoac, 1995) por 6.25. El color fue
medido por medio de un colorimetro (Minolta, modelo CR-300). Todos los analisis se
realizaron por triplicado.
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Cuantificacion de aminodcidos libres

En un matraz volumétrico fueron disueltos 25 mg del liofilizado proteinico obtenido de
la fermentacion en solucidén buffer de boratos; las muestras se sonifican durante 2
minutos para favorecer la disolucién, El contenido de aminoacidos libres en la solu-
cién fue determinado con un equipo HPLC, utilizando una columna de fase reversa y
deteccion por fluorescencia de los derivados obtenidos por reaccién con FMOC (Sanchez
Machado et al., 2003).

Fermentacion ldctica de la basura de camaron

Preparacion del inéculo. Como indculo se utilizé un producto probidtico comer-
cial de células inmovilizadas, el cual se diluye en agua para su activacion (1:10) y es
incubado a 37°C por 5 dias. La densidad 6ptjca final de la suspension de células se
establecid entre 1.7 a 2.0, medidos a una longitud de onda de 535 nm (Guerrero ¢f
al., 1996).

Fermentacién. La fermentacion de 500 g de basura de camaron molido y des-
congelado se realizd en frascos de vidrio de 1 litro cubiertos con papel aluminio a
temperatura controlada (30°C), hasta alcanzar valores de pH 4.5. Para ajustar ¢l pH
inicial de las muestras a 6.0, se realizaron ensayos con diferentes acidos: acido citri-
co 2 M, acido lactico 5 M y dcido acético 5 M. A continuacién se adiciond el probidtico
previamente activado (5% v/p). El pH y acidez titulable total (aTT) se monitorearon
cada 3 horas, tanto en muestras agitadas como sin agitar.

Separacion de las fracciones del ensilado. Las fracciones del producto de la
fermentacion fueron separadas en una centrifuga refrigerada (6 000 rpm, 5°C, 15 min),
identificindose un Jicor y una fraccién insoluble. En la fraccion liquida fueron separa-
das por decantacion dos fases, una acuosa y otra lipidica, las cuales se almacenaron
para la extraccién de proteinas y pigmentos, respectivamente. La fraccion sélida co-
rresponde a la quitina cruda o fresca. El proceso global est4 presentado en la figura 1.

Purificacion de quitina

La secuencia de procesos utilizada para la purificacidn de quitina cruda fue: despig-
mentacion (Cafiipa Morales y Duran de Bazia, 1997; Armenta Lopez et al., 2002),
desproteinizacion enzimatica (Escobedo, 1994), y desmineralizacion (Cafiipa Morales
y Durdn de Bazna, 1997); entre cada una de estas etapas la quitina fue secada 16
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horas a 60°C. Los pigmentos fueron extraidos de la quitina cruda con una mezcla de
solventes constituida de acetona, éter de petroleo y agua (7.5:1.5:1) en una relacion
1:20 muestra a solvente, mediante agitacion (300 rpm) durante 3 horas a temperatura
ambiente; posteriormente el residuo fue lavado con acetona hasta su decoloracion.
Para la desproteinizacion se mezclaron 10 g de muestra despigmentada en 160 ml de
buffer carbonatos (pH 9.5) con 5 ml de solucién de proteasa alcalina comercial
(Takabate 380) preparada para que la relaciéon enzima-proteina en la quitina fuera de
10% (55°C/3 horas/agitacion). Después de enfriar a temperatura ambiente, el resi-
duo fue lavado con agua destilada para remover la proteina hidrolizada. La
desmineralizacion del residuo de quitina se llevo a cabo con HCI 1 N (1:2, muestra:acido)
en agitacidn constante a temperatura ambiente durante 3 horas.

Extraccion de pigmentos

Durante fase lipidica del sobrenadante se le afiadié antioxidante (catecol, 0.02%),
posteriormente fue secada a vacio (40°C/4 horas), y se almacend en atmodsfera de
nitrogeno a 5°C en frascos de vidrio con tapa cubiertos con papel aluminio, para su
caracterizacién posterior.

Extraccion del hidrolizado proteinico

De acuerdo a la figura 1, el hidrolizado proteinico de la basura de camaron corres-
ponde a la fase acuosa obtenida después de la centrifugacion en condiciones de
refrigeracidn. El licor tomado de la centrifugacién fue congelado y liofilizado (-40°C/
presion inferior a 133x10° mBar) para obtener un producto homogéneo en polvo que
permitiera el ficil manejo de la muestra. El polvo liofilizado fue almacenado en bolsas
de plastico herméticas y protegidas de la luz dentro de un desecador.

Resultados y discusién
Optimizacion de la fermentacion lactica de la basura de camaron

Ajuste del pH inicial de la basura de camarén

Debido a la protediisis y liberacion de amonio se produce un incremento del pH du-
rante las primeras horas de la fermentacién (Rao et al., 2000). Con el objetivo de
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Figura 1. Proceso global del aprovechamiento integral
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estudiar el perfil de variacion del pH, la fermentacién de la basura de camarén se
realiz6 utilizando una cantidad fija del probidtico activado (5%) .y como fuente de
carbono aziicar comercial (10%). El pH inicial fue ajustado a 6.0 por adicion de
diversos acidos (lactico, acético o citrico). En la figuras 2 y 3 se muestra la tendencia
del pH y atT, respectivamente, durante la fermentacién en funcién del acido utilizado
para el ajuste de pH. Se observé que los fermentados obtenidos con los diversos
acidos diferian en caracteristicas fisicas, tales como granulosidad, color y viscosidad.
Al no existir diferencia significativa para la reduccion de pH entre los tres acidos
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co debido a que es un producto de calidad comercial de facil adquisicion.
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Figura 2, Tendencias de! pH durante la fermentacion de la basura
de camarén con diferentes acidos. ® Acido acético SM,
B Acido lactico SM y A icido citrico 2ZM

7.5

6.5 .
pH

55

Tiempo (hr)

Figura 3. Tendencias de la acidez total titulable (ATT) durante
la fermentacién de la basura de camarén. ® Acido acético 5M,
B dcido lactico 5SM y 4 Acide citrico 2M
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Seleccion de la fuente de carbono

La fermentacion se realizé utilizando una cantidad tija del probidtico activado (5%)y
diferentes fuentes de carbono (sacarosa, glucosa comercial al 40%, y jarabe de maiz)
a una cantidad fija (10%). El pH inicial fue ajustado a 6.0 por adicion de 4cido citrico
2 M. En latabla | se muestra [a tendencia del pH y arT durante la fermentacion para
cada una de las fuentes de carbono. En presencia de sacarosa, ¢l pH fue de 4.6 en 24
horas, lo cual se ha reportado como deseable para evitar la descomposicion det dese-
cho y mantener la calidad de sus componentes (Cira et al., 2002b); los valores de ATT
reflejan el pH. La basura de camarén fue exitosamente fermentada con el inoculo
utilizado y al final del proceso el ensilado present6 color anaranjado intenso debido a
la estabilizacién del pigmento astaxantina, lo que facilita su recuperacién (Armenta
Lopez et al., 2002).

Composicion de los productos de la fermentacion

Al centrifugar el fermentado se pudieron separar tres fases. Es decir, un residuo solido
y una fraccion liquida constituida de una fraccidn acuosa y otra lipidica. En la figura
4 se muestra la proporcion recuperada de cada fase en base humeda. Con la

Tabla 1. Valores promedio de pH y acidez total titulable (aTT1)
durante la fermentacion Jactica de cabeza de camarén
con diferentes fuentes de carbono

Tiempo de Fuentes de carbono
SJermentacion| Jarabe de glucosa Sacarosa Jarabe de maiz
(horas) pH ATT (%) pH | ar(%) | pH | 411 (%)
0 728 0.198 7.30 0204 724 0.198
24 4.80 2418 4.61 3012 5.58 207
48 452 3234 433 4368 4.76 2.838
72 448 3624 4.19 468" 4.76 3.006
9 447 3816 420 4.670 482 3288
120 4.60 3.762 432 4.369 503 3168
144 4.70 3.798 437 4.301 5025 3.096
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centrifugacion se favorece la recuperacion de la mayoria de las proteinas y de los
pigmentos contenidos en la fraccion liquida, quedando un residuo sélido constituido
principalmente de quitina cruda con escaso contenido de proteinas y pigmentos, lo
cual facilita los procesos posteriores de purificacion. Al obtener cerca de 36% de
residuo s6lido para ser procesado y separar la quitina, se obtienen beneficios econd-
micos y ambientales, puesto que la cantidad de reactivos quimicos utilizados en los
tratamientos de purificacion se ven reducidos considerablemente debido a la menor
cantidad de material a procesar.

Figura 4. Proporcion recuperada de cada fase obtenida de la fermentacién

Sobrenadante, 3%

Residuo, 36%

Licor, 6%%

Evaluacion de la quitina

El residuo solido obtenido del fermentado constituye 1a quitina cruda, la cual es
despigmentada, desproteinizada enzimaticamente y desmineralizada con el objetivo
de obtener quitina pura. Los parametros de calidad evaluados en la quitina purificada
fueron: proteina, 6.1%; cenizas, 0.4%; humedad, 7.0%. El contenido residual de pro-
teinas y cenizas en la quitina obtenida indican que estos eventos ocurren en forma
paralela durante la fermentacidn. De acuerdo a Cira ef al. (2002a), el 4cido lactico
producido durante la fermentacion reacciona con el carbonato y fosfato de calcio
presentes en Ja basura de camarén provocando una desmineralizacion del residuo
que se hace visible por la liberacion de CO,. Ademas, la desproteinizacién de los
residuos ha sido reportada por varios autores como consecuencia de la aplicacién
de bacterias lacticas (Cira ef al., 2002a) o de diversos procesos enzimaticos
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(Chakrabarti, 2002). En general, 1a fermentacion lactica facilita la desmineralizacién
y desproteinizacién de la quitina (Guerrero ef al., 1996). Otra caracteristica que revela
la calidad de la quitina se ve reflejada en €l color de la misma, el cual es blanco nécar;
esto se debe a la despigmentacion que se lleva a acabo durante la fermentacion.

Extraccidon de pigmentos

De acuerdo con Guerrero ef al. (1996), las condiciones reductoras obtenidas por la
acidificacion del medio son posiblemente el motivo de la estabilizacién de la estructu-
ra del pigmento durante la fermentacidn lactica; ademas se facilita su liberacion del
exoesqueleto, lo cual permite que la astaxantina sea mas disponible para su extrac-
cidn por solventes. El ensilado obtenido de la fermentacidn fue centrifugado en con-
diciones de refrigeracion, y debido a ello se separ6 una fraccion de lipidos, la cual fue
recuperada por decantacion, para realizar posteriormente ensayos con solventes (éter
de petréleo:acetona:agua, 15:75:10) con el fin de realizar estudios futuros que permitan
evaluar su pureza por cromatografia de alta resolucién (HPLC). Segin Gilberg y Stenberg
(2001), gran parte de la astaxantina puede ser aislada de esta gran fraccion. También
la astaxantina puede ser aislada del residuo de quitina fresca mediante el empleo de
enzimas comerciales que promueven la separacion del pigmento y la proteina.

Analisis de aminodcidos

En los analisis por HpLc de las muestras de concentrado proteinico liofilizado se iden-
tificaron 16 aminoacidos libres. Las muestras analizadas exhiben un esquema muy
similar de aminoacidos esenciales y no esenciales. De acuerdo a su abundancia rela-
tiva los aminoacidos predominantes fueron: alanina y glicina, que en total constituyen
25%; el de menor abundancia fue la metionina, con 3.1 por ciento.

Conclusion
El proceso de fermentacion lactica utilizado para la biotransformacion de 1a basura
de camardn produce resultados muy deseables: se utiliza un probidtico comercial

como tnéculo que permite obtener quitina, un concentrado proteinico y una pasta de
pigmentos, sin recurrir a la utilizacién de agentes quimicos agresivos con el medio
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ambiente, fo que permite que esta técnica sea una opcion facil y econémica de dar un
valor agregado a los residuos generados por la industria acuicola del camarén.
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Evaluacion biolégica del efecto de extractos
polifenélicos de Quercus resinosa
sobre células transformadas
Biological Evaluation of the Effect of Poliphenolic Extracts
of Quercus Resinosa on Transformed Cells

Rocha Guzmdn, N.E.'; Gonzdlez Laredo, R F.!; Gallegos Infante, J A.';
Lares Assef, 1.2, Coria, M.!; Qchoa Martinez, A.'; Seade Bechelani, M.G'.

Resumen

Durango es un estado forestal por excelencia, sin embargo, existen plantas que
no son aprovechadas industrialmente pero si empiricamente, como las de tipo
medicinal; ejemplo de lo anterior son las hojas de Quercus resinosa. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar el efecto de exiractos polifenélicos de Quercus
resinosa (roble resinoso) sobre células transformadas. Asi, se determind el
contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante; se realizé una caracte-
rizacion parcial mediante cromatografia en capa fina bidimensional y se realiza-
ron ensayos bioldgicos sobre céluias transformadas Hel.a. Como estandares
se emplearon acido gilico, epigalocatequina y catequina. Los resultados se
analizaron con ANDEVA a una p<0.05. Los extractos polifendlicos presentaron
una actividad prooxidante a 5000 y 500 pg/mL, y una actividad antioxidante en
aumento a 50 y 5 ug/mL en funcién del tiempo. Se enconird efecto citotéxico
hacia células HeLa en los ensayos de proliferacién celular a diferentes concen-
traciones.

!Instituto Tecnoldgico de Durango, Departamento de Ingenieria Quimica y Bioquimica, posgrado en
Ingenieria Bioquimica. Bivd. Felipe Pescador 1830 ote., col. Nueva Vizcaya, C.P. 34080, Durango, México.
2 cupir-teN, Unidad Durango.
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Abstract

Durango, Mexico, has important forestry resources that are not always totaily
exploited. Such is the case of Quercus resinosa leaves which according to
traditional medicine shows anticancer benefits. In this study polyphenolic
extracts from Quercus resinosa leaves and their activity on transformed cells
(HeLa) were evaluated. Total phenols content and antioxidant activity {pppH*
method) were measured. Active extracts were characterized partially by two-
dimensional thin layer chromatography. As standards gallic acid, epigalocatechin
and catechin were used. Extracts at 5000 and 500 pg/mL showed prooxidant
activity, while at 50 and 5 ug/mL showed increasing antioxidant activity with
time. Citotoxic effects were detected in HeLa proliferation cells assays at
different concentrations.

Introduccion

as plantas medicinales han sido empleadas en México desde tiempos ancestrales

por curanderos (Guzmén Maldonado y Paredes Lépez, 1998). De hecho, Mé-

xico posee una rica tradicién en el empleo de plantas medicinales entre sus
variadas practicas curativas tradicionales o populares.

Las principales etapas para aprovechar los principios activos de las plantas me-
dicinales incluyen la recoleccién, identificacidon botanica y secado de material; la
preparacidén y andlisis de extractos crudos por cromatografia de capa fina y de
papel; el estudio biolégico y farmacoldgico de extractos crudos y la separacion
cromatografica, donde cada fraccion obtenida es sometida a bioensayos, entre otras
etapas, que incluyen la purificacién y la caracterizacion de los extractos (Hamburger
y Hostettmann, 1991). Estas etapas son consideradas como obligatorias y necesa-
rias para la purificacion de compuestos fitoquimicos con potencial benéfico para la
salud a partir de fuentes bioldgicas.

Los polifenoles son considerados como fitoquimicos. Estos compuestos son un
conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la caracteristica de poseer en su
estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones hidroxilicas (Hernandez
y Prieto, 1999). Los polifenoles, al exhibir una gama de cualidades benéficas para la
salud, pueden incluirse entre los productos de origen natural con aplicaciones valiosas
en la medicina tradicional (Guzman Maldonado y Paredes Lopez, 1998).

Los polifenoles causan una gran variedad de efectos bioldgicos en numerosos
sistemas de células de mamifero, tanto in vitro como in vivo. Poseen propiedades
antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, antimutagénicas, antialergénicas,
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antivirales, antiasmaticas y anticarcinogénicas (Hollman y Katan, 1997; Saura-Calixto,
1998; Middleton, 1998; De Bruyne ez al., 1999; Yildirim et al., 2000; Chao et al.,
2000; Steele et al., 2000; Pellegrini ez al., 2000; Monti ef al., 2001; Cartron et al.,
2001; Kinjo ef al., 2002; Chu et al., 2002; Hong et al., 2002, Pérez, 2003; Ma et al.,
2003; D’Alessandro ef al., 2003), las cuales estan siendo ampliamente explotadas
por la industria alimenticia.

El término polifenoles vegetales es sindnimo de taninos. Mabry y Markham (1970)
dividen los extractos fendlicos en taninos hidrolizables y taninos condensables. Los
taninos son compuestos polifendlicos, mas o menos complejos, de origen vegetal,
masa molecular relativamente elevada y sabor astringente; conocidos y empleados
desde hace muchos siglos por su propiedad para curtir pieles, es decir, convertir la
piel en cuero. Esto se debe a su capacidad para unirse a macromoléculas como
hidratos de carbono y proteinas (Haslam, 1989). Los taninos vegetales y los com-
puestos fenélicos solubles tienen un peso molecular entre 500 y 3000 Da. Estos
polifenoles tienen un nimero grande de grupos hidroxilo y otros grupos funcionales
(1 a 2 por 100 Da) capaces de formar enlaces con proteinas, metales y otras ma-
cromoléculas (Bate-Smith, 1975); y debido a estas caracteristicas son ampliamente
conocidos como agentes antioxidantes.

En 1998 el Consejo de la Nutricién del Instituto de Medicina (Academia Nacional
de Ciencias, Estados Unidos), definid al antioxidante dietario como una sustancia que
disminuye significativamente los efectos adversos de las especies reactivas de oxige-
no, de las reactivas de nitrégeno o ambas, sobre las funciones fisioldgicas normales
en humanos (Wildman, 2001). Uno de los principales grupos de polifenoles dietarios
son los flavonoides, [os cuales comprenden catequinas y flavonoles en primer lugar
(Naasani ef al., 2003).

La actividad antioxidante de los polifenoles causa gran interés, y ha sido objeto de
un sinniimero de estudios; este efecto se debe a que en su estructura quimica contie-
nen un numero variable de grupos hidroxilo fenélicos, los cuales estabilizan radicales
libres por varios mecanismos: atrapamiento directo de radicales, desrregularizacion
de produccion de radicales, eliminacion de precursores de radicales, quelacién de
metales, inhibicion de enzimas, elevacion de antioxidantes endogenos, etcétera (Huang
y Ferraro, 1992; Moure ef al., 2000; Yildirim ef al., 2000; Duh et al., 2001; Lai et al.,
2001; Yokozawa et al., 2002; Kumazawa ef al.; 2002; Pérez, 2003; Ganguly, 2003;
Lee ef al., 2004). Por ello, desempeiian un papel esencial en la proteccién frente a
fenémenos de dafio oxidativo y presentan efectos terapéuticos en cancer.

Actualmente existe un gran interés sobre las plantas medicinales y, en especial,
sobre sus compuestos polifendlicos, los cuales presentan una actividad antioxidante
'y anticarcinogénica. Existen muchas plantas medicinales, atin no estudiadas quimica-
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mente, que son usadas en algunas poblaciones como medicina tradicional para el
manejo terapéutico de las enfermedades; Quercus resinosa es una de ellas. Por eso
resulta interesante la investigacion de sus extractos polifendlicos, con el fin de detec-
tar si existe algin efecto sobre células transformadas lo que permite considerarlo
como una fuente natural importante en |a industria quimico-farmacéutica para la
creacidn de nuevos farmacos con aplicacidon quimioprotectora. De ahi el interés en
este estudio por evaluar el efecto de extractos polifendlicos de Quercus resinosa
sobre células transformadas.

Materiales y métodos

Material biolégico: cultivos de células HeLa derivadas de un carcinoma epidermoide
de cérvix donadas por el doctor Fikrat Abdullaev Jafarova, jefe de Laboratorio de
Oncologia Experimental, Instituto Nacional de Pediatria (LOE-INP).

Material de prueba: hojas de Quercus resinosa, fueron recolectadas en el
km 10 de la carretera Mezquitai-Charcos, en el estado de Durango. Se prepar6
una muestra botantca y se deposité en el Herbario cupir, del cupir, Unidad
Durango, del Instituto Politécnico Nacional, con el nimero 6682, identificandose
como Quercus resinosa Liebm. Se realizd una caracterizacion fisica de las hojas de
Quercus resinosd.

Obtencion de extractos crudos: las hojas se sometieron a un secado a tempera-
tura ambiente durante 30 dias; posteriormente se molieron en una procesadora de
alimentos (marca Moulinex, 460 w) por espacio de 1.5 minutos en cada carga. La
harina se sometio a extracciones sucesivas con soluciones acuosas de acetona (70%),
metanol (50%) y agua en una agitadora New Brunswick (modelo G-53 08618, Edson)
por 24 horas, 70 rpm y a temperatura ambiente. Los extractos fueron concentrados
en rotaevaporador (Biichi R-200/250) a 60-90 rpm, y una temperatura de 44-48°C.
Posteriomente, los extractos seleccionados fueron liofilizados {Labconco, modelo
77510) y almacenados a -20°C hasta su uso.

Evaluacion quimica de los extractos polifendlicos de Quercus resinosa: Se
realizaron andlisis cuantitative y cualitativo en extractos polifendlicos de Quercus
resinosa probando un rango de concentraciones de 5-5000 pg/ml. mediante 1a deter-
minacion del contenido de fenoles totales en una concentracion (150 pg/mL) por la
técnica de Folin y Ciocalteu, citado por Waterman y Mole (1994). Se determind la
actividad atrapadora de radicales libres por el método de 2,2-difenil- 1-picrilhidracilo
(pppH) (Brand-Williams ef al., ]995; Pekkarinen, 1999). Se evalud 1a inhibicién de la
oxidacion lipidica por el método del tiocianato férrico en sistema de acido linoléico
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segin Sanchez- Moreno (1999). Se realizé 1a deteccion de la presencia de flavonoides
y taninos hidrolizables en los extractos crudos por cromatografia en capa fina con
soporte de celulosa en dos dimensiones con fer-butanol-acido acético-agua (TBa 3:1:1)
y 4cido acético acuoso (HOAc 6%) (Markham, 1982; Karchesy ef al., 1989).

Evaluacion bioldgica de los extractos polifendlicos de Quercus resinosa: en
placas de 124 pozos se sembro una densidad de 5000 células/mL en Medio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) marca Gibco, suplementado con 5% de suero de
ternera (sT) marca Hyclone y antibiéticos. Se incubaron en una atmosfera humidificada
de CO, durante 48 horas, tiempo suficiente para que los cultivos entraran en la fase de
proliferacidn. Trascurrido este tiempo, se aplicaron los tratamientos, empleando con-
centraciones de 0.5, 5, 50, 500 y 5000 pug/mL en medio libre de suero (MLS), se incubd
durante 2 horas; posteriormente se lavaron los cultivos y se volvid a adicionar DMEM
suplementado con 5% de st, incubando durante 48 horas adicionales antes de evaluar
el nimero de células al final del experimento. Se utilizaron como controles positivos el
acido galico y la epigalocatequina-3-galato (EGCG) y como control negativo mLS.

Andlisis estadistico: el analisis estadistico se realizd mediante un disefio factorial
con aleatorizacion restringida. Cada corrida experimental se efectud por duplicado.
Los resultados fueron analizados mediante un analisis de varianza de una sola via
{anova) y la comparacion de medias mediante 1a prueba de Tukey (p <0.05) utilizan-
do el paquete estadistico de Stastistica para Windows, version 4.3.

Resultados y discusion

La tabla 1 muestra las caracteristicas de las hojas de Quercus resinosa, en donde se
observa la diferencia que existe entre las caracteristicas fisicas entre las hojas jove-
nes (Qrj) y maduras (Qrm) de arboles de Quercus resinosa; sin embargo, en lo
referente a las dimensiones (largo y ancho), los datos coinciden con lo que indica
Garcia (1989). Las hojas de Qrf, mostraron un color verde palido en la cara superior,
mientras que en el envés las caracteristicas observadas fueron la presencia de
vellosidades rojas y una textura fibrosa. En lo referente a las hojas de Qrm la carac-
teristica principal observada fue un color verde lustroso en la cara superior con las
mismas caracteristicas en el envés que las mostradas por las hojas jovenes.

Al evaluar los rendimientos obtenidos al extraer con la solucidn acuosa de acetona
al 70%, se encontrd que ésta fue mas eficiente que la empleada con el solvente alcoho-
lico para la extraccion de compuestos fendlicos, dado que es mas selectiva e inhibe la
interaccion tanino-carbohidrato y tanino-proteina por el efecto de la polaridad del sol-
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vente sobre dichos compuestos, como lo indican Karchesy ef al., (1989). La tabla 2
muestra los rendimientos obtenidos tanto para Orj (16.05%) como para Qrm (17.95%).

En lo referente a la extraccion con metanol al 50%, se presume que en ésta se
obtienen principalmente glicésidos de flavonoides y 4cidos fendlicos, como lo indica
Waterman y Mole (1994), sin embargo, hay que considerar que con este tipo de
extraccion se arrastran compuestos adicionales, como clorofilas, proteinas, carbohi-
dratos y compuestos polares afines al metanol, los cuales pueden formar complejos
con polifenoles o formar parte de su estructura, causando interferencia en el momen-
to de su evaluacion (Harborne ef al., 1975). En este caso, al tratarse de una extrac-
cidon sucesiva en la cual, el metanol al 50% es el segundo solvente utilizado, la presencia
de una alta concentracion de agliconas se puede descartar. Los rendimientos obser-
vados para la extraccidén con metanol fue de 8.51% para hojas de QOrj y 9.35%, para
hojas de Qrm. En lo referente a la extraccion con agua, los rendimientos obtenidos
fueron muy bajos. Es posible que los glicésidos de flavonoides y las agliconas mas
polares como flavonas hidroxiladas, flavonoles, biflavonoles, auronas y chalconas son
extraidas con la acetona y el alcohol, de acuerdo a Markham (1982).

La determinacion de fenoles totales, tanto en Quercus resinosa joven o maduro
(figura 1), no refleja diferencia significativa empleando como solventes acetona al
70% o agua, mientras que los valores de fenoles totales obtenidos empleando metanol
al 50% son significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05). Esta diferencia se atribu-
ye al amplio espectro que el metanol acuoso presenta al arrastrar tanto polifenoles de
bajo y medio peso molecular, como proteinas, carbohidratos y otros compuestos afi-
nes, aunado a que algunas sustancias son susceptibles de ser oxidadas por el reactivo
de folin para la prueba de fenoles totales y contribuir al contenido fendlico total apa-
rente, como ¢s el caso del acido ascorbico (vitamina C) (Kdahkonen et al., 1999).
Waterman y Mole (1994) mencionan que a pesar de ser un método simple, ¢] método
de Folin-Ciocalteau, tiene limitaciones, ya que varios grupos de fenoles responden de
diferente forma al reactivo de Folin-Ciocalteau usado en la prueba experimental.

Tabla 1. Caracterizacién de las hojas de Quercus resinosa

Hoja Peso Peso | Longitud | Ancho Caracteristicas
fresco seco cm cm

Orf? 3435 3.386 192 12.9 Cara superior: 1°Envés: 2¢, 3¢

Orm® 3974 3.854 214 143 Cara superior: 4°Envés: 2¢, 3¢

a: Estado joven.
b: Estado maduro.
c: ). Verde palido; 2. Vellosidades rojas; 3. Fibrosa; 4. Lustrosa verde.
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Tabla 2. Rendimientos de extraccion

Muestra Extracio Extracto Extracto
Acetona al 70% | Metanolal 50% | Agua
% % %
Oy 16.05 8.51 119
Ormt® 17.95 935 082

a: Estado joven.
b: Estado maduro.

Figura 1. Contenido de fenoles totales en extractos crudos de polifenoles.
Qrj (Quercus resinosa joven). Qrm (Quercus resinosa maduro),
Cada punto representa el promedio de dos experimentos realizados
por duplicado (Tukey, p<0.05)
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Al evaluar el porcentaje de la capacidad atrapadora de radicales libres, para la
concentraciéon de 5 pg/mlL del extracto de QOrj, tanto para el experimento 1y 2 plan-
teados en el disefio experimental, resulté similar (figura 2), mientras que el porcentaje

MUESTRA-SOLVENTE

encontrado en QJrm fue similar para acetona al 70% y agua, pero diferente para el

metanol al 50%. En el caso de la concentracion de 50 pg/mL, tanto para Orj como

para Orm fue similar en los solventes de acetona al 70% y agua en ambos experi-
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mentos; sin embargo, para el solvente de metanol al 50% ambos extractos mostraron
diferencias entre el experimento 1 y el experimento 2.

Cabe mencionar que a una concentracion de 50 mg/mL, el extracto de Qrm obte-
nido con acetona y Qrm obtenido con metanol en el experimento 2 mostraron una
tendencia prooxidante; en el experimento 1 el Qrm obtenido con acetona mostréd
dicha actividad mientras que el extracto de Qrm obtenido con metanol mostré una
actividad antioxidante. Lo anterior nos indica la posible presencia de compuestos de
origen no polifendlico que influye en la variacion de estos resultados.

De acuerdo con la literatura sobre el tema, la glicosilacion de los polifenoles le
confiere a los flavonoides mayor solubilidad y una menor reactividad hacia radicales
libres (Urquiaga y Leighton, 1999).

Otro mecanismo que podria afectar los resultados de los extractos obtenidos con
metanol al 50%, es el relacionado con los compuestos fendlicos, que pueden
interaccionar con proteinas y polisacaridos presentes, provocando la aparicion de
coloides de alto peso molecular, las cuales permanecen en suspension ocasionando

Figura 2. Capacidad atrapadora de radicales libre a un tiempo
de 30 minutos. Cada punto representa el promedio de dos experimentos
realizados por duplicado (Tukey, p < 0.05)
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que la solucion se torne turbia, lo que da lugar a una dispersién de la luz hasta que
precipitan los compuestos (Gonzalez San José ef al., 2001).

Para las concentraciones de 500 y 5000 pg/mL tanto de Qrf como de Qrm, se
observé una actividad prooxidante; debido, posiblemente, a que se esta utilizando una
concentracion alta o se esta dando una autoxidacion ocasionada por la presencia en
la muestra de iones metalicos, como el fierro o el cobre, incluso de tocoferoles (Yurtas
et al., 2000). La eccc a § y 50 pg/mL presentd una actividad antioxidante, y a 500
como a 5000 pg/mL una actividad prooxidante (figura 3). El acido géalico mostrd una
actividad prooxidante a concentraciones de 5-5000 pg/mL. Comparando tos dos tipos
de Quercus se observo que el Orm presenté mas actividad antioxidante, en compara-
¢ion con el Q).

En 1995, Brand Williams et al. hicieron estudios sobre el comportamiento de
ciertos compuestos polifenélicos y el ppH, encontrando que hay tres tipos de com-
portamiento: primero, un comportamiento rapido donde los compuestos reaccionan
rapidamente con el pPPH alcanzando su estado estacionario estable en menos de un
minuto. El segundo tipo de comportamiento es intermedio, donde el estado estable
se alcanza aproximadamente entre los S y 30 minutos. Y por @ltimo, el comporta-
miento lento, donde e! estado estable se alcanza de 1 a 6 horas, pasando por un
comportamiento hiperbdlico. De acuerdo a estos comportamientos, los extractos

Figura 3. Actividad atrapadora de radicales libres (CARL)
para estindares de epigalocatequina galato y dcido gilico. Cada punto
representa el promedio de dos experimentos realizados por duplicado
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polifendlicos de Quercus resinosa (figura 4) tendrian un comportamiento lento, ya
que a partir de 45 mininutos a 1 hora, presenta el comportamiento estable en la
concentracion de 50 pg/mL y en la concentracion de 5 pg/mL a los 90 minutos
todavia no alcanzaba el estado estable para ambos tipos de Quercus. En relacion
con el estandar del acido galico utilizado en el experimento Brand Williams et al.
(1995), demuestra que tiene un comportamiento lento, pero en la figura 3 este
comportamiento no se observg, posiblemente porque se esté produciendo prooxida-
cién por la alta concentracion de dicho acido, sin embargo la EGCG si presenta este
comportamiento lento.

De acuerdo a estos resultados y buscando una actividad antioxidante, se presume
que la dosis recomendada se encuentra por debajo de 5 pg/ml de extracto de Orm o
Qrj, con acetona pues el o los compuestos que probablemente tienen el mayor efecto
antioxidante, se obtienen en esta fraccion.

Se encontr6 que existe una correlacion entre el contenido de fenoles totales para
una concentracion de 5y 50 pug/mL determinado por el método de Folin-Ciocalteu y la
actividad antioxidante determinada por el método del pepH. Esta misma correlacién
ha sido demostrada por Skrede y Wrolstad (2002).

El objetivo del estudio de la actividad antioxidante de los extractos polifenolicos de
Quercus resinosa fue de tipo exploratorio, es decir, resultaba importante determinar
si los extractos crudos de polifenoles del Quercus resinosa indicaban alguna activi-

Figura 4. Actividad atrapadora de radicales libres de extractos
polifenélicos de Quercus resinosa obtenidos con acetona al 70%
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dad antioxidante. Es por ello que se desarrollaron dos métodos, uno de tipo hidrosoluble
y otro de tipo liposoluble, con el fin de saber qué tan alta o baja actividad antioxidante
se presentaba; dichos métodos fueron el de prpH y el del tiocianato férrico (datos no
mostrados).

Se encontrdé que a concentraciones de 5-5000 pg/mL los extractos presentaron
una actividad antioxidante/prooxidante, sin embargo estos dos métodos no permiten
elucidar completamente un mecanismo de accion. Por tanto, el siguiente paso seria
aplicar otros métodos de actividad antioxidante para encontrar el posible mecanismo
de accidn de los tipos de flavonoides involucrados en los extractos polifenolicos del
Quercus resinosa.

El cuadro 3 muestra los resultados de los Rf y los colores de las manchas de las
muestras en ¢l solvente del sistema orgdnico ter-butanol-acido acético-agua (TBA); al
ser revelada de forma no destructiva con uv, el Orf acetona presenté manchas a un
Rf=0.36x0.01 violeta oscuro a 254 nm y a un Rf = 1£0 rojo a 365 nm, en tanto que
en el revelado de forma destructiva con vainillina se apreciaron unas manchas a un
Rf = 0.65£0 amarillo y a un Rf = 10 verde. Para rm acetona se presentaron
manchas similares tanto para uv a 254 nm y vainillina-sct, sin embargo no se detectd
mancha en uv a 254 nm. Para O/ metano] se presentaron manchas con un Rf =
0.36x0.01 violeta oscuro a 254 nm y a un Rf = 10 rojo en 365 nm; reveladas de
forma destructiva con vainillina-HcL se apreciaron manchas a un Rf = 0.65+0 amari-
llo. Para Orm metanol presentd tnicamente una mancha con un Rf = 0.353% violeta
oscuro en uv a 254 nm. Para los extractos Orf agua y Qrm agua no se detectd
ninguna mancha en ambos revelados.

El cuadro 4 nos muestra los resultados de los Rf y los colores de las manchas de
las muestras en el solvente del sistema acuoso acido acético al 6%, al ser revelada
con UV el Orj acetona presentd manchas a Rf = 0.71£0.02 y Rf = 140 violeta oscuro,
a 254 nmy aun Rf=0.71%0.02 violeta oscuro, y aun Rf =10 amarillo en 365 nm. En
el revelado con vainillina-HCL se apreciaron manchas a un Rf = 0.440.01 rojo. Estas
misma manchas se presentaron en Qrm acetona, Orj metanol y Orm metanol tanto
para uv a 254 nm.y 365 nm asi como para ¢l revelado con vainillina-HcL. Para los
extractos O/ agua y Orm agua no se detecté ninguna mancha en ambos revelados.

De acuerdo con la interpretacion del color de las manchas y su ubicacién en los
cromatofolios propuesto por Markham (1982), en tBa (fase lipidica), en los extractos
de Orj y Orm, tanto en acetona como en metanol, posiblemente existan grupos de
flavonas y flavonoles, 7-O-digicosidos y 3-O-mono y diglicésidos, y digicésidos,
catequina, epicatequina y agliconas de flavononas y flavonoles. Dicho perfit se con-
firma en ¢l sistema hidrofilico (HoAc).
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Tabla 3. Valores de R y color de las manchas
utilizando TBA como fase mévil

Fase movil tea (3:1:1)
Vainillina HeL uv 254 nm uv 365 nm
Muestra Rf Color Rf Color Rf | Color
Orjacetona | 0.65+01+0 | AmarilloVerde | 036001 | Violetaoscuro | 1+0 | Rojo
QOrm acetona 10 Verde 0.36+0.01 | Violeta oscuro ND
QOrjmetanol | 0.65+0.02 Amarillo 0.36+00! | Violetaoscuro | 10 | Rojo
QOrm metanol ND 0.36:0.01 | Violeta oscuro ND
QOrjagua ND ND ND
Orm agua ND ND ND

ND = No detectado,

Se corrié como control el estandar de catequina, la cual produce una mancha en
TBA a un R = 0.64+0.01 rojo; el mismo Rf y color se presentaron en las muestras de
Quercus, por lo que se puede presumir Ja existencia de este tipo de flavonoide auna-
do al hecho de que se ha reportado que las catequinas presentan una coloracién roja
o rojo-violeta inmediatamente al ser reveladas con Vainillina-rcL, presentandose di-
cho efecto en las muestras (Markham, 1982).

Es importante tomar en cuenta la relacion adsorbente-solvente para el tipo de
flavonoide que se busca. La deteccion de la presencia de flavonoides en los extractos
crudos se realizé en placas de celulosa como adsorbente y se utilizo la combinacion
de los solventes TBa/ HOAc 15%, ya que son ideales para la separacion de glicosidos
y agliconas polares de flavonoides (Karchesy e al., 1989).

Recapitulando, se observd que los extractos polifendlicos de Orj y Orm mues-
tran actividad antioxidante, siendo mayor en Jos extractos obtenidos con acetona al
70%, posiblemente por la caracteristica quimica de los taninos hidrolizables. Sin
embargo, los extractos con metanol y agua también mostraron caracteristicas qui-
micas interesantes, en las cuales no se puede concluir que los efectos observados
se deban a la accion de los polifencles, ya que estos solventes arrastran otros tipos
de compuestos.
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Tabla 4. Valores de R,y color de las manchas
utilizando HOAc¢ 6% como fase moévil

Fase mévil HOAc 6%
Vainillina HeL uv 254 nm Uy 365 nm
Muestra
Rf Color Rf Color Rf Color
Qrj acetona | 0.44+0.01| Rojo [0.7120.021+0 | Violeta [0.71+0.021%0 | Violeta oscuro
oScuro Amarillo
Qrm acetona (0.44+0.01( Rojo [0.71£0.021x0 | Violeta [0.71£0.021£0 | Violeta oscuro
oscuro Amarillo
Orj metanol |0.44+0.01| Rojo |0.71+0.021=0 [ Violeta | 0.71£0.021+0 | Violeta oscuro
0SCuro Amarillo
Orm metanol |0.44£0.01| Rojo |0.71+0.021+0 | Violeta | 0.71£0.021+0 | Violeta oscuro
oscuro Amarillo
QOrf agua ND ND ND
Qrm agua ND ND ND

ND = No detectado.

Al evaluar el efecto de los extractos crudos sobre la proliferacién de células HeLa
se observo un cambio en la morfologia de las ¢élulas, las cuales tomaron una forma
compacta y redondeada, indicativo de dafio celular.

La destruccion de células en las concentraciones de 500 y 5000 pg/mL se presen-
t6 en el momento de agregar las muestras de dichas concentraciones al cultivo celu-
lar. En los ensayos en donde se evaluaron las concentraciones de 0.5, 5 y 50 ug/mL,
la destruccidn de las células y los cambios observados en éstas, se presentaron des-
pués de dos horas del tratamiento.

Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento proporcionado a las células para su
recuperacion, se observé que la mayoria formaba cimulos de células muertas y des-
pegadas de la caja Petri, independientemente de las concentraciones y del tipo de
Quercus utilizado (figura 5).

Las células que se mantenian adheridas a la caja presentaban una morfologia
redondeada y no guardaban unidn una célula con otra, lo que no se presentaba en el
control negativo, el cual mantenia un crecimiento normal de la monocapa. En los
estandares utilizados, de 4cido galico y epigalocatequinagalato, se observé una des-
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Figura 5. Efecto de los extractos de Quercus resinosa en las células HeLa

truccién de las células en las concentraciones de 50, 500 y 5000 pug/mL. Al agregar
los tratamientos a los cultivos, a las concentraciones de 0.5 y 5 pg/mL, se observo la
destruccion de las células al transcurrir las dos horas después de aplicar las muestras
al cultivo. Algunas células lograron sobrevivir a los tratamientos pero mostraron cam-
bios en sumorfologia (figura 6) al igual que en las muestras tratadas con extractos de
Quercus resinosa a las mismas concentraciones.

Después de pasar 48 horas de recuperacion de las células se observd un efecto
citotoxico para todas las concentraciones (0.5-5000 pg/mL), tanto en los tratamientos

. con Quercus como con los estandares.

Sin embargo, este efecto es importante, ya que se esta trabajando con extractos
crudos y con concentractones que aun siendo pequefias provocan un efecto prooxi-
dante en las células.

Conclusiones

Las hojas de Quercus resinosa presentaron un contenido importante de taninos con
actividad antioxidante/prooxidante, asi como un efecto citotoxico en células HeLa a
un rango de concentracion de 0.5-5000 pg/mL.
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Figura 6. Efecto del control negativo y del control positive en la morfologia
de las células HeLa. (A) Efecto del control negative, oMem libre de suero
y antibioticos. (B) Efecto al momento de agregar la EGCG a 5 ppm.
(C) Efecto de la EccG a 5 ppm después de 2 horas de tratamiento

s

Los extractos polifendlicos de Quercus resinosa maduro presenta una mayor
actividad antioxidante/prooxidante que los extractos polifendlicos de Quercus resinosa
Jjoven, lo que sugiere que el estado de madurez influye en dicha actividad.
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Produccion de xilitol en hidrolizados de paja
de sorgo detoxificados utilizando Candida parapsilosis
Xylitol Production in Detoxified Hydrolysates
of Sorghum Straw by Candida Parapsilosis

Sepiifveda-Huerta, E. *; Herrera Guajardo, A. *;
Ramirez de Ledn, J. A.*; Vazquez Vizquez, M. *

Resumen

En este trabajo se ha estudiado la produccién biotecnolégica de xilitol por
Candida parapsilosis en hidrolizados de paja de sorgo. Los hidrelizados se
concentraron hasta tener 60 g/L de xilosa. Después se detoxificaron con car-
bdn activado, se neutralizaron y se suplementaron con nutrientes (extracto de
levadura, 6 g/L; extracto de malta, 6 g/L; peptona, 5 g/L) para realizar las
fermentaciones. Con fines comparativos se realizaron también fermentaciones
con xilosa comercial. Los resultados muestran que los hidrolizados de paja de
sorgo permiten obtener xilitol aunque con una productividad menor que la xilosa
comercial, seguramente debido a la presencia de sustancias inhibidoras del
crecimiento microbiano. Las fermentaciones realizadas en los hidrolizados mos-
traron una productividad de xilitol de 0.118 g/Lh, un rendimiento en xilitol de
0.27 g/g y un rendimiento en biomasa de 0.12 g/g, lo que demuestra que esta
aplicacion es viable para la paja de sorgo.

Abstract
In this work, the biotechnological production of xylitol by Candida parapsilesis
on hydrolysates of sorghum straw was studied. The hydrolysates were

*Departamento de Ciencia y Tecnologia, Unidad Académica Multidisciplinaria Reynosa Aztlan,
Universidad Autonoma de Tamaulipas. Calle 16 y Lago de Chapala, s/n, col. Aztlan, Ciudad Reynosa,
Tamaulipas, México. 88740. Teléfono: (899)-921-3340. E-mail: amesire@hotmail .com
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concentrated up to 60 g xylose/L. Then, they was detoxified using activated
charcoal, neutralized and supplemented with nutrients (yeast exiract, 6 g/L;
malt extrat, 6 g/L; peptone, 5 g/L) to perform fermentations. With comparative
purposes, fermentations with commercial xylose were also performed. The
results showed that xylitol is obtained although the productivity is lower than
using commercial xylose, maybe due to the presence of microbial growth
inhibitors. The fermentations performed in hydrolysates showed a xylito!
productivity of 0.118 g/Lh, a xylitol yield of 0.27 g/g and a biomass yield of
0.12 g/g, showing that it is feasible this application for the sorghum straw.

Introduccion

fabricacion de papel y de cartdén corrugado. Entre los procesos alternativos

para su aprovechamiento destacan los que se basan en la obtencion de solu-
ciones de azlcares y su posterior transformacion biotecnol6gica a una gran variedad
de productos de alto valor agregado, como por ¢jemplo ¢l xilito] (Barrera Guillén,
2002; Téllez Luis et al., 2002a, b).

La composicion lignoceluldsica de la paja de sorgo es: celulosa 35.09 + 0.76%;
hemicelulosa 23.96 + 0.70% (del cual el xilano es 19.16 + 0.56%); lignina de Klason
25.41 £ 0.60% (Téllez Luis ef al., 2002a, b). La fraccion de hemicelulosa se puede
separar facilmente por medio de una hidrélisis acida donde se obtienen azificares
fermentables, principalmente xilosa, que se puede utilizar como medio de fermenta-
cioén para producir xilitol (Canilha er al., 2003).

El xilitol es un edulcorante valioso con caracteristicas anticarcinogénicas que puede
ser un buen sustituto para el azlicar convencional. Este edulcorante previene tanto la
osteoporosis como la formacién de acidos que atacan el esmalte dental y puede sustituir
a los antibidticos en el tratamiento de la otitis media aguda. Por todas estas ventajas, el
xilitol ha llamado la atencion de la industria alimentaria (Canilha e al., 2003).

Q ctualmente la principal aplicacion industrial del material lignoceluldsicoes la

Material y métodos
Preparacion de hidrolizado de paja de sorgo

La paja de sorgo fue molida, tamizada y seleccionada con un tamafio de particula
menor a 0.5 mm. Se determiné el contenido de humedad para la preparacién de los
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hidrolizados con el fin de ajustar la cantidad de agua a la que se adicionaron para la
preparacion de los hidrolizados. Se sometié a una hidrélisis dcida con acido sulfirico
en una concentracion de 2%, temperatura de autoclave de 122°C y tiempe 1 hora. La
relacidn solido/ liquido fue de 1/10. Después se filtré para obtener un liquido com-
puesto principalmente por xilosa, manosa, galactosa, glucosa, asi como acido acético
y furfural (Téllez Luis, 2001).

Reactivacion y mantenimiento de la cepa

Se utilizé ta levadura Cdndida parapsilosis nrrL Y-2315, proporcionada en forma
liofilizada por National Center for Agricultural Utilization Research, Agricultural
Research Service, usp (Peoria, lilinois, EU). Para su activacion, la cepa fue transfe-
rida en condiciones asépticas a matraces con un medio liquido que contenia 10 g/L de
xilosa, 5 g/L de peptona y 3 g/L de extracto de levadura. Se incub6 a 26°C y 125 rpm
por 48 horas. Posteriormente fue transferida a placas petri que contenian el mismo
medio liguido ademas de 20 g/L de agar. La levadura fue sembrada en estrias e
incubada a 26°C y se transfirié de forma periddica a placas petri con medio nuevo
para su mantenimiento. La levadura fue también sembrada en placas petri contenien-
do hidrolizado de paja de sorgo neutralizado e hidrolizado neutralizado, y clarificado
con carbon activado para adaptarla al medio.

Preparacion del inéculo

Para los estudios de fermentacién en aziicares comerciales se prepard un indculo en
matraces de 250 ml con 100 ml de medio de cultivo sintético, junto con una composi-
cién de 60 g/L de xilosa, 5 g/L de peptona, 6 g/L de extracto de levadura y 6 g/L. de
extracto de malta. Se tomd una colonia de la levadura de una placa petri utilizando un
asa microbiolégica y se transfirié al matraz. Fue incubado por 48 horas a 26°C a
125 rpm en un agitador orbital Innova 4900 (New Brunswick Scientific, Edison, NJ,
EU) con control de temperatura y agitacién. Para los estudios de fermentacién en
medios basados en hidrolizados de paja de sorgo se procedi6 de forma similar, omi-
tiendo la adicidn de xilosa.
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Medios de cuitivo basados en hidrolizado de paja de sorgo

Los hidrolizados de paja de sorgo se prepararon de acuerdo a las condiciones citadas
en la literatura sobre el tema (Téllez-Luis, 2001). Una vez preparados los hidrolizados
se filtraron y concentraron en un rotavapor hasta alcanzar una concentracion de 60
g/L de xilosa. Se ajust el pH a un valor de | con carbonato de calcio (CaCO,). Se
pesaron 100 g de hidrolizado con pH 1 en una balanza analitica y se colocaron en un
matraz para adicionaries carbén activado para su detoxificacién.

El proceso de detoxificacion se realizé en un agitador orbital Innova 4900, tempera-
tura 45°C, agitacion 150 rpm, tiempo 30 minutos y una carga de carbén de 1/50 g/g. E]
carbdn activado fue separado del liquido fiitrando con una bomba de vacio a través
de un papel filtro Whatman nam. 2.

El pH se ajusto a 6.5-7, con carbonato de calcio (CaCO,) y el sulfato cilcico
producido durante la neutralizacion fue eliminado por filtracion del liquido con una
bomba de vacio y ua filtro de papel Whatman nm. 2. Una vez neutralizado y clarifi-
cado el hidrolizado, se tomaron alicuotas de 100 mL que se colocaron en matraces de
250 mL y se adicionaron los nutrientes (peptona 5 g/L, extracto de levadura 6 g/L y
extracto de malta 6 g/L). Posteriormente se esterilizaron para realizar el estudio
correspondiente con la cepa, inoculando cada matraz con 9ml de inéculo. Los matraces
se incubaron a 26°C a 126 rpm en un agitador orbital Innova 4900 (New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, EU) con control de temperatura y agitacion: se analizaron
cada 24 horas durante un total de 144 horas.

Determinacion de biomasa

Se tomaron 9 mL del medio del in6culo y se colocaron en el medio en donde se desarro-
116 la fermentacién; se tomé una muestra de 3 mL para determinar la concentracion
inicial de biomasa, posteriormente se tomaron muestras cada 24 horas del mismo ma-
traz para observar el crecimiento de la biomasa y la concentracién de xilitol. Se deter-
mind la biomasa por peso seco, pesando 3 m! de cada matraz de estudio y colocandolo
en un tubo de ensayo previamente pesado. Se centrifugd en una centrifuga refrigerada
a 3 000 rpm durante 15 minutos a 21°C. Al sobrenadante se le determiné su composi-
cidn por HPLC. La biomasa se lavé 3 veces con agua destilada para eliminar los restos
del medio, y en cada lavado la biomasa fue homogeneizada y centrifugada. Al término
del tercer lavado se elimino el agua destilada y se coloc en una estufa para llevarlo a
peso constante. Después de 24 horas, los tubos se pasaron a un desecador para conser-
varlos a temperatura ambiente y determinar el peso final.
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Determinacion de monosacdridos, dcidos organicos
y etanol por HPLC

Al sobrenadante de la determinacion de biomasa se le analizé su composicion por
cromatografia liquida de alta resolucién (HpLc, Hewlett Packard, serie 1100, con una
columna de intercambio idnico para separacidn de polisacaridos y acidos organicos,
Transgenomic ICSepICE-ION-300 y detector de indice de Refraccién). El eluyente
utilizado fue acido sulftrico 0.005 N (0.145 mL/L) con un flujo de 0.4 mL/min; la
temperatura de la columna fue de 45°C y el volumen de inyeccion fue de 10 ul. Los
resultados se compararon contra un estindar de azicares comerciales de concentra-
cion conocida (1 g/L).

Determinacion de furfural por espectrofotometria UV-Vis
La determinacion de furfural se realizé en un espectrofotometro Shimadzu UV-1601
a 280 nm. El espectro de absorcién en el UV-visible del furfural se muestra en la

figura 1, donde se observa un méaximo de absorcion a los 280 nm. Esta longitud de
onda fue seleccionada para analizar el contenido en furfural de los hidrolizados.

Figura 1. Espectro de absorcion UV-Vis del furfural
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Resultados y discusion

La tabla | muestra los resultados de la fermentacion en medios con xilosa comer-
cial. Se observa cémo, a partir de 56.81 g/L. de xilosa, se obtienen 38.3 g de xilitol/L.
La productividad media P fue 0.266 g/L h; el rendimiento en producto ¥, de 0.65 g/g
y el rendimiento en biomasa Yx/s, de 0.17 g/g. Comparativamente, los resultados
obtenidos en hidrolizados de paja de sorgo fueron ligeramente inferiores, como se
muestra en Ja tabla 2. La productividad en xilitol disminuy6 a 0.118 g/Lh, el rendi-
miento en xilitol a 0.27 g/g y el rendimiento en biomasa a 0.12 g/g. La disminucioén,
tanto del rendimiento en biomasa como del producto, sugiere que el crecimiento de
la levadura Candida parapsilosis necesita mas energia de mantenimiento en los
hidrolizados que en el medio sintético; esto podria deberse a la presencia de algu-
nos compuestos toéxicos para el microorganismo. Un efecto similar se ha compro-
bado en estudios realizados con Candida guillermondii en hidrolizados de paja de
arroz, donde la productividad fue 47% mas baja que en medios sintéticos (Mussatto
y Roberto, 2004).

En estudios anteriores sobre produccién de xilitol con hidrolizados de paja de sor-
£0 sin un proceso optimizado de clarificacion, se han reportado concentraciones de
xtlitol de 5.3 g/L, por lo que los resultados mostrados en el presente trabajo se encon-
traron satisfactorios. Esto permite considerar como viable la produccién de xilitol a
partir de hidrolizados de paja de sorgo (Barrera Guillén, 2002).

Tabla 1. Resultados de la cinética de crecimiento de Candida parapsilosis
en medios sintéticos conteniendo xilosa comercial

Tiempo (h) | Biomasa (/L) | Xilosa (g/L) | Xilitol (g/1)
0 0.88+0.12 56.81+2.34 . 1.33+0.13

24 2.87+0.11 52.5620.78 4.54+0.19

48 426+0.04 40.44+1.19 13.7120.41

T2 5344020 25.0440.07 2535+028

9% 6.69+0.29 847+0.26 34.65+0.46

120 9.09+020 0.20:0.03 40.26x1.77

144 10.69+0.50 0.30+0.21 38.32+0.44
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Tabla 2. Resultados de la cinética de crecimiento de Candida
parapsilosis crecida en medios hidrolizados de paja de sorgo
con el tratamiento de detoxificaciéon

Tiempo (k)| Biomasa (g/L) | Xilosa (g/L) | Xilito! (g/L)

0 527+1.48 55244313 2.44+0.20
24 8.51+1.35 48.92+1.14 3.08:0.08
48 6.05+0.28 37.08x£0.56 6.52+0.16
2 6.2940.11 28.1721036 10.00+0.30
% 7.30£0.09 18.35+0.22 13.79+0.59

120 8.84:0.91 3.76+0.06 16.36+0.55
144 11.70£024 1.81+0.05 17.01=0.26

Conclusiones

Se ha mejorado la obtencidn de xilitol por medio de Candida parapsilosis en
hidrolizados clarificados por el procedimiento propuesto, obteniéndose concentra-
ciones de 17 g/L de xilitol, con una productividad en xilitol de 0.118 g/LL h y un
rendimiento de 0.27 g/g. Sin embargo, necesitan nuevos tratamientos de los hidrolizados
para conseguir mayores productividades de xilitol.
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Estudio de la eliminacién de inhibidores
microbianos en hidrolizados de bagazo de caiia
y de la produccion de xilitol por Candida parapsilosis
en medios de xilosa comercial en presencia
de elevadas concentraciones de sales
Study of the Microbial Inhibitor Removal in Hydrolysates of
Cane Bagasse and the Production of Xylitol by Candida
parapsilosis in Commercial Xylose Media in Presence
of High Concentration of Salts

Rodriguez Durdn, N.A.""; Ramirez de Ledn, J.A.'; Vizquez Vdzguez, M2

Resumen

El bagazo de caiia de azicar, subproducto del proceso de produccion de saca-
rosa, €s un material muy abundante, de bajo costo y considerado como dese-
cho. El xilitol, aditivo alimentario de alto costo, puede ser sintetizado por
levaduras a partir de xilosa, por lo que es factible su produccién a partir de
bagazo de cafia. Los licores ricos en xilosa, obtenidos por hidrélisis 4cida de
BCA a altas temperaturas, contienen inhibidores, lo que hace necesaria una
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etapa de destoxificacion previa a su utilizacién como medio de fermentacién. El
objetivo de este estudio fue optimizar la etapa de destoxificacion para utilizar el
HBC como un sustrato para la produccién de xilitol. El hidrolizado obtenido
empleando Acido fosférico al 2% a 121°C durante 60 minutos y concentrado a
53.5 g xilosa/ L, fue tratado con carbén activado (3.3, 2.5, 2%), tiempo de trata-
miento (20, 40, 60 min) y pH inicial (1, 3 y 5) para estudiar el efecto sobre el
porcentaje de eliminacion de furfural (rRF) a 45°C y 150 rpm. Las condiciones
optimas en las que ¢l valor de rF fue de 99.95% fueron: pH 3.8, 58.4 minutos y
3.3% de carbdn activado, obteniéndose licores con 48.3,3.6, 6.9y 3.9 g/L de
xilosa, glucosa, arabinosa y écido acético, respectivamente. Otro objetivo fue
estudiar el efecto de sales de fosfato sobre el rendimiento en producto (Y ), €l
rendimiento en biomasa (Y, ) y la productividad (Q,) en medios de xilosa co-
mercial inoculados con Candida parapsilosis. El experimento consistié en cua-
tro medios preparados a partir de soluciones de 0, 2, 4 y 6% de H,PO,
neutralizadas con Xon 5 molar hasta pH 5, conteniendo cada uno de ellos 45, 5,
6 y 6 g /L. de xilosa comercial, peptona, extracto de malta y extracto de levadura,
respectivamente, incubando a 26°C y 126 rpm durante 144 horas, las muestras
fueron tomadas cada 24 horas. Los resultados obtenidos indican que el sz’ el
Y, Y la O, son afectados por la concentracion de sales disueltas en el medio,
siendo mayores los valores calculados (0.26 +/- 0.01, 0.23 +/- 0.02 y 0.067 +/-
0.002, respectivamente) en el tratamiento que no las contenia. Se confirmé la
posibilidad del xoH como alcali.

Abstract

Sugar Cane Bagasse, a by-product of the sucrose production, is a material of
low-cost considered a waste when is in excess. The xylitol, food additive of
high value, can be synthesized by yeasts starting from xylose, for what is feasible
its production starting from scs. The rich liquors in xylose, obtained by
hydrolysis with dilute acids from scs at high temperatores, contain inhibitors
that which makes necessary a step of detoxification to can use them like
fermentation media. The objective of this study was to optimize the
detoxification step to use scB hydrolyzates as substrate for production of xylitol.
The hydrolyzate, obtained using 2% of phosphoric acid at 121°C during 60
min and concentrated at 53.5 g xylose/L, was treated with activated charcoal
(3.3, 2.5, 2%), treatment time (20, 40, 60 min) and initial pH (1, 3 and 5) to study
the effect on the percent of furfural elimination (re) at 45°C and 150 rpm. The
optimal parameters for detoxification (99.95% re) in this study were pH 3.8, 58.4
min and 3.3% of activated charcoal, obtaining liquors with 48.3,3.6,6.9 and 3.9
g/L. of xylose, glucose, arabinose and acetic acid, respectively. A second objective
was to study the effect of phosphate salts on the product yield (Y,,), the
biomass yield (Y, ) and the productivity (Q,) in media with commercial xylose
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inoculated with Candida parapsilosis. The experiment consisted on four me-
dia starting from solutions of 0, 2, 4 and 6% of H,PO, neutralized with kou 5 M
until pH 5, containing each one of them 45, 5, 6 and 6 g /L of commercial xylose,
peptone, malt extract and extract yeast, respectively. They were incubating at
26°C and 126 rpm during 144 h. The samples were taken every 24 hours. The
obtained results indicate thatthe Y ., the Y |  and the Q , were affected by the
concentration of salts dissolved in the media, being higher the calculated values
(0.26+/-0.01,0.23+/-0.02 and 0.067 +/ - 0.002, respectively) in the treatment
that didn’t contain them. It was confirmed the possibility of the use of KoH like
alkali.

Introduccion

| bagazo de cafia es un subproducto del proceso de produccién de sacarosa

que se emplea para la fabricacion de tableros, alimento para ganado y como

combustible en los mismos ingenios (James y Chen, 1999). La utilizacién de
los excedentes de este material en la produccion biotecnoldgica de aditivos lo con-
vierte en un sustrato barato y ademas abundante, ya que en Tamaulipas existe una
elevada produccion de cafia de azucar.

Se han realizado estudios en los que al tratar al bagazo de cafia con 4cidos diluidos
y elevadas temperaturas, se produce la hidrélisis de la hemicelulosa que contiene,
obteniéndose licores ricos en xilosa, arabinosa, glucosa, dcido acético y furfural. Es-
tos dos ditimos actian como inhibidores del crecimiento microbiano.

Por ser xilosa el carbohidrato en mayor concentracion, se pensé en emplear estos
hidrolizados como medio de cultivo para Candida parapsilosis (NRRL Y-2315) ya
que esta levadura sintetiza xilitol a partir de este azticar. El xilitol es un edulcorante
cotizado por tener unas propiedades muy particulares, como son las de un dulzor
similar al de la sacarosa pero con las ventajas de provocar una sensacion de frescu-
ra; la posibilidad de ser consumido por diabéticos; asi como regular y disminuir la
placa dentobacteriana, no participar en la reaccion de Maillard, lo que le permite ser
empleado en la elaboracién de alimentos que no requieran esta caracteristica, ade-
mas de utilizarse en farmacos y pastas dentrificas, entre otros (Cubero et al., 2002).

Al concentrar estos licores, ademas de los aziicares también se concentran los
mhibidores, lo cual es un problema que se puede solucionar optimizando la etapa de
detoxificacion, por lo que en el presente estudio se decidié experimentar sobre este
proceso.

Otro aspecto a tratar en este trabajo de investigacion es el del alcali que se va a
emplear en la neutralizacion; para ello se emplearon medios de xilosa comercial con
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elevadas concentraciones de sales de fosfato inoculados con C. parapsilosis, pre-
tendiendo determinar cual es la tolerancia del microorganismo.

Materiales y métodos

Hidrolizado de Bagazo de Caiia (HBc)

El bagazo se obtuvo de la molienda de caiia de azicar de diferentes variedades y fue
proporcionado por el [ngenio Mante, ¢l cual se encuentra localizado en el municipio
de Mante, Tamaulipas, México. El bagazo de cafia, deshidratado y molido, fue
hidrolizado con H,PO, al 2% a 121°C durante 60 minutos y concentrado en un equipo
rotavapor hasta perder tres cuartas partes del liquido (Gamez, 2003).

Detoxificacion del hidrolizado de bagazo de caita

Tres niveles de pH (1, 3 y 5), tiempo (20, 40 y 60 minutos) y carga (1 g de carbon
activado/ 50, 40 v 30 g de hidrolizado) fueron probados en HBC de 53 g de xilosa/L
(véase tabla 1). El alcali empleado fue el CaCO,. Masas de 100g de HBC fueron
colocados en matraces de 250 ml de capacidad, a 150 rpm y 45°C en una incubadora
marca Innova 4900 New Brunswick Scientific (Edison, Nueva Jersey, EU). En estas
condiciones fue adicionado el carbdn activado en el nivel de carga correspondiente y
se procedi6 a una filtracién al vacio, Muestras para analizar concentracion de xilosa,
glucosa, arabinosa, acido acético (por cromatografia de liquidos de alta eficacia con
detector de Indice de Refraccion) y furfural (por espectrofotometria a 280 nm) fue-
“ron tomadas antes y después de la adicion de carbdn activado.

Reactivacion y mantenimiento de la cepa

La cepa lioftlizada de Candida parapsilosis NRRL Y-2315 fue empleada en los pre-
sentes estudios; ésta fue proporcionada por ¢l United States Departament of Agricu!-
tura Northern Nacional Research Laboratory, en Peoria, I1.., EU. Este microorganismo
fue inoculado en un medio con un contenido de 10 g de xilosa comercial/L, 5 g de
peptona/L y 3 g de extracto de levadura/L; fue mantenido en agar, en un tubo inclina-
do conteniendo un medio con los mismos componentes y concentraciones que lo
previamente descrito mas 20 g de agar/L. Los microorganismos que crecieron en
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este medio fueron transferidos a un medio compuesto por 60 g de xilosa comercial/L,
5 g de peptona/L, 6 g de extracto de malta/L, 6 g de extracto de levadura/L., con un
pH de 6 e incubado a 126 rpm y 26°C; estas condiciones de crecimiento son las
descritas en un estudio realizado por Ramirez et al. (2003). El equipo empleado fue la
incubadora antes mencionada; a las 144 horas de incubacion le fue adicionado en
condiciones asépticas 20% de glicerol y se mantuvo congelado.

Preparacion del inoculo

El indculo fue preparado a partir del medio congelado antes mencionado; 25 ml de
este medio fueron tomados con pipeta estéril en condiciones asépticas y adicionados a
250 ml de medio de pH 5 y un contenido de 15 g de xilosa comercial/l., 5 g de pep-
tona/L, 6 g de extracto de levadura/L, 6 g de extracto de malta/L, 5 g de KH,PO /L,
2 g de NH HSO,/L. Este medio fue incubado a 126 rpm y 26°C durante 144 horas.
La adlCIOI] de KH PO,y NH,HSO, se hizo con base en nutrientes empleados por
Furlan ef al. (2001)

Preparacion de medios de cultivo

Los medios fueron preparados a partir de soluciones de 100 ml al 0, 2, 4 y 6% de
H,PO,; éstas fueron neutralizadas con una solucion de koH § molar hasta un pH de 5,
de acuerdo con lo mostrado en la tabla 3. Fueron medidos el volumen gastado de
alcaliy el volumen final de la solucién. Todos los tratamientos se realizaron por dupli-
cado y tuvieron un mismo contenido de los siguientes nutrientes: 45 g de xilosa co-
mercial/L, 5 g de peptona/L, 6 g de extracto de malta/L, 6 g de extracto de levadura/L.
A éstos les fueron adicionados 10 ml del indculo correspondiente, por cada 100 ml de
medio. Las condiciones de incubacion fueron 26°C, 126 rpm durante 144 horas, para
lo cual se utilizd el equipo antes empleado. Se tomaron dos muestras de cada matraz
cada 24 horas desde las 0 hasta las 144 horas para ser analizado su contenido de
xilosa, xilitol y btomasa.

Andlisis estadistico

Los programas empleados fueron Excel y Statgraphics, version 4.0. En el estudio de
eliminacion de inhibidores del crecimiento microbiano en HBC ricos en xilosa se realizd
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un analisis multifactorial fraccionado con tendencia centrada. Se realizd un andlisis
de varianza unifactorial en el estudio del efecto de la presencia de sales de fosfato
sobre e! rendimiento en producto, rendimiento en biomasa y productividad en medios
de xilosa comercial.

Resultados y discusion

Las variables manejadas experimentalmente son las fijas y las independientes; las
obtenidas como resultado son las dependientes (tabla 1). Lo obtenido experimental-
mente se muestra en la tabla 2.

En el analisis multifactorial fraccionado se emplea el siguiente modelo esta-
distico:

Y=a+bX +cX, + dXs T eX X, X, + gX X+ h XX, + XX, + XA,

Donde: X = pH; X,= tiempo; y X,= carga. Los coeficientes de determinacion
entre lo estimado con el modelo estadistico y fo obtenido experimentalmente, se mues-
tran en la tabla 3, los cuales nos indican que el modelo es adecuado para las variables
dependientes Y, y Y. En la figura 1 se pueden observar los factores estadisticamente
significativos para estas dos variables dependientes.

Empleando el disefio de superficie de respuesta en Statgraphics se realizé una
optimizacion del proceso fijando la respuesta en un punto maximo de porcentaje de
Eliminacion de Furfural (EF), estimando de esta manera la combinacion de variables
operacionales que nos daran este valor de respuesta. Lo obtenido en esta optimiza-
cion se muestra en latabla 4, en la que también se incluye la concentracién en g/ L de
todas las variables dependientes y el porcentaje de recuperacidén. Esto se pudo calcu-
lar ya que se tomaron muestras antes y después de la etapa de detoxificacién, lo cua!
nos muestra que a pH 3.8, 58.4 minutos y 3.3% de carbén activado, se recupera
90.38% de xilosa y una concentracion de 0.0033 g/ L de furfural, lo cual hace al ubc
tratado en estas condiciones un medio adecuado para el crecimiento de microorga-
nismos, ya que la concentracidn de furfural se encuentra por debajo de lo reportado
como toxico (0.03-0.05%).

Por otra parte, para conocer la tolerancia de la levadura Candida parapsilosis
para crecer y producir xilitol en presencia de sales de fosfato, se decidié emplear
como medio de cultivo soluciones de 0, 2, 4 y 6% de acido fosforico neutralizadas
hasta pH 5 con hidréxido de potasio S molar (tabla 8) con una concentracién similar
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de nutrientes y condiciones de incubacion para observar Gnicamente el efecto de la
concentracion de sales en el medio sobre el rendimiento en producto, rendimiento en
biomasa, productividad, consumo de xilosa, produccion de xilitol y formacién de biomasa,
los resultados se muestran en la tabla 6. Para determinar si el efecto es estadisticamente
significativo, se realizd un analists de varianza (ANOva, por sus siglas en ingiés), el cual
result6 positivo para todas las mediciones antes mencionadas, ya que el valor P fue

menor a 0.05 en todos los casos (tabla 7).

Tabla 1. Variables empleadas en el estudio de optimizacion del proceso
de detoxificacién de hidrolizados de bagazo de cafia de azicar ricos en xilosa

Variables fijadas Valores Unidades
Temperatura de tratamiento 45 °C

Volumen de cada experimento 100 ml

Xilosa inicial 53 g/l

Agitacion durante el tratamiento con el carb6n 150 rpm

Variables independientes dimensionales Nomenclatura | Unidades | Rango
PH inicial pH 1-5
Tiempo tratamiento carbén activo t min 20-60
Carga de carbon C *afo 1/50-1/30
Variables independientes adimensionales | Nomenclatura | Definicion | Rango
PH inicial X, (pH-3)/2 -lal
Tiempo tratamiento carbon activo X, (t-40)/20 -lal
Carga de carbdn X, (C-40)/-10 -lal
Variables dependientes Nomenclatura | Unidades
Concentracion de xilosa después del tratamiento Y, g/l

Concentracion de glucosa después Y, g/L

del tratamiento

Concentracién de arabinosa después Y, g/L

del tratamiento '

Porcentaje de Eliminacién de Acido Acético Y, %

después del tratamiento (EAa)

Porcentaje de Eliminacion de Furfural Y, Yo

después del tratamiento (ea)

* g de carb6n activado por g de hidrolizado
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Tabla 2. Condiciones untilizadas y resultados obtenidos en el estudio
de optimizacion del proceso de detoxificacion de hidrolizados de bagazo
de caiia de aziicar ricos en xilosa

Fariable independiente
Variable dependiente
Experimento | Dimensionales Adimensionales
pH | t C X, | X |4 Y, Y, Y, Y, Y;
1 3 [20 | 1/50 00 -1 ]1-11529)| 44| 68 | 1570 ( 90.3
2 1 |20 | t/40 | -i -1 0 | 468 43| 6.1 1.71 | 91.9
3 5 120 | 1/40 1 -1 0| 508 41| 64 242 | 95.6
4 3120 |1/30 0 | -1 1 | 479 39| 6.1 | 26.62 ) 98.6
5 1 |40 | 1/50 | -1 0| -1 | 476 | 44| 6.2 4.62 | 88.3
6 5 |40 | 1/50 1 0| -1 500 41| 6.7 332 | 924
7, 3 |40 [ 1/40 0 0 0 53| 43| 638 7.07 | 95.4
7, 3 (40 | 1/40 0 0 0| 508 42| 6.6 | 19.46 | 95.2
7, 3 |40 | 1/40 0 0 0| 518 43| 6.9 927 | 95.0
8 1 |40 | 1/30 | -1 0 I | 465 43| 6.2 | 11.27 | 96.6
9 5 |40 | /30 \ 0 1 506 | 40| 6.8 7.61 | 99.9
10 3 |60 | 1/50 0 1 | -1 | 493 [ 40] 65| 14.18 [ 914
11 1 (60 | 1/40 | -1 1 0| 476 | 44| 63 6.03 | 91.9
12 5 [ 60 | 1/40 1 1 0 | 483 ) 39| 6.6 486 | 973
13 3 (60 11/30 0 1 ] 502 | 34| 6.6 | 30.64 | 99.2
14 3 |40 | 1/30 0 0 I 520 | 38 ([ 69 | 1936 | 989

Tabla 3. Parametros estadisticos de correlacion entre lo estimado

por el modelo estadistico y lo obtenido experimentalmente

Variable dependiente R? R? gjustada
Y, (Xilosa) 0.9237 0.8093
Y, (Glucosa) 0.8091 0.5227
Y, (Arabinosa) 0.8583 0.6458
Y, (EAA) 0.8821 0.7053
Y, (EF) 0.9977 0.9943
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Figura 1. Diagramas de Pareto que muestran los factores
o interacciones que tienen una significacion mayor de 95%
a) sobre lo obtenido de PEF y &) sobre xilosa

a) Diagrama de Pareto para %EF
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b) Diagrama de Pareto para XILOSA

Efecto estandarizado

Tabla 4. Valores, porcentaje de recuperacion y concentracion residual
de las variables dependientes estimados por el modelo estadistico
en las condiciones de valor de rEF mantenido en 100

Variables Codificadas No codificadas Valor % Recu- | Concentra-
dependientes | X, | X, | X, |pH| t C estimado | perado | cion (g/L)
YI (Xilosa) 0.40 | 092 | 099 | 3.8 | 58.4 | 1/30.1 | * 48.38 90.38 418.38
Y, (Glucosa) 0401092 1099 |38 (584 ] 1/30.1| *3.60 76.92 3.60
Y,(Arabinosa) | 0.40 [ 0.92 | 0.99 | 3.8 | 584 ( 1/30.] * 690 97.60 6.90
Y, (EAA) 0401092 1099 | 3.8 | 584 | 1/30.1 25.01% 74.99 3.90
Y, (EF) 040092 1099 | 3.8 | 584 1/30.1 99.95% 0.50 0.0033
/L.
Tabla 5. Tratamientos realizados
Inicial Final gde
Tratamiento | %H PO mi KOH 5M KH PO/L
| Volumen (mi)| pH Volumer (mi) pH estimado
Control 0 100 5.02 0.00 100.00 5.02 0.0
TI 2 100 1.49 825 108.25 5.01 51.8
T2 4 100 1.13 15.85 115.85 5.02 93.0
T3 6 100 1.00 23.55 123.55 507 129.6
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Tabla 6. Promedios de los resultados obtenidos en cada tratamiento
(+/- desviacion estandar)

Tratamiento Yo Y, Q. Xilosa Xilitol Biomasa
consumida | producido | formada
Control 0.26+/-0.01 | 0.23+/-0.02 | 0.067+/-0.002 | 32.38+/-3.11 | 8:51+/-0.45 | 7.69+/-0.14
Tt 0.21+/-0.01 | 0.19+/-0.03 | 0.040+/-0.010 | 22.98+/-4.79 | 5.10+/-1.54 | 4.33+/-0.12
T2 0.06+/-0.02 | 0.17+/-0.05 | 0.010+/-0.001 | 16.02+/-5.26 | 1.09+/-0.51 | 2.51+/-0.14
T3 0.02+/-0.00 | 0.14+/-0.04 | 0.005+/-0.000 | 12.3+/-4.06 | 0.32+/-0.19 | 1.63+/-0.01

Tabla 7. Valor-P obtenido de ANOVA para rendimiento en producto

Fuente Relacion-F | Valor-P
Rendimiento en producto 128.410 0.000
Rendimiento en biomasa 3.830 0.039
Productividad 106.520 0.000
Xilosa consumida 16210 0.000
Xilitol producido 63.000 0.000
Biomasa formada 1964.420 0.000

En la figura 2a se muestra claramente ¢l efecto de la concentracién de sales
presentes; éste fue més drastico en cuanto al rendimiento en producto y productivi-
dad; ademas, descendieron los valores conforme se aumentd el nivel de sal. La
concentracion maxima de xilosa consumida fue de 32.38 (+/-3.11) g/L transformén-
dose a solamente 8.51 (+/-0.45). Estos valores se obtuvieron en el control (tabla 6,
figura 2).

De los medios que contenian sat de fosfato, el T| fue el que tuvo un mayor por-
centaje de rendimiento en producto, rendimiento en biomasa, productividad, consu-
mo de xilosa, produccion de xilitol y formacion de biomasa, considerando lo obtenido
en el control como 100% (tabla 8). Pero debe hacerse notar que el rendimiento en
producto esta ligeramente por debajo del reportado (0.3 14) en otros estudios para la
produccién de xilitol por C. Parasilopsis (Ramirez et al., 2003). Los resultados obte-
nidos fueron los esperados, ya que a elevadas concentraciones de solutos se inhibe el
crecimiento y produccion de los microorganismos, por eso debe reconsiderarse el uso
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Figura 2. Diagramas de barras en los que se comparan los valores prome-
dio con error estindar de () rendimiento en producto, rendintiento en
biomasa y productividad; y de (5) la xilosa consumida, el xilitol producido
y la biomasa formada durante 144 horas de incubacién
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Tabla 8. Porcentajes obtenidos en los T1, T2 y T3, considerando
lo obtenido en control como 100%

Tratamiento Y, Yoo o, Xilosa Xilitol Biomasa
consumida | producido | formada
Control 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
T1 83.13 80.78 60.38 70.98 59.99 56.39
T2 25.75 71.73 16.04 49.48 12.85 32.74
T3 8.98 59.55 8.52 38.03 3.86 21.20

de un microorganismo haléfilo productor de xilitol, como la levadura Debaryomyces
hansenii o la busqueda de otro élcali para la etapa de neutralizacion.

Conclusiones

El modelo estadistico puede predecir adecuadamente lo obtenido en xilosa y furfural
dentro de los rangos estudiados. Esto permite que se pueda emplear la herramienta
de Statgraphics de optimizacion para buscar condiciones mas rentables o convenien-
tes para esta etapa a nivel industrial.
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En los resultados obtenidos se observé claramente que una mayor concentracion
de sal de fosfato ocasioné una disminucion de consumo de xilosa, produccién de
xilitol y formacion de biomasa. Este es, por tanto, el control en donde se obtuvo una
mayor cantidad de lo antes mencionado; lo minimo se encontré en los T2 y T3, en los
que estuvo presente la mayor cantidad de sal. Observando la tabla 8 podemos sugerir
la concentracién de sal de fosfato formada en el T1 como tolerable para el creci-
miento de la C. Parasilopsis.
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Produccion de xilitol a partir de una cepa
autoctona obtenida de bagazo de caiia de azucar
en presencia de inhibidores
Xylitol Production from a Wild Strain of Sugar
Cane Bagasse in Presence of Inhibitors

Rangel L. E.; Livas L. D.; Escudero A. B.; Gémez R. J.; Aguilar U. M. G.*

Resumen

El xilitol es un edulcorante que tiene propiedades terapéuticas muy importan-
tes. Este es producido por via fisicoquimica mediante 1a hidrogenacién de la
xilosa. Una via alternativa a este proceso es la fermentativa, ta cual utiliza
como catalizador un microorganismo bajo condiciones moderadas de presidn,
temperatura y concentracién. Las levaduras son las mejores productoras de
xilitol, especialmente aquellas del género Candida. La cantidad de xilitol y la
productividad del mismo dependeran de las condiciones de cultivo y del tipo
de cepa que se utilice. Veracruz es un gran productor de cafia de azhcar, por lo
que la cantidad generada de bagazo de cafia es muy elevada (aproximadamente,
1 millén 890 mil toneladas en el estado) y es considerado como un subproducto
de la industria cafiera, el cual se quema para generar energia eléctrica. Los
hidrolizados de bagazo de cafia constituyen una materia prima de bajo costo,
rica en xilosa. Sin embargo, presenta en su composicion productos que actian
como inhibidores del crecimiento celular, por lo que, para su empleo como
medio de cultivo, se requiere evaluar el efecto de dichos inhibidores sobre el
crecimiento celular y la produccién de xilitol en diversas cepas. El objetivo de

* Instituto Tecnoldgico de Veracruz-unipa, Av. Miguel A. de Quevedo # 2779, Veracruz, México,
C. P. 91897. E-mail: gaguilar@ itver.edu.mx
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este trabajo fue evaluar la produccion de xititol considerando el emplec de una
cepa autéctona aislada a partir de bagazo de cafia de los ingenios de la regién
asi como el efecto de inhibicion de los compuestos téxicos del proceso de
hidrélisis del bagazo de cafia (furfural, dcido acético y S-hidroximetilfurfural) en
la cepa autéctona seteccionada. Se aislaron 56 cepas de levaduras productoras
de xilitol, de las cuales Ia codificada como IECS fue la que present6 un mayor
rendimiento (0.6 g/g bajo condiciones controladas de pH y temperatura, y me-
dio sintético) que las otras cepas aut6ctonas obtenidas bajo las mismas condi-
ciones de cultivo y un rendimiento similar 0 mayor a las cepas de coleccion:
Candida shehatae, Candida parapsilosis y Pihia stipitis (0.73,0.37,y 0.04 g/
g, respectivamente}, por lo que se decidio continuar los estudios con la cepa
IECS. En lo que respecta a los efectos de inhibicién por la presencia de los
compuestos presentes en el hidrolizado de bagazo de caiia, los resultados
arrojaron que el furfural tiene un efecto de activacion en el crecimiento celular a
concentraciones de 0.5 y 1 g/l. Al incrementar ¢l crecimiento celular el rendi-
miento en produccién de xilito] disminuye, sin embargo, en concentraciones de
2 g/L de furfural existe un efecto negativo sobre la produccion de xilitol, asi
como una reduccion en el crecimiento celular de aproximadamente 50%. Con
acido acético entre 1 y 2 g/l no se observé una variacién significativa en el
crecimiento y en la produccion de xilitol, pero por arriba de 3 g/L se encontré un
efecto.negativo en ambos productos. Con S-hidroximetil-furfural, de igual ma-
nera que para ¢l furfural, se observé un efecto de activacion sobre el crecimien-
to celular a0.05, 0.25 y 0.4 g/l; no se presento ninguin efecto significativo sobre
el crecimiento a concentraciones de 0.25 y 0.4 g/L. En los tres casos se observé
cambio en la morfologia de la levadura, esto indicd que la cepa, segin las
condiciones de cultivo en las que se encontraba, modificé su metabolismo y
fisiologfa celular. No existe inhibicidn total en ninguno de los casos probados,
lo que nos indica que la cepa IECS5 es resistente a la presencia de [os inhibidores
que existen en el hidrolizado de bagazo. Esta cepa presenta caracteristicas
interesantes para su uso a nivel industrial.

Abstract

Xylitol is an edulcorant which has very important therapeutic properties. It is
produced by physicochemical way through the hydrogenation of xylose. An
alternative to this process is the fermentation of xylose, using microorganisms
as catalyze and moderate conditions of pressure, and temperature. It has been
shown that yeast of Candida. The amount of xylitol and the productivity are
dependent of the culture conditions and of the kind of strain used. State of
Veracruz is big producer of sugar cane bagasse (around 1890000 ton/year),
This substrate is considered a sub-product of the sugar cane industry, which
mostly is burned to generate energy for the industry. Hydrolysates from sugar
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cane bagasse ar¢ raw material of low cost, enriched of xylose. However, as part
of their composition, they have inhibitor substance of celfular growth. In order
for using them as culture media is necessary to evaluate their effect on the
cellular growth and production of xylitol in several strains. The objective of
this work was to evaluate the ability of production of xylitol using a wild strain
isolated from sugar cane bagasse and to evaluate the effect of inhibitors from
the hydrolysis of this raw material (furfural, acetic acid and 5-hydroxyme-
tilfurfural) on their cell growth. It were isolated 56 strains producers of xylitol,
from which, strain IECS had the highest yield (0.6g/g under controlled conditions
of pH, temperature and synthetic medium) compared with the others isolated
and was similar or higher to the strain from culture collection: Candida shehatae,
Candida parapsilosis y Pihia stipitis (0.73, 0.37, y 0.04 g/g respectively}, so
the next studies were done with strain IEC5. Respects to the effect of inhibitory
substances from sugar cane bagasse, results were that furfural stimulated the
cellular growth at concentrations of 0.5 and 1 g/l, but when this is occurred
the yield of xylitol is reduced. Concentration of 2g/L. showed a negative effect
on xylito] production and cellular growth until 50%. Acetic acid at concentra-
tions of 1 and 2 g/L it was not showed any significant effect neither on growth
and xylitol production, up to 3 g/L it was a negative effect in both parameters.
5-hidroximetil-furfural had similar effect than furfural, presented an activation
of the cellar growth at 0.05, 0.25 and 0.4 g/ and it did not have a sigunificant
effect at 0.25 and 0.4 g/L. In three cases it was observed changes in the cell
morphology of the yeast; this indicates that under such conditions the yeast
modified its metabolism and cellular physiology. It was not total inhibition in
any of the cases, which means that strain IECS is resistant to the presence of
inhibitors from the sugar cane bagasse. This strain presents interesting
characteristics for future use at industrial level using hydrolysates from this
substrate as a medium fermentation.

Introduccion

t xilitol es un azicar alcohol de cinco carbonos, un intermediario metabédlico
normal y producto del metabolismo de los carbohidratos en seres humanos y
animales, el cual actualmente ha incrementado su uso como edulcorante, Se

E

encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, en frutas y vegetales; sin embar-
go, la extraccion de xilitol de estas fuentes resulta ser poco rentable debido a que la
concentracidn de xilitol en plantas es relativamente baja comparada con la concen-
tracidn de sacarosa en cafia de azlicar o en el bagazo de cafia. Este producto se
obtiene de manera comercial de la pulpa de madera, plantas de algodén, bagazo de
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caiia, arroz, cascara de coco y otros subproductos agricolas; €stos constituyen mate-
rias primas que contienen de 20 a 35% de xilano (polimero de xilosa). La xilosa
obtenida de la hidrélisis del xilano puede ser convertida a xilitol por hidrogenacion
quimica para ser posteriormente purificado y cristalizado con fines industriales. El
xilitol también puede producirse por la fermentacion biolégica de una cepa de levadu-
ra o por el tratamiento con acido oxalico de vegetales.

Dentro de sus propiedades mas importantes podemos citar: solubilidad y estabi-
lidad. Es soluble en agua en una proporcion de 62.4g/100m| (se disuelve mas rapido
que el sorbitol y es menos higroscopico); la solucion acuosa es estable aun cuando se
expone a tiempos prolongados de calentamiento y almacenamiento. De los sustitutos
del azicar, solamente la fructosa y la dextrosa producen la reaccion de Maillard, el
xilitol, el sorbitol y el manitol no lo hacen. El ligero color amarillo que se presenta
cuando un azicar alcohol es calentado por arriba de los 150°C se debe a la presencia
de pequeiias impurezas. El xilitol no es utilizado por la mayoria de los microorganis-
mos, por lo que los productos hechos con xilito) tienen menor riesgo de sufrir una
descomposicion. Sabor. Imparte una sensacion de frescura similar a la del mentol,
esto se debe al calor especifico de solucién negativo (-34.8 cal/g). La sustancia en
forma amorfa o en solucién no presenta este efecto; por lo que el xilitol debe ser
usado en su forma cristalina para su uso en alimentos, ya que se requiere de esta
propiedad. Poder edulcorante. Es generalmente aceptado al igual que el azicar
ordinario. El xilitol es 2.5 veces mas dulce que el manitol y 2 veces mas dulce que el
sorbitol; su dulzura es comparada con la sacarosa y varia de 0.85 a 1.25 dependiendo
del pH, concentracién, temperatura y otros factores. Una concentracion de 10% de
xilitol tiene una dulzura igual a 10% de sacarosa. Valor calérico. El xilitol es una
excelente fuente de calorias, pues un gramo de xilitol contiene 4.06 kcal, cantidad
similar a otros carbohidratos similarmente metabolizados. Propiedad anticaries. El
xilitol no es metabolizado por ciertos microorganismos, tales como Streptococcus
mutans, normalmente presente en la cavidad bucal. Strepiococcus mutans no pro-
duce acidos a partir de xilitol como lo hace con la glucosa, y el pH evaluado en la
superficie de los dientes no baja de 5.7 al utilizarlo. Estudios realizados demostraron
una reduccion de 30% de la caries dental en dietas con sorbitol y manitol al ser
probado en ratas, y virtualmente la eliminacion de caries fue completa con las dietas
de xilitol consumidas por éstas. Resultados similares se han obtenido en estudios con
seres humanos. _

Microorganismos productores de xilitol. Los microorganismos asimilan y fer-
mentan més eficientemente la glucosa que la xilosa. Sin embargo, existen bacte-
rias, levaduras y hongos capaces de asimilar y fermentar xilosa a xilitol. Se ha
reportado un grupo reducido de bacterias como Corynebacterium, Enterobacter y
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Mycobacterium que producen xilitol. Las dos primeras bacterias utilizan D-xilosa
como sustrato mientras que la Gltima asimila D-xilulosa o D-xilosa isomerizada por
enzimas inmovilizados de D-xilosa-isomerasa. Sin embargo, debido a que las cantida-
des de xilitol producido son muy bajas, las bacterias no son atractivas para el proceso
de investigacién. Respecto a los hongos, la literatura especializada reporta que
Petromyces albertensis produce 39.8 g/LL de Xilitol en una fermentacion de 10 dias
con una concentracion de sustrato (D-xilosa) de 100 g/L.

Las levaduras, por otro lado, son consideradas como los microorganismos que
producen Xxilitol en proporciones considerables; por esta razon se cuenta con una
amplia fuente de publicaciones referidas a sus productividades. Sin embargo, se sabe
que los mejores productores de xilitol son los microorganismos pertenecientes al gé-
nero Candida spp (Wilkenhausen ef al. 1998).

En latabla 1 son mostrados algunos parametros cinéticos reportados en la litera-
tura de algunas levaduras comerciales productoras de xilitol.

Metabolismo del xilitol por levaduras: 1a formacidn de cetopentosas en Candida
utilis, una cepa aerobia, ejemplifica una reaccion general de la que se pueden formar
los polioles. Segun investigadores, la reduccion de L-xilulosa a xilitol es ocasionado
por un sistema unido a NADP en el higado de mamiferos (Winkelhausen et /., 1998).
En la figura 1 se muestra el mecanismo de produccion de xilitol y cada una de las
conversiones que sufre D-xilosa.

Las pentosas son producidas en la via de las pentosas fosfato a partir de glucosa-
6P o de fructosa 6P. La formacion de ribulosa-5Py CO, a partir de glucosa 6P es una
reaccion oxidativa, mientras que a partir de fructosa 6P es una reaccion no oxidativa
(Winkelhausen et al., 1998).

En la mayoria de las células las pentosas fosfato son producidas por ambas reac-
ciones, cuando la via oxidativa es insuficiente para satisfacer las necesidades de la
sintesis de nucledtidos. Sin embargo, en las células de mamiferos muchas de las
pentosas fosfato para la sintesis de acidos nucleicos son producidos en el paso de la
pseudoheptulosa 7P a partir de glucosa 6P. La via de las pentosas fosfato esta unida
a la via de Embden Meyerhoff en tres puntos: a nivel de glucosa 6P, fructosa 6P y
gliceraldehido 3P.

Otro postulado de la via metabdlica es la conversion de L-xilulosa a D-xilulosa via
xilitol; donde la ruta del acido glucurénico conecta la ruta metabdlica de las pentosas
fosfato con la fosforilacién. El xilitol es convertido a D- xilulosa e introducido a la ruta
de las pentosas fosfato a través de la D-xilulosa 5P. La ruta del acido glucurénico se
presenta en el higado y al administrar xilitol, éste puede ser metabolizado en el tejido
como una fuente de energia. Dicho metabolismo de xilitol, en contraste con la giuco-
sa, requiere de cantidades muy pequeiias de insulina.

263



SiMON Josias TELLEZ, MA. GUADALUPE BUsTOS ¥ GONZALO VELAZQUEZ

Tabla 1. Parametros de produccion de xilitol de cepas comerciales

Krebs

!

Etan:

NADH

NAD*

264

NADPH + H’

Referencia Cepa Concentracion Rendimiento
(g/L) Y, (2/g)
Barbosa (1988) | Candida guilliermondii 104 0.74
Horitsu (1992) Debaryonmyces hansenii 100 0.64
Ojamo (1994) | C guilliermondii 100 0.74
|Kim (1999) C. tropicales 100 0.81
Santos (2003) C. guilliermondii 573 0.54
Figura 1. Metabolismo de la xilosa
NAD+ l
NADPH
Xiltol %’leulosa
Xilosa
NADP* ‘ l P Ribulosa-5-P
Kl -
: NADP*
v NADPH + H'
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En el caso de una fermentacion aerdbica, el NADPH y el NADH son utilizados como
cofactores, el rendimiento tedrico es modificado en un valor (0.905 mol/mol 0 0.917
g/g)y la reaccidn global es la siguiente:

126C,H,, O, + 6ADP +6Pi +48H,0 +30,—>114 C_H O, + 6ATP + 60CO,

En anaerobiosis, el NaDH producido no pasa a la cadena respiratoria como en
aerobiosis, con la formacidn de atp. En este caso, una parte de la glucosa 6-fosfato es
transformada en gliceraldehido-3-fosfato, que en la glicélisis forma el etanol y el Atp
necesario para la fosforilacion de |a D-xilulosa. El rendimiento teérico 0.875 mol/mol
0 0.877 g/g , la reaccién es la siguiente:

48 C,H, O, +15 H_42—C_H,_O,+ 24 CO,+3 C,H,OH

El bagazo de cafia es un residuo del proceso de fabricacién de azlcar a partir de
la caia. En la actualidad, en paises como Brasil, India, Cuba y México se utiliza como
materia prima en la industria papelera y como combustible en la industria azucarera,
alcoholera y quimica. Como la mayoria de los residuos agroindustriales lignoceluld-
sicos, tiene entre sus componentes principales a la hemicelulosa (tabla 2), que es un
polimero compuesto por unidades de xilosa. Las unidades de xilosa pueden ser
hidrolizadas en condiciones acidas, dando como resultado una parte sélida en donde
de encuentra la celulosa y lignina, y una parte liquida en donde se encuentra disuelta
la xilosa, la cual es utilizada por algunos microorganismos (como es el caso de las
levaduras) para la produccion de xilitol.

Tabla 2. Composicion del bagazo de caiia

Compuesto %
Celulosa 40
Hemicelulosa 30
Lignina 20

En lahidrélisis acida de materiales lignoceluldsicos se forman, ademas de xilosa,
otros productos como son: glucosa, &cido acético, furfural, 5-hidroximetilfurfural y
fenoles, los cuales son compuestos que actian como inhibidores en el crecimiento
de ciertas levaduras (Paraj6, 1998). El efecto de estos inhibidores es variable, ocasio-
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nando una disminucién en la sintesis de metabolitos primarios, lo que constituye un
efecto sinergistico entre ambos efectos.

El efecto del deido acético: El acido acético es producido durante la hidrélisis
acida del bagazo de cafia por la liberacién de los grupos acetil unidos a la materia
prima. Ha sido estudiado para Sacharomyces cerevisiae; por ejemplo, la adicion de
1 g/ de acido acético al medio induce a una disminucion de la biomasa de 20%
(Strehaiano, 1995), mientras que la presenciade 7.5 g/L ocasiona una disminucién de
80% en el crecimiento. La inhibicién del acido acético sobre el crecimiento, segin
Pampulha y Loureiro (1989), no se debe al bajo pH ocasionado por la presencia del
acido en el medio, sino que se debe a la accidén de la forma no disociada del acido;
fenomeno que puede estar ligado a la permeabilidad de la membrana plasmaética de la
levadura. La disociacién ocurre dentro de fa célula, lo que ocasiona que el pH interno
disminuya (Strehaiano, 1995), es decir, que bajo pH la forma no disociada del 4ctdo
puede difundirse dentro de la célula, disocidndose en su interior y disminuyendo ¢l pH
intracelular (Parajo6 ef al., 1998).

Efecto de furfural y S-hidroximetilfurfural (5-HmF). La presencia de furfural en
hidrolizados es el resultado de la de la degradacién de azicares. El furfural es
metabolizado por las levaduras, éste se reduce a furfuril-alcohol utilizando el enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH) (Demain, 1986; Martinez et al.,2002). El furfural interfie-
re con ¢l transporte de electrones ¢ inhibe los enzimas. glicoliticos que son indispensa-
bles para el crecimiento de la célula. En presencia de furfural, la produccion de glicerol
disminuye, lo que ocasiona que también disminuya la generacidn de NADH, la cual esta
relacionada a la produccidn de glicerol. Esta regeneracion del NaDH es itil a su vez para
mantener ¢l balance redox intracelular (Meyia ef al., 1991). El efecto que tiene el
furfural sobre la produccion de xilitol esta relacionado directamente con la activacion e
inhibicion de enzimas. Este efecto consiste en que el xititol es degradado a xilulosa
mediante el enzima xilitol reductasa dependiente de NAD*; como en la sintesis del
furfuril alcohol, se esta produciendo un exceso de este cofactor, la levadura activa
el enzimay comienza a degradar el xilitol con la finalidad de generar el crecimiento, el
cual a su vez se encuentra detenido debido a una inhibicion sobre los enzimas glicolitocos.
De esta manera, la nica fuente de carbono disponible para el crecimiento sera el xilitol,
lo que ocasiona que los rendimientos de éste se vean disminuidos y la biomasa se vea
incrementada. Parajé er. al. (1998) reportaron que existe una activacién del creci-
miento celular a concentraciones de 0.5 g/L de furfural e inhibicidn casi completaa
mas de 2 g/1.; también se reporta un consumeo total de S-HMF, asi como poca inhibicién
de crecimiento a concentraciones menores a 0.08 g/ de 5-HMTF (tabla 3).

En la tabla 3 se resumen algunos estudios sobre inhibicion del crecimiento celular
en hidrolizados de bagazo de caiia.
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En el presente trabajo se evaluari el efecto sobre el crecimiento y produccion de
xilitol en diversas concentraciones de inhibidores presentes en €l material ligno-celulésico,
empleando una cepa aislada previamente en el laboratorio de Genética de la Unidad de
Investigacién y Desarrollo de Alimentos (UNDA) de este instituto. Esta cepa ha demos-
trado ser una productora potencial de xilitol en comparacién con cepas comerciales
como Candida sheatae y C. parasilopsis, cuyas productividades son de 0.191 g/L-h
y 0.091 g/L-h, respectivamente. Esta cepa se encuentra clasificada a nivel de laborato-
rio bajo el nombre de 1ECS y su productividad reportada es de 0.208 g/L-h. Los resui-
tados seran presentados y discutidos en este trabajo; éstos seran de utilidad para otros
proyectos de investigacion que se estan realizando actualmente en dicho laboratorio.

Tabla 3. Inhibicién del crecimiento celular en hidrolizados
de bagazo de caia

Cepa Concentracion Reduccion Referencia
de inhibidor (g/L) | de crecimiento (%)
Candida spp. Fenoles: <2 <20% Clark y Mackie (1984)
S. cerevisiae Acido acético: 4 60% Parajo et al. (1998)
C shehatae Furfural: 2 9% Parajé et al. (1998)
S. cerevisiae

Materiales y métodos

Microorganismo: se utilizaron cepas asiladas a partir de muestras de bagazo de
cafia y 3 cepas de coleccion (Candida sheatae, Candida parapsilosis y Pichia
stipitis) como marco comparativo seleccionadas por bibliografia (Strehaiano, 1995;
Winkelhausen, 1998; De Figueroa, 2000; Parajo, 1998).

Medios de cultivo: 1) Conservacion: 2% de xilosa, 0.1% extracto de levadura,
2% peptona y 2% de agar bacteriolégico. 2) Fermentacion: 2% de xilosa, 0.2% de
(NH,),SO, , 0.1% extracto de levadura, 0.04 % MgSO,7H.0, 0.5 % KH,PO,, e
inhibidores a diferentes concentraciones: furfural (0.05, 0.1, y 0.2%), 5-hidroximetil-
furfural (0.005, 0.025, 0.04%), acido acético (0.1, 0.2, 0.3%).

Meétodos analiticos: el crecimiento celular fue medido por densidad optica a 620 nm,
efectuando una curva de correlacion DO-Peso seco; el indculo fue controlado a 3x10°
células vivas/mL; la viabilidad celular fue obtenida por la técnica utilizada por Demain
(1986), usando una camara de Thoma. La determinacion de los productos y sustratos
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fueron medidos por HpLC utilizado una columna BioRad aminex HPx-87H, fase mévil
H,SO, 0.1 M a un flujo de 0.4 mL/min. En el caso del analisis de furfural, se utilizé un
flujo de 0.6 mL/min. S¢ prepararon los estandares a concentracién conocida de 20 y
10 g/L., respectivamente.

Resultados y discusién

f

Aislamiento y seleccion de cepas autéctonas

A partir de las muestras de bagazo obtenidas en tres ingenios diferentes de la region,
se aislaron 56 cepas de levaduras con capacidad para producir xilitol, de las cuales la
cepa 2JC2 y lacepa 1ECS fueron las que presentaron mayor rendimiento, en compa-
racion con las otras cepas aisladas (tabla 4).

Cabe sefialar que no se presentaron los resultados de las otras cepas aisladas
debido a que éstas tuvieron rendimientos de xilitol por debajo de 0.012 g/g. De aqui se

Tabla 4. Rendimientos obtenidos de las cepas aisladas a partir
de bagazo de cafia de 3 ingenios de la region

Cepas aisladas Yp/s(g/g)
de bagazo de caiia
M3BCI 0.066
M3BC20 0237
M3BC3 0.012
1EC3 0.020
21C2 0261
IECA 0.051
[ECI10 0.078
IDC2 0.154
IDC4 0.018
M4BCl 0.149
IEC8 0.021
21C2 0.018
IECS 0241
BC2* 0.025
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procedid a efectuar cinéticas en fermentador de las cepas 2JC2 y IECS, comparando
su actividad fermentativa con 3 cepas de coleccion, Candida shehatae, Candida
parapsilosis y Pihia stipitis, reportadas como productoras de xilito] en la bibliogra-
fia (Parajo, 1998). Segun las condiciones probadas, los resultados mostraron que la
cepa IECS tienen un rendimiento mayor, en comparacion con las cepas C.
parapsilosis, Pichia stipitis y 2JC2, y muy cercano al obtenido por la cepa C. sheatae
(tabla 5). También fue la cepa que mayor productividad obtuvo.

Tabla 5. Rendimientos y productividades obtenidas
por diferentes cepas a pH 5.0, T 30°C y 250 rpm

Cepa Xilitol Rendimiento | Productividad
(&'L) (&/g) (&/L-h)
C. shehatae 11.47 0.73 0.19
C. parapsilosis 5.45 0.37 0.09
Pichia stipiris 0.68 0.04 0.02
1EC5 6.57 0.61 0.21
2]C2 32 0.23 0.09

Con base en estos resultados, se decidio continuar los estudios en relacion al efecto
de la presencia de inhibidores con la cepa IES, por ser una levadura que presenta un
rendimiento y un tiempo de produccion de xilitol comparativamente similar a las cepas
de referencia, ademads de ser reportada como una de las mejores productoras de xilitol.

Efecto de la presencia de inhibidores en el medio de cultivo
sobre el metabolismo fermentativo de la cepa IECS

Efecto del furfural. En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos en las cinéticas
de crecimiento, consumo de sustrato y produccion de xilitol a través de las diferentes
concentraciones probadas de furfural.

En Ia figura 2 se puede observar que, por un lado, el crecimiento es afectado a
medida que aumenta la concentracion de inhibidor; para la concentracién de 0.5 g/l
de furfural se observa un incremento en ¢l crecimiento con respecto a la concentra-
cién de 1 y 2 g/l, debido a que la levadura, como mecanismo de proteccion, consume
el furfural. Esto hace que se estimule ¢l metabolismo, lo que conlleva a la produccién
de biomasa; sin embargo, al aumentar la concentracion de furfural se observa una
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Figura 2. Cinéticas de crecimiento, consumo de xilosa y produccion
de xilitol de cepa 1ECS en varias concentraciones de furfural

8
71
s
e |
o 5%
E ‘]
2 s
2
A
0 3 - - e L « AT 2 o] A
© Bk @9 @& & v o
Hempo (h)
—=—1-¢—12 ~8— conirot —k—0.5 |
25
20 11
5 s
B
= E
9 10
51
S SRR e N, SRS
S S REZRBIIBEIRLREE
tempo (h)
|~ contiol —i— 0.5 1 —8— 12|

ol (I}

% & & @
w e B

2 v D g
4 s =8
o~

36
o5
107

“
%
Hempa (N
!_._ooum =05 et —p—12

e mpay

270



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

inhibicidn en el crecimiento, ya que el furfural presenta fuertes represiones a nivel
enzimatico, principalmente, enzimas glicoliticos, obteniendo como resultado una dis-
minucién en el crecimiento.

En cuanto a la produccién de xilitol, se observa una disminucién debido a que al
presentarse un estimulo en el crecimiento, el metabolismo de ia cepa cambia y el
consumo de xilosa se dirige mas hacia produccion de biomasa que de producto, lo que
ocasiona bajos rendimientos de xilitof, como se observa en la tabla 4.

Tabla 6. Pardmetros cinéticos de la cepa 1EC5 con furfural

Concentracion| Yp/s P
0.5 0.30 0.074
l 0.33 0.082
12 022 0.099

Todo lo anterior concuerda con lo reportado por Parajo (1998), pero con la dife-
rencia de que la cepa 1ECS es mas resistente a la concentracion reportada de 2 g/l de
furfural, la cual para Candida tropicalis presenta crecimiento nulo y para la cepa de
estudio reduce el crecimiento sdlo un 50 por ciento.

Efecto del acido acético: como se observa en la figura 3, no existe una variacion
entre las concentraciones de acido acético de 1 y 2 g/L; sin embargo, a 3 g/L se

observa una fase lag prolongada y una disminucion del crecimiento de 79% con res-
pecto a las otras dos concentraciones.

Figura 3. Crecimiento de [IECS en diferentes concentraciones de acido acético
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Este resultado concuerda con lo reportado por Roberto (1986), quien observé que
en concentraciones mayores de 2 g/L se presenta una fase lag prolongada, mientras
que en bajas, la fase lag se ve diminuida y su crecimiento activado.

En la tabla 5 se resumen los pardmetros cinéticos obtenidos para el acido acético
en el medio de cultivo a diferentes concentraciones.

Tabla 7. Parametros cinéticos de la cepa 1ECS con furfural

Furfural (g/L)| Yx/s | Yp/s | P

| 0.22 0.35 038 | 016
2 0.22 0.33 037 | Ol6
3 0.17 0.25 033 | 016

Efecto del 5-hidroximetilfurfural. Para este estudio, en la figura 4 se observa
que aparentemente no existe un efecto inhibitorio total, sin embargo, para las dos
concentraciones altas se observa una reduccion importante en el crecimiento, mas
no total.

De lo anterior podemos mencionar que, segin lo reportado por Parajé (1998), la
cepa de estudio soporta concentraciones mas altas de 5-uMF que las reportadas.

Figura 4. Cinética de crecimiento cepa 1ECS en concentraciones
de HMF variables
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Conclusiones

Es importante mencionar que esta cepa autoctona es capaz de producir buenos rendi-
mientos de xilitol en comparacidn con otras cepas ya probadas; ademas, no produce
otros preductos intermediarios como el etanol y presenta una buena resistencia al efec-
to de los inhbidores presentes en el hidrolizado de bagazo de cafia. En cuanto al efecto
de los inhbidores podemos concluir que para:

Furfural se presento un efecto de activacion en el crecimiento celular por mayor
degradacion de xilitol a xilulosa; al incrementar el crecimiento celular, el rendimiento
en produccion de xilitol es diminuido. En concentraciones de 2 g/L de furfural existe
efecto sobre la produccién de xilitol, asi como una reduccion en el crecimiento celular
de casi 50 por ciento.

para dcido acético existe un efecto de activacién en el crecimiento celular. La
variacion del crecimiento en concentraciones de 1 y 2 g/L de acido acético no es
significativa. Se observé un ligero efecto inhibitorio sobre el crecimiento celular en
3g/L, el cual no provocd una disminucién del crecimiento de 100%. Al incrementar el
crecimiento celular, el rendimiento en praduccion de xilito] disminuyé. Entre si, no
existe efecto en produccion de xilito! por la variacién de concentracion de acido
aceético. ‘

para S-hidroximetilfurfural se observé un efecto de activacion en el crecimiento
celular al igual que con los otros dos inhibidores. No se presentd ningin efecto signi-
ficativo sobre el crecimiento en concentraciones de 0.25 y 0.4 g/L.. No hubo inhibi-
cién total pero si cambio de morfologia de la cepa en presencia de los inhibidores
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Estudio de la hidroélisis de la paja de sorgo
con acido fosforico
Study of Sorghum Straw Hydrolysis Using
Phosphoric Acid
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Resumen

La paja de sorgo ¢s una fuente renovable, barata y ampliamente disponible, la
cual se utiliza cominmente como alimento de ganado (Ortiz y Trueba, 1998;
SAGAR, 2000). Por medio de la hidrdlisis de 1a paja de sorgo se pueden producir
soluciones de xilosa. La xilosa es un azticar hemiceluldsico que puede usarse
como fuente de carbon y de energia para el crecimiento de microorganismos, El
uso principal de la xilosa es su bioconversién a xilitol, un edulcorante alimenti-
cio con propiedades tecnologicas muy importantes, como la capacidad anti-
cancerigena, ademds de poseer un valor calérico bajo y un calor de disolucion
negativo. Se estudié la hidrélisis de la paja de sorgo con acido fostoérico, deter-
minando el efecto de la concentracion de 4cido, temperatura y tiempo de hidrélisis
con el fin de establecer las condiciones optimas de obtencién de xilosa en los
hidrolizados; para ello se seleccionaron las condiciones consideradas como las
mds favorables: ésta ha sido la utilizacion de &cido fosforico al 6% como catali-
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zador; una temperatura de 126°C y un tiempo de 3 horas. Utilizando estas condi-
ciones se obtuvieron hidrolizados con un rendimiento de 15.7g/L. de xilosa.

Abstract

Sorghum straw is renewable, cheap and widely available resource, which is
commonly used as feedstuffs. The hydrolysis of sorghum straw to produce xylose
selutions could be a good alternative use for this abundant resource. Xylose is
a hemicellulosic sugar that can be used as a carbon and energy source for the
growth of microorganisms. The main use of xylose is its bioconversion to xylitol,
a functional sweetener with important technological properties like anticarci-
nogenicity, low caloric value and negative heat of dissolution. The objective in
the present work was to study xylose production by hydrolysis of sorghum
straw with phosphoric acid. Several concentrations of phosphoric acid, -
temperature and reaction time were evaluated. Optimal conditions found for
hydrolysis were 6% phosphoric acid, at 126°C by 3 hours, wich yielded a solution
with 15.7 g/L of xilose.

Introduccion

por el agotamiento de muchas materias primas. En esta situacton resulta de
gran interés el estudio de procesos no convencionales para el aprovecha-
miento de los recursos naturales.

Los microorganismos se han utilizado desde la antigiiedad para la produccién de
alimentos. En la actualidad, la biotecnologia alimentaria estudia el uso de otros mi-
croorganismos para la produccion de aditivos alimentarios de gran interés para la
industria, por ejemplo: la astaxantina, producida por la levadura Phaffia rhodozyma,
utilizada en la alimentacion animal para dar el color rosado-anaranjado, caracteristico
de salmones, pollos y huevos; el xilitol (Emodi, 1978), producido por varias levaduras,
usado en la actualidad como eduicorante con la ventaja de que no provoca caries; y
el acido lactico, producido por bacterias lacticas, usado como acidulante y como
conservador superficial de las canales de reses.

La obtencion de estos aditivos y muchos otros, requiere la generacién de medios
de cultivo ricos en glucosa, xilosa u otros azicares monoméricos. La paja de sorgo

_esun residuo agricola (Holtzapple, 1993; Blanch y Wilke, 1983) que puede ser utiliza-
do para la obtencién de azicares por medio de procesos de hidrolisis, debido a su alto
contenido en celulosa y hemicelulosas. De esta forma se podria obtener un valor
agregado, procesando la paja de sorgo para obtener los azicares fermentables.

l a actual situaciéon mundial se caracteriza por un incremento de la poblacion y
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El objetivo de este estudio es desarrollar y optimizar un proceso para la produc-
cidn de xilosa a partir de paja de sorgo, usando acido fosférico.

Material y métodos

Las muestras de paja de sorgo se obtuvieron de una empresa agricola de Rio Bravo,
Tamaulipas. Se trabajé con paja de sorgo entera, lo que incluye tallo, espiga y hojas.
Se cortd en trozos y se moli6 en un molino para cereales. La muestra molida se
tamizo y se selecciond un tamafio de particula menor a 0.5mm. Posteriormente se
secd a 40°C durante 3 horas en una estufa de aire forzado. La muestra deshidratada
se almacené en recipientes de plastico, cerrados herméticamente para evitar las fluc-
tuaciones de humedad.

Para establecer las condiciones 6ptimas de obtencion de hidrolizados, se estudia-
ron las variables: concentracién de acido, temperatura y tiempo de hidrdlisis. Se utili-
26 acido fosforico en concentraciones de 2, 4 y 6%. También se estimd la hidrélisis en
ausencia de acido. Se utilizaron temperaturas de 122, 126 y 134°C.

Los componentes de la materia se pesaron dentro de frascos de vidrio esterilizados,
con tapa de rosca. La hidrdlisis de la paja de sorgo a 122, 126 y 134°C en diferentes
tiempos y concentraciones se realizd en autoclave. Los frascos se sumergieron in-
mediatamente en agua a 20°C para su enfriamiento y los hidrolizados se filtraron.

Para cuantificar ¢l total de sélidos, se enjuagaron los frascos con agua destilada y
se filtrd a través de papel filtro. Las muestras se secaron a 105°C por 24 horas. Se
tomaron alicuotas del volumen inicial filtrado de cada hidrolizado. Estas muestras se
utilizaron para determinar carbohidratos y acido acético por CLAE, asi como furfural
por espectrofotometria. En la figura 1 se muestra el diagrama de flujo del proceso.

Se parte de 50 mL de hidrolizados obtenidos en las condiciones expuestas ante-
riormente. Una alicuota del neutralizado se filtra a través de membranas de 0.45 mm
de diametro de poro. El filtrado se diluye y se analiza por cromatografia liquida de alta
eficacia (CLAE) (Robyt y White, 1987). Otra alicuota se uso para la determinacion de
compuestos fendlicos en uv a 280 nm.

Para nuestro estudio se ha utilizado una columna de intercambio i6nico 10N-300
con precolumna recomendada para separacién de alcoholes, acidos orgdnicos y
carbohidratos, capaz de resolver como picos separados el 4cido acético, la glucosa, ia
xilosa y la arabinosa (Fallon er a/., 1993). Todos estos compuestos son de interés en
nuestro estudio.

Se realiz6 un calibrado con patrones externos para poder relacionar el drea de los
picos con la concentracidn. Se comprobd que el drea de pico era proporcional a la
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Figui-a 1. Diagrama de flujo del estudio de ia hidrélisis de Ia paja de sorgo
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concentracion de la muestra, que era una mezcla de varios azicares comerciales y

acido acético.

Resultados y discusiones

La paja de sorgo se sometto a hidrélisis acida bajo diferentes condiciones. Se estudia-
ron tres condiciones de acido fosforico (2, 4 y 6%), seis tiempos de reaccidn (0, 20,
40, 60, 180 y 300 min) y tres temperaturas (122, 126 y 134°C). Los aziicares investi-
gados fueron xilosa, glucosa y arabinosa. Los productos de degradacién analizados
fueron acido acético y compuestos fendlicos.

En las tablas 1, 2 y 3 se observan los rendimientos de xilosa obtenidos en las

diferentes condiciones experimentales que se utilizaron en este estudio.
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Tabla 1. Concentracion de xilosa (g/L), obtenida en hidrolisis
de paja de sorgo a 122°C

Tiempo (min) 2% HPO, 4% H PO, 6% H PO,
20 1.9641.19 2.86+0.19 4.73+0.37
40 2.06+ 1.81 6.94+0.05 4.60+0.28
&0 2.56+0.05 7.06:0.28 7.08+0.26
180 10.08+£2.93 11.40£233 14.7240.25
300 924+ 0.26 14.02+0.44 14.43+0.71

Tabla 2. Concentraciéon de xilosa (g/L), obtenida en hidrélisis
de paja de sorgo a 126°C

Tiempo (min) | 2% HPO, | 4% HPO, | 6% HPO,
2 1.97£048 4,15£0.60 6.86:0.85
40 2.86+0.06 7.48+0.36 11.49+0.10
60 2574043 7574183 11.59<1.55
180 11.90+£2.23 12.70+2.44 15.70£1.01
300 12.34:0.94 14.42+1.16 15.00+:0.49

Tabla 3. Concentracién de xilosa (g/L), obtenida en hidrdélisis
de paja de sorgo a 134°C

Tiempo (min) | 2% HpPO, | 4% HPO, | 6% HPO,
20 1.30+0.23 4.41:0.47 5.20+0.12
40 1.53+0.04 451024 5.58+0.33
€0 3.69:0.45 5.33+029 6.63+0.33
180 3.92049 5.00:0.51 5214042
300 3.64+033 4424065 442008
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Los resultados obtenidos muestran que la paja de sorgo es una buena materia
prima para la obtencién de xilosa, que a su vez puede ser utilizada en la formulacién
de medios de cultivo para el crecimiento microbiano con el fin de obtener xilitol, un
edulcorante de gran interés industrial.

Las concentraciones de acido acético y furfural obtenidas en esta investigacion
se muestran en las tablas 4, 5, 6, 7, 8 y 9 respectivamente. Determinadas en las
condiciones de operacién conducentes a maximos de concentracién de xilosa, es-
tan por debajo de los maximos permitidos experimentalmente para el crecimiento
microbiano estudiados en todos los casos, por lo que las disoluciones de azucares
obtenidas por la hidrdlisis acida pueden ser utilizables como fuentes de carbono
para procesos fermentativos (Parajo et al., 1994, 1993, 1995c¢, d; Shah et al.,1984;
Clausen y Gaddy, 1982).

Tabla 4. Concentracion de acido acético (g/L), obtenido en hidrolisis
de paja de sorgo a 122°C

Tiempo (min) 2% H PO, 4% HSPOJ 6% HJPOJ
20 0.0054+ 0.005 0.33£04 0.70+0.46
40 0.052£0.06 0.34+£0.0] 0.75£0.03
&0 0.24+:0.04 0.69+0.02 0.76+0.12
180 1.04£0.22 1.21+0.21 1.69£0.17
300 0.01=0.01 0.94+0.04 0.95£0.03

Tabla 5. Concentracion de acido acético (g/L), obtenido en hidrolisis
de paja de sorge a 126°C

Tiempo (min) 2% H PO, 4% HPO, | 6% HPO,
20 0.04+0.06 0.39::0.14 0.86+0.14
40 0.3900] 0.930.06 127+0.14
60 1454044 1.03£0.17 1.38£0.10
180 1312026 1532028 222£0.50
300 143£021 1.80031 2.06£0.40
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Tabla 6. Concentraciéon de Acido acético (g/L), obtenido en hidrélisis

de paja de sorgo a 134°C

Tiempo (min) 2% H PO, 4% H PO, 6% H PO,
20 0.15+0.09 0.96+0.55 0.51+:0.46
40 (.24+0.14 0.90+0.29 1.22+0.18
o0 0.39+0.04 0.87+0.62 1.10:0.69
180 0.39+0.27 (0.56:041 0.80+0.05
300 0.49+0.28 0.38+0.50 0.57+0.08

Tabla 7. Concentracion de furfural (g/L), obtenida en hidrélisis
de paja de sorgo a 122°C

Tiempo (min) 2% H PO, 4% H PO, 6% H PO,
20 0.54+0.03 0.63+£0.04 0.46+0.04
40 0.59+0.06 0.67+0.01 0.80+0.15
&0 0.59+0.04 .66+ 0.005 0.72+£0.06
180 1.15:£0.42 1.23x0.19 1.59+£0.06
300 0.96x0.07 1.31£0.04 1.46+0.08

Tabla 8. Concentracion de furfural (g/L), obtenida en hidrolisis
de paja de sorgo a 126°C

Tiempo (min) 2% HPO, 4% H PO, 6% H PO,
20 0.60+0.06 0.68+0.05 0.63+0.02
40 047+0.02 0.55%0.04 0.59+0.03
60 0.59+0.06 0.67+0.05 0.77+0.01
180 095027 1.06+0.14 1.26+0.01
300 0.84+0.06 1.33£0.17 1.52+0.01

281




SiMON Josias TELLEZ, Ma. GuaDaLupeE BusTos Y GonzaLo VELAZQUEZ

Tabla 9. Concentracion de furfural (g/L), obtenida en hidrélisis
de paja de sorgo a 134°C

Tiempo (min.) | 2% H PO, 4% HPO, | 6%HPO,
20 2.87£0.33 4274003 481022
40 223x0.08 405028 4.86+0.16
60 3.00:023 4.78+0.64 642084
180 4.57+024 824+0.32 10.43+0.82
300 8.41£2.00 11.360.80 13.74+0.64

Teniendo en cuenta que los hidrolizados de paja de sorgo obtenidos con acido
fosférico, si se quieren usar como medios de cultivo para microorganismos, se ajus-
tan con una base para lograr el pH 6ptimo para el metabolismo bacteriano deseado,
obteniéndose fosfatos como sales a partir de acido fosforico. Al ser estas sales nece-
sarias para el desarrollo microbiano, estamos disminuyendo los costos derivados de
la suplementacion de los medios de cultivo con fosfatos, al no ser necesario por
encontrarse en los propios hidrolizados neutralizados.
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Uso de transgenes en el mejoramiento
de la produccién de alimentos
Use of Transgenes to Improve Food Production

Bocanegra Garcia, V.'; Cruz Pulido, W. L.;' Leal Ayala, H. F.;*
Flores Gutiérrez, G. H.;! Rivera Sanchez, G.”

Resumen

La tecnologia de transferencia génica o ADN recombinante ha tenido un gran
impacto en la modificacion de organismos para mejorar Ja produccion de ali-
mentos o darles valor agregado, ademas de su valor nutricional. También se
han disefiado métodos de modificacion de microorganismos para la produc-
cién de aditivos y suplementos proteinicos que mejoren las propiedades
nutricionales de otros alimentos.

Los métodos de ingenieria genética para la transferencia de. genes utilizados
varian en animales, vegetales o microorganismos. En animales y microorganis-
mos se emplean determinadas construcciones genéticas dependiendo del efecto
que se quiere tener y se introducen a la céluia mediante métodos fisicoquimicos
o mecanicos. En los vegetales la transferencia génica se hace mediante el uso
de vectores a través de la bacteria Agrobacterium tumefaciens o de métodos
mecéanicos, como la biolistica.

En animales se busca incrementar el ritmo de crecimiento, asi como la produc-
cion de carne en mayor cantidad y calidad. En los vegetales los efectos pueden
ser mas variados, como resistencia a herbicidas e insecticidas, o bien, a patoge-
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nos; maduracion controlada de frutos y flores; resistencia a condiciones de
estrés como salinidad, bajas temperaturas o aridez.

En cuanto a la busqueda de un valor agregado, se buscan vegetales que pue-
dan incorporar genes para la produccidén de vacunas o la produccién de plasti-
cos biodegradables. En los animales se busca que puedan producir cantidades
considerables de farmacos en la leche para hacer mas barata su produccioén. En
microorganismos se pueden obtener una gran variedad de aditivos o proteina
unicelular, que sirven para mejorar la calidad nutricional de ofros alimentos.

Abstract

The technology of gene transfer or recombinant oNa technology has had a great
impact in the modification of organisms in order to improve the foods
production, or increase their nutritional value; methods for microorganism
modification have been designed also to produce additives and protein
supplements to improve the nutritional properties of other type of foods.

The methods of genetic engineering for gene transfer are different depending
on the organisms to be modified. In animals and microorganisms some genetic
constructions are used depending on the desired effect and they are introduced
in the cell through mechanic or physicochemical methods. In plants, the genetic
transfer is done with vector using the bacteria Agrobacterium tumefaciens ot
mechanical methods.

The aim in animals is to increase the growing rate and meat production in
quantity and quality. The effects on plants are wider, like making them herbicides,
pesticides and pathogens resistant. These effects can also control the maturation
of fruits and flowers, and to increase resistance to stressfull conditions like
high salts concentrations, low temperatures and dryness.

In order to provide an added value to foods, the efforts are focused to generate
plants with genes for vaccines production, or biodegradable plastics production.
In animals the goal is the production of drugs in milk in big quantities in order
to make the production-cheaper. The genetic modifications of microorganisms
allow obtaining a lot of food additives, or unicellular protein, which can be
used to improve the nutritional quality of other foods.

Introduccion

lo largo de la historia [a produccion de alimentos ha sido una prioridad, ya que

amedida que aumenta la tecnologia y la calidad de vida, la poblacién también

ha aumentado considerablemente. Todas las sociedades tienen siempre como
meta primaria garantizar el abasto de alimentos para su poblacion.
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Los animales y vegetales utilizados en la generacion de alimentos han sido mani-
pulados a lo largo de los siglos mediante cruzas y seleccion de las razas animales y
variedades vegetales que tuvieran ventajas nutricionales o de crecimiento. Sin em-
bargo, por la misma naturaleza de los organismos, estas cruzas y seleccidn tienen
limitaciones, lo que significa que la produccion de alimentos sélo es eficaz si se
tienen las condiciones necesarias para el crecimiento del organismo que provee de-
terminado producto. Asi, algunas regiones son adecuadas por su clima para la cose-
cha de algén producto vegetal en particular o para la produccién de determinadas .
razas animales.

La ingenieria genética actualmente nos permite llevar a un extremo la cruza entre
especies. Ahora es posible aislar determinados genes que le dan caracteristicas de-
seables a un producto alimenticio o un tipo de proteina determinada (con propiedades
insecticidas o nutricionales), y podemos inducir su produccion en el tipo de organis-
mos que deseemos. Cuando un gen es obtenido de una especie determinada y es
insertado en otra, se le denomina fransgen. A los organismos que contienen transgenes,
se les denomina transgénicos, y pueden contener el transgen de manera temporal o
de forma permanente.

Con esta tecnologia, actualmente es posible manipular la calidad y cantidad de
carne producida en un cerdo o en un pez; podemos obtener proteinas de interés
farmacoldgico o industrial de origen animal en bacterias, asimismo podemos tener
vegetales que producen proteinas animales, o que tienen propiedades extraordinarias
en cuanto a resistencia a plagas, pesticidas o situaciones de estrés. Con la ingenieria
genética se pueden realizar los experimentos de cruce y seleccidn a un nivel extraor-
dinario, limitado solo por ciertas reglas bésicas de genética molecular, cuyos meca-
nismos finos pueden variar de un organismo a otro.

Sin embargo, junto con esta posibilidad de manipulacién genética, también han
surgido preocupaciones sobre el efecto a mediano y largo plazo que el uso de orga-
nismos transgénicos puede provocar sobre la salud humana y sobre los ecosistemas
donde estos organismos transgénicos son introducidos. En este tema se describen las
principales estrategias para la introduccién de transgenes en microorganismos, célu-
las eucariotas, animales completos y vegetales, asi como algunos ejemplos de las
aplicaciones que han tenido.

Transferencia de transgenes

Para generar un organismo transgénico se requieren diversas herramientas de la
biologia molecular. Sin embargo, lo que se necesita basicamente es el transgen de
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interés, un vector, que es una molécula que permite introducir i transgen en la célula
adecuada; una manera de detectar a las células que adquirieron el transgen, y final-
mente, darle a esa célula ahora transgénica, las condiciones adecuadas para la pro-
duccion del producto de interés. En todos lo casos, lo que se busca es que el gen se
exprese, pues la expresion produce un ARN mensajero que dicta las instrucciones a los
ribosomas celulares para generar una proteina. Lo que controla la expresion de un
gen es un fragmento de ADN denominado promotor.! En general, todos los genes estan
controlados por un promotor, aunque los mecanismos particulares varian de procariotes
a eucariotes. Los promotores responden a estimulos quimicos o fisicos que la célula
recibe, de modo que cuando una célula desea “encender” o “apagar” un gen, lo hace
estimulando positiva o negativamente al promotor respectivo.

Mediante técnicas de ingenieria genética se pueden hacer construcciones que
constan de, por lo menos, tres partes: un fragmento de AbN denominado promotor,
que controla la expresion del transgen; el transgen, que es el gen que codifica para la
caracteristica que se desea transferir, y el vector, que es una molécula de AbN gene-
ralmente circular.? Siempre se busca que el transgen esté controlado por el promotor
mas conveniente; ambos, el promotor y el transgen, se “ensamblan” dentro de un
vector, que sirve como acarreador; sin el uso de un vector es muy dificil poder intro-
ducir un transgen en cualquier tipo de organismo.

El tipo de promotor, el tipo de transgen y el tipo de vector que se deben utilizar
estan determinados por el organismo que se desea hacer transgénico. Si es una bac-
teria 0 una levadura, se usan determinadas técnicas; si es una célula eucariota, se
usan otras técnicas, las cuales varian incluso entre células animales y células vegeta-
les. Los mecanismos generales de cada caso se describen a continuacidn.

Ingenieria genética de microorganismos

Los microorganismos son utiles para la produccion de proteinas modificadas o protei-
nas exoégenas, que luego pueden ser agregadas a determinados alimentos para au-
mentar su valor nutritivo. Debido a que la mayor parte de las veces sus requerimientos
de crecimiento asi como €l control y regulacion de su crecimiento son sencillos,
representan el sistema méas econdmico de produccion de proteinas y/o aditivos de
alimentos.

Basicamente se usan dos grupos, los sistemas bacterianos y los basados en
levaduras, ya que ambos son unicelulares y se comportan en forma similar. Sin
embargo, las levaduras presentan ventajas operativas adicionales ya que son capa-
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ces de realizar modificaciones postraduccionales sobre proteinas eucariotas, que
muchas veces las bacterias no pueden completar. Cuando se le introduce material
genético exdgeno a un microorganismo, se dice que se ha fransformado, es decir,
ahora posee caracteristicas que no tendria de manera natural. La transformacion,
de hecho, sucede también de forma natural, pero de formas un tanto mas limitadas,
en especies de microorganismos muy relacionadas y sélo bajo condiciones de pre-
sion selectiva rigurosa.

Las bacterias y levaduras tienen la ventaja de poder aceptar plasmidos.? El plasmido
es una molécula de ADN circular, generalmente mucho més pequeifia que el ADN
cromosomal y s6lo posee unos cuantos genes. Los plasmidos primero fueron identifi-
cados en bacterias, como portadores de genes de resistencia a antibidticos o de genes
codificantes para toxinas. Sin embargo, gracias a la ingenieria genética, estos plasmidos
pueden obtenerse de una bacteria determinada y ser modificados para utilizarse como
vectores, integrandoles el transgen de interés para ser introducidos posteriormente a
otra bacteria. La bacteria ahora transformada no tiene forma de saber si el plasmido
es natural o si contiene genes adicionales, asi que sélo lee las instrucciones conteni-
das en €l y las sigue, haciendo el producto del transgen, siempre y cuando se le den
las condiciones apropiadas de crecimiento.

No todas las bacterias toman plasmidos, de hecho sélo unas pocas tienen ja capa-
cidad de hacerlo y Gnicamente bajo condiciones muy especificas. Cuando una bacte-
ria puede tomar un plasmido, se dice que es competente. Por tanto, después de tener
la construccion genética determinada en un plasmido, el siguiente paso es hacer que la
célula que se quiere transformar sea competente. L.a competencia se logra dando
tratamientos fisicoquimicos a las células, como por ejemplo, sometimiento a algu-
nas sales de calcio, annque no se conocen las causas por las que el tratamiento con
estas sales, como el cloruro o fosfato, predispone a las células a tomar ADN extrafio.
Por sus resultados positivos, la bacteria E. coli es la que mas se utiliza en este tipo de
experimentos. Después de ser tratadas con sales de calcio y con choque de calor,
como puede ser una exposicion a 42°C por 90 segundos, las moléculas del vector
estan preparadas para entrar en la célula.

Otro método es el llamado electroporacion,! que consiste en someter por medio de
descargas eléctricas breves a las células que se quiere transformar, lo cual, al parecer,
forma poros en la célula, lo que permite que se incorporen moléculas del vector. Des-
pués se les da un tratamiento en un medio de cultivo para que reparen sus membranas
y se les pone en un medio selectivo, que nicamente permita el crecimiento de las
bacterias que tomaron el vector; en la mayoria de los casos, el vector que lleva el gen
de interés también posee un gen de resistencia a un antibiético determinado.
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Una vez introducido el plasmido o vector a la célula, ésta multiplica el vector
dentro de ella, fendmeno que sucede con los llamados vectores de clonacion. Si este
vector tiene las instrucciones adecuadas, entonces empieza a producir 1a proteina de
interés. A este tipo de vectores se les denomina vectores de expresion. La condicion
necesaria es que el transgen de interés tenga incorporado un promotor que puede ser
reconocido por el sistema de la bacteria. El promotor es un fragmento de ADN que
dirige la expresion del gen de interés, como ya se mencion6. Muchas veces es nece-
sario inducir la produccién de la proteina de interés debido a que el promotor debe
recibir una seiial que le indique que el gen debe encenderse. Para lograrlo, se agre-
gan determinados metabolitos al medio, ya que cada promotor responde a un tipo
espedifico de metabolito.

En las levaduras se siguen procedimientos similares, pero para lograr que una leva-
dura sea competente por tratamiento quimico se usa el cloruro de litio.’ Las levaduras
son transformadas posteriormente por electroporacion. Una vez transformada una
levadura también debe ser seleccionada para identificar las que adquirieron el vector
de las que no lo hicieron. En este caso si hay diferencias, ya que los sistemas de
seleccion de levaduras se basan en mutaciones para alguna caracteristica. Es decir,
la levadura sin transformar tendrd una mutacién que no le permitira sintetizar un
aminoacido o la hara sensible a determinados antibiéticos. El vector, ademas de tener
el gen de interés, debera contar con el gen que le permita a la levadura solucionar
este problema.

Los vectores utilizados en levaduras son también mas complejos que los de bacte-
rias. A veces se usan plasmidos propios de levaduras o vectores combinados, es
decir, que contienen partes de vectores de levaduras y partes de vectores de bacte-
rias.® Al igual que en las bacterias, los vectores de levaduras deben contener los
promotores adecuados en las posiciones adecuadas para que se pueda expresar el
gen de interés. También, al igual que en las bacterias, el promotor debe ser inducido
por algn metabolito en particular.

Como ya se menciond, las levaduras comparten con las bacterias la ventaja de ser
sistemas biolégicos faciles de cultivar y mantener, pero ademas, tienen la ventaja
adicional de poder realizar modificaciones postraduccionales a las proteinas expresa-
das, como acetilaciones N-terminales, N-glicosilaciones, fosforilaciones, eliminacio-
nes de la metionina inicial en la proteina madura, secrecion y unién y ensamblaje de
macromoléculas, aunque en estos tres Gltimos procesos la eficiencia a veces es limi-
tada. Los sistemas mdés utilizados son los basados en Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe y Pichia pastoris. La aplicacién de todas ellas se ha
relacionado con Ja preduccion de farmacos, pero son muy promisorias para la produc-
cién de proteinas de interés en las ciencias relacionadas con los alimentos.’
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Ingenieria genética célular en mamiferos

Las células eucariotas de mamiferos presentan diferencias considerables en cuanto
arequerimientos y condiciones de crecimiento respecto a las levaduras, que también
son eucariotas. Sin embargo, presentan la ventaja de que pueden completar no sélo
las modificaciones postraduccionales sino también el transporte intracelular de forma
correcta, algo que se dificulta en las levaduras. La transferencia de genes en células
de mamifero persigue varios objetivos: que el transgen llegue al mayor ndmero posi-
ble de células y que éste sea expresado exclusiva y eficientemente en un determina-
do grupo de ellas. '

Respecto a los vectores, se requiere que €stos sean mas complejos que los plasmidos
para que se consiga una expresion estable y adecuada. En algunos casos puede
introducirse el Apn desnudo, es decir, sin estar incorporado en ningin tipo de vector,
pero este ADN desnudo solo seria funcional por unas horas. Los vectores utilizados en
células de mamiferos son los derivados de virus como el SV40, retrovirus, adenovirus,
virus adenoasociados, derivados del herpes, de la vacuna y cromosomas artificiales.
El uso de un determinado tipo de vector dependera del tipo de linea celular que se
quiere transformar, asi como del grado y amplitud de la expresion del transgen que
se quiere lograr.®51%.

Cuando se introduce un vector en una célula eucariota, no se dice que se transfor-
ma, como en el caso de las bacterias y levaduras, ya que el término transformar se
usa para denominar la conversion de una celular normal en una célula cancerosa.
Debido a esto, cuando se introduce un vector en una célula eucariota se dice que se
transfecta, si se usan apns desnudos o AbN basado en un plasmido procariote o mixto;
y que se transducen, si el medio de introduccion del ADN se logra mediante la accidn de
un virus. A diferencia de las bacterias, a las células eucariotas no es necesario hacer-
las “competentes”, solo se les deben dar las condiciones adecuadas para que tomen
al vector. Estas condiciones pueden obtenerse mediante la combinacion del vector
con sustancias liposolubles para que le permitan atravesar la membrana plasmatica;'!
someter la célula a electroporacion; incorporar el ApN en liposomas'>'? (que son ve-
siculas artificiales de l{pidos catiénicos y le permiten atravesar la membrana) o bien
mediante microinyeccion.' En todos los casos el objetivo es el mismo: la introduccion
del transgen a la célula. Cuando se usan virus, las condiciones varian dependiendo del
tipo de virus, del tipo de célula y si el experimento es hecho in vivo o in vitro.'s

Para la seleccidn de las células que adquirieron efectivamente al vector, ya sea
plasmidico o viral, existen dos métodos. El método de seleccion propiamente dicho,
como por ejemplo, dotar a la célula de la resistencia ante algin antibiético, o bien,
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métodos de sefialamiento o reporteros,’ donde la célula que si ha adquirido el transgen
emite algun tipo de sefial detectable que permite identificar el nimero de células
transfectadas o transducidas."”

Finalmente, ya que se ha introducido ¢l transgen, hay que darle al sistema las
condiciones adecuadas para que lo exprese; esto varia dependiendo de si se trata de
un cultivo celular o un organismo completo. Ambas estrategias han sido usadas, sin
embargo, producir una proteina en un sistema eucariota es costoso, debido a que los
medios de cultivo con complejos son caros y delicados, asimismo las condiciones de
cultivo y mantenimiento de los cultivos,'® por o que su aplicacién ha sido limitada.

Debido a eso se explord la posibilidad de que un organismo completo produjera la
proteina de interés, como por ejemplo, un ratén o una oveja. Para lograr esto se
microinyecta el ApN desnudo o en alglin tipo de vector especifico. El transgen se puede
microinyectar en células germinales o en células embrionarias, y mediante el uso de
un promotor especifico, se dirige la expresion del transgen sélo a determinados teji-
dos."” A diferencia de lo que pasa con los promotores procariotes, que responden a
metabolitos, los promotores eucariotes responden a proteinas llamadas factores
transcripcionales,” algunos de los cuales son especificos de grupos celulares deter-
minados.

Esta situacion se aprovecha para dirigir la expresion del transgen, por ejemplo, si
se desea que el transgen se exprese en tejido mamario, se usan promotores que solo se
activen en tejido mamario, de este modo, aunque el transgen esté presente en todos
los tejidos, sdlo se expresard en el tejido mamario, y por tanto el producto se excretara
en la leche.?"?2 En estos casos se busca, por ejemplo, la produccién de una hormona
o alguna proteina que mejore las propiedades comerciales del animal, o bien, que
determinado animal, como una oveja o una vaca, produzca la proteina de interés en la
leche para luego purificarla mejorando el costo de produccién, ya que sélo se reque-
riria mantener al animal, puesto que éste seria ¢l biorreactor.?

Las aplicaciones de los animales transgénicos han sido variadas. El primer expe-
rimento exitoso fue realizado en ratones a los que se les introdujo el gen de la hormo-
na del crecimiento. En los ratones transformados el nivel de hormona del crecimiento
llegé a ser 800 veces mayor que los niveles normales y el tamafio de los ratones
aumentd hasta el doble en comparacién con los ratones no transgénicos.” Se quiso
repetir la experiencia en cerdos, pero en este caso no se obtuvieron los mismos
resultados con respecto al aumento de tamaiio; sin embargo la calidad de los jamones
fue muy buena, al presentar poca grasa y mucho magro, pero los cerdos transgénicos
empezaron a desarrollar diabetes, esterilidad y otras patologias. En salmones, una
estrategia similar ha permitido obtener ejemplares entre 2 y 10 veces mas grandes

-
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que los salmones no transgénicos. En estos casos, el promotor utilizado no era tejido
especifico, sino un llamado promotor fuerte, que es un promotor que permite la ex-
presidn del gen en todo momento, generando una expresién constitutiva, es decir, no
dependiente de factores transcripcionales especificos.?

Ingenieria genética de vegetales

Los vegetales tienen un gran potencial para aplicaciones de ingenieria genética, como
pueden ser la mejora en la produccién de frutos y semillas o bien, la creacion de
nuevas variedades de flores y plantas ornamentales. En el sentido practico, la aplica-
cién de la ingenieria genética en vegetales ha sido la mas util, ya que ha permitido
obtener resultado comerciales importantes. La manipulacion genética se facilita ya
que una sola célula vegetal permite generar una planta completa. Las plantas pue-
den expresar transgenes de mamiferos y actuar como biorreactores, aunque en
algunos casos, por caracteristicas propias de la genética molecular del vegetal, no
son funcionales.

Para la transformacion de vegetales se usan tres métodos. Uno es la introduccién
del vector con el transgen, mediante una bacteria llamada Agrobacterium tumefa-
ciens. La otra forma ¢s introduciendo el vector mecanicamente, disparando con una
pistola, técnica denominada biolistica. Un tercer método es utilizando virus de vege-
tales como vectores. _

La estrategia basada en Agrobacterium tiene la ventaja de ser un método natural:
ta Agrobacterium tiene una relacion simbidtica con muchos vegetales. Esta bacteria
tiene un plasmido [lamado plasmido Ti. Cvando Agrobacterium tumefaciens infecta
a un vegetal, le introduce a sus células el plasmido Ti, es decir, las transforma de
manera natural. El plasmido Ti puede ser extraido del Agrobacterium tumefaciens,
ser modificado por ingenieria genética para eliminar los genes patégenos que contie-
ne, e introducirle ¢l transgen de interés para ser reintroducido en la Agrobacterium
tumefaciens. Si las alteraciones se hacen correctamente la bacteria no tiene forma
de saber que el plasmido Ti ahora estd modificado. El plismido modificado debe
contener el transgen, dirigido por un promotor adecuado, y un gen de seleccion que
permita Juego reconocer qué células vegetales han tomado el transgen y cuales no.?

El sistema es muy eficaz y el vector Ti es de uso comin para introducir los trans-
genes a los vegetales, sin embargo, el sistema sélo funciona con las dicotiledoneas,
como las legumbres, y ha tenido éxito limitado en las monocotileddneas, que son los
vegetales de mayor interés agricola, como arroz, trigo y maiz.
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El método de biolistica es relativamente sencillo. El vector o ADN de interés se
combina con particulas microscopicas de oro 0 tungsteno y éstas se disparan a gran-
des velocidad hacia la célula vegetal. El metal atraviesa la pared celular y deposita el
ADN en el interior de la célula, donde luego es procesado de acuerdo al tipo de cons-
truccién genética que corresponda y produce, en su caso, el producto de interés, una
proteina determinada, o un enzima.?” Una gran variedad de tejidos vegetales se han
bombardeado exitosamente: soya, chicharo, cacahuate, papa, arroz y algodén. En
algunos casos el bombardeo de particulas se usa para generar heridas microscoptcas
en el vegetal que luego hacen mas eficiente la infeccion por Agrobacterium y la
posterior insercion del plasmido Tt modificado.

En cuanto al uso de virus, ése tiene muchas ventajas, ya que son muy eficientes
en su multiplicacién, generando un gran nimero de copias del transgen y expresandolo
adecuadamente; también se extienden por toda la planta, e incluso, a otras plantas y
otras especies. Casi todos los virus vegetales tienen genoma de ARN. Entre los virus que
se utilizan estan caulimovirus, geminivirus, begomovirus, mastrevirus, curtovirus y el
virus del mosaico del tabaco.?® Desafortunadamente, a pesar a todas estas ventajas,
los virus no han podido ser manipulados para poder convertirlos en el vector ideal,
pues sus aplicaciones han sido limitadas.

Aplicaciones de los transgenes en vegetales

Bioinsecticidas

Uno de los principales problemas en el cultivo de vegetales de interés agricola es el
constante dafio por plagas, especialmente gusanos e insectos, aunque también hay
dafios por bacterias, virus y hongos. Una de las primeras estrategias de uso de
transgenes aplicadas fue dirigida precisamente al control de insectos.

La bacteria Bacillus thuringensis produce una toxina que dafia inicamente al
sistema digestivo de los gusanos. Esta toxina es de naturaleza proteinica, de modo
que su produccién depende de un gen. Este gen fue aislado y luego introducido en el
plasmido Ti; a su vez, el plasmido fue introducido a Agrobacterium, con la que se
infectaron vegetales. Los experimentos se desarrollaron inicialmente con plantas de
tabaco, y luego de algoddn y maiz; en ambos casos la transferencia del transgen fue
exitosa. Los vegetales produjeron la toxina contra el gusano en todos sus tejidos, y
con esto, cuando la plaga llegaba, practicamente se envenenaba sola al comenzar a
ingerir las hojas de las plantas transgénicas.
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Los transgenes ya se han. comenzado a emplear con este objetivo en papas, toma-
te, cacahuate y cafia de azicar, entre otras especies. Entre las ventajas de este
sistema podemos mencionar que protege a la planta contra la plaga como se descri-
bio, pero también permite disminuir el uso de pesticidas, ademas de que la proteccién
no depende de las condiciones climaticas, un factor que afecta la eficiencia de los
pesticidas, En general permite bajar los costos de produccion y brinda una mejor
proteccion al medio ambiente.?*°

Maduracion controlada

En ciertos vegetales el periodo de maduracién desde que la fruta esta lista para
cortarse hasta la |legada a los mercados, su distribucion y su vida en anaquel, repre-
senta un problema, ya que hay que enfrentar la pérdida de producto por maduracion.
Debido a esto se ha buscado la manera de poder generar vegetales transgénicos en
los cuales se pueda controlar hasta cierto grado el nivel de maduracién. Actual-
mente, se sabe que el principal mediador de la maduracion es el etileno, que funcio-
na como hormona vegetal. Uno de los genes que se activa durante el proceso de
maduracidn y esta relacionado con la produccion de etileno es el del enzima
aminocicloprotano- 1 -carboxiiato sintasa (accs). Las estrategias para bloquear la
funcion de este enzima consisten en generar un transgen que produce Arn antisentido,
el cual bloquea el ArRn mensajero que produce el enzima; de este modo disminuyen
las cantidades de accs y por tanto, de etileno producido.®' Otra estrategia consiste
en introducir el transgen bacteriano de la Accs deaminansa, que degrada ¢l amino-
ciclopropano-1-carboxilato, sustrato de la accs. En ambos casos, el efecto neto es
reducir la cantidad de etileno generado y por tanto, reducir el grado de maduracion
del producto del vegetal. Esta estrategia ha sido utilizada extensamente en toma-
tes. Los tomates transgénicos se recogen del vegetal en el momento deseado, son
transportados y se someten a tratamientos externos con etileno para favorecer ia
maduracion cuando se requiere.

Resistencia a herbicidas

Otro de los probiemas fundamentales en la agricultura consiste en mantener el creci-
miento adecuado del vegetal de interés manteniéndolo libre del crecimiento de plan-
tas parasitas o malas hierbas. El uso de herbicidas es una opcién, pero en general los
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herbicidas no distinguen a un vegetal de interés agricola de una mala hierba, sino que
matan a ambos, Una opcidn es usar herbicidas especificos para una determinada
familia de vegetales que incluya las malas hierbas, pero esto es costoso y general-
mente el herbicida genera problemas adicionales de persistencia en los vegetales de
interés.

El glifosato y el fosfinotricin, bajo los nombres comerciales de Round up y Basia
respectivamente, son herbicidas de amplio espectro. En este caso, la estrategia con-
sistid en que las plantas de interés agricola tuvieran transgenes que les dieran resis-
tencia a estos herbicidas; en el caso del glifosato, éste actua inhibiendo la sintesis del
acido corismico y aminoacidos aromaticos, inhibiendo competitivamente a la
enolpiruvato shiquimato 3 fosfato sintetasa (epsp). Para hacer vegetales transgénicos
resistentes al glifosato se les introdujo un transgen que generaba un enzima EPSP con
baja afinidad al glifosato, obtenido de la bacteria Salmonella typhimurium, por lo que
no se veria completamente afectada por éste.”® Dicha estrategia ha funcionado en
soya y tabaco.

El fosfinotricin, por otro lado, actia como inhibidor de la glutamina sintasa, lo que
provoca una acumulacion letal de amonio en el vegetal. La estrategia para hacer
resistente al vegetal fue introducir un transgen obtenido del Streptomyces hygros-
copicus, que genera una fosfinotricin acetil transferasa que acetila e inactiva al
fosfinotricin. Esta estrategia ha sido exitosa en trigo. La ventaja de cultivar vegetales
resistentes a estos herbicidas es que se pueden utilizar los productos generales para
eliminar malas hierbas y no es necesario usar herbicidas especializados, lo cual redu-
ce costos, ademas de que los herbicidas de amplio espectro son mas susceptibles a la
biodegradacion.™

Resistencia a estrés

Los principales fendmenos de estrés a los que un vegetal esta sometido son: salinidad,
bajas o altas temperaturas, ¢ inundaciones y sequias. Muchos vegetales tienen meca-
nismos que les permiten soportar algunos de estos cambios, pero como todos los
demas organismos, s6lo estan adaptados para resistir un tipo determinado de estrés,
por ejemplo, hay vegetales especialmente resistentes a condiciones salinas, como las
espinacas, o a condiciones de inundacion, como el arroz; pero no hay vegetales que
‘sean resistentes a todos los casos. Esto limita en parte la produccion de determinado
producto agricola en una region especifica, porque se requiere un clima adecuvado
para su desarrollo 6ptimo.
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Se han explorado diversas opciones de generacion de transgénicos con capacida-
des de resistencia o adaptabilidad a varias condiciones de estrés al mismo tiempo. El
primer caso se relaciona con los cambios de salinidad, lo que genera estrés osmotico
en los tejidos vegetales. Se ha observado que la acumulacion de glicina-betaina pro-
tege al vegetal con cambios osméticos y le permite resistir cambios de salinidad o
deshidrataciones en el suelo. El transgen betA, que codifica para la colina deshidro-
genada en la E coli, cataliza la conversion de colina en glicina betaina. Otro transgen
es el de fa colina oxidasa de Arthrobacter globiformis, que cataliza los pasos de
conversién de la colina a glicina betaina. La estrategia de insercidn de estos transgenes
ha sido exitosa en plantas de Arabidopsis, un organismo modelo de experimentacion
en vegetales, haciéndola resistente a heladas y salinidad. Para dar resistencia adicio-
nal a heladas, se han usado genes de enzimas que cambian los enlaces cis en los
acidos grasos de las membranas, lo que permite una mayor adaptabilidad a bajas
temperaturas.

Se han explorado genes como los que codifican para superéxido dismutasas,
peroxidasas y catalasas, para tratar de generar una resistencia adicional al estrés
oxidativo. Ademas, al igual que en los ejemplos anteriores, se ha realizado un gran
esfuerzo para lograr obtener promotores que controlen la accion de estos genes, de
modo que sus productos se generen Unica y exclusivamente cuando sean necesarios
con el fin de evitar una expresién constante, la cual, en un determinado momento,
podria dafiar al vegetal o producir efectos indeseados.™

Vegetales con valor agregado

Se ha considerado a los vegetales como biorreactores potenciales para la produccion
de productos diversos, como proteinas de interés terapéutico para humanos o la ge-
neracion de plasticos biodegradables. Uno de los objetivos es lograr generar vege-
tales que expresen proteinas utiles como vacunas contra determinadas enfermedades
como el cdlera, por ejemplo, y cuyo consumo nos brinde proteccion.’® Un objetivo ya
no tan ambicioso es, en todo caso, generar vegetales que produzcan amticuerpos
necesarios para determinadas terapias en humanos a gran escala, lo qué bajaria los..
costos de produccién considerablemente, con el consecuente impacto directo sobre
salud piblica, en particular, respecto a los tratamientos costosos y/o escasos, pues los
haria mas disponibles para la poblacion en general.

Desde el punto de vista industrial, siempre ha sido atractiva la idea de producir
plésticos biodegradables a partir de fuentes naturales. El polihidroxibutirato es un
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ejemplo de este tipo de plasticos. Es generado por la accion de tres enzimas denomi-
nados PhbA, PhbB y PhbC, y aunque hacer que tres transgenes funcionen correcta-
mente de manera concertada en un vegetal es complejo, ya se han logrado obtener
plantas de Arabidopsis, capaces de sintetizar el polimero.** Con todo esto, ahora
podriamos contar con vegetales potencialmente Gtiles para generar productos de na-
turaleza industrial, lo que permitiria aumentar ¢l valor comercial de €stos.

Consideraciones ecolégicas y éticas

En el consumidor comiin existe la preocupacion constante acerca de la seguridad en el
consumo de organismos transgénicos, especialmente los que son utilizados directamen-
te como alimentos o si alguno de sus productos sirve como alimento. Sin embargo, los
cientificos concuerdan en tres aspectos que, si no son completamente preocupantes,
si requieren de un estudio minucioso.

El primer aspecto es saber si la introduccidén de un organismo modificado, por
ejemplo un vegetal transgénico, en un ecosistema puede alterar el equilibrio ecolégico
de las diferentes especies que ahi conviven, debido a que las especies no sdlo reaccio-
nan al ambiente para adaptarse, sino que, en menor 0 mayor grado también reacctonan
a los cambios relacionados con las otras especies, es decir, el factor condicionante de
adaptacion depende del ambiente y de las otras especies del entorno.*” Considerando
la complejidad de las relaciones ecoldgicas, es extraordinariamente dificil predecir el
impacto a largo plazo que tendra la introduccién de especies transgénicas en el am-
biente. Algunos investigadores consideran esto como algo realmente preocupante,
mientras que otros solo aconsejan cautela. Debido a la naturaleza de este problema no
es posible obtener evidencias que nos indiquen la inocuidad o peligrosidad de la intro-
duccidn de especies transgénicas en Jos ecosistemas a corto plazo.”®

Otro aspecto preocupante es la posible transferencia de genes entre las espe-
cies transgénicas y las no transgénicas una vez que estan en el ambiente. Aunque
se sabe que hay mecanismos que previenen una transferencia indiscriminada de
genes entre especies, hay aspectos, como el flujo de infecciones virales o de otras
plagas, que pudieran potenciar este fenémeno. Existen dos tipos de consecuencias
posibles: una es la transferencia de genes de especies transgénicas a especies
iguales pero no transgénicas, como puede ser al sembrar maiz transgénico derivado

-de maiz no transgénico, lo que provoca que por cruce genético se pierdan las varie-
dades naturales. Los cientificos concuerdan con que sélo hay que tener cuidado de
cultivar ambos tipos de vegetales en lugares separados o evitar sembrarlos en re-
giones ricas en variedades naturales, para evitar este riesgo.

298



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS |

La otra posibilidad es que la resistencia a herbicidas pueda transferirse a las ma-
las hierbas, generando una especie de “super hierbas”, lo que nos obligaria a utilizar
herbicidas mas toxicos y mas especializados. O bien, que los insectos desarrollen
sistemas capaces de resistir las toxinas transgénicas de vegetales de interés agricola,
generando pestes cada vez mas resistentes y mucho mas dificiles de controlar.’

Una ultima preocupacién es la que siempre estd presente cuando una serie de
tecnologias nuevas ofrecen mejores alternativas: /y si de pronto detectamos un de-
fecto que nos impida utilizar los organismos transgénicos? Aunque no hay evidencias
que indiquen un riesgo de este tipo, siempre es un preocupacion latente, por lo que se
aconseja cautela antes de condicionar completamente la produccion de alimentos al
uso de organismos transgénicos.

En cuanto al conocimiento de los alimentos modificados genéticamente por los
consumidores mediante su indicacion en las etiquetas, las empresas estan concientes
de que los alimentos transgénicos generan desconfianza, asi que se resisten a poner
indicaciones en las etiquetas que adviertan de la presencia de transgénicos por temor
a una baja en las ventas. Esta controversia sdlo puede ser arreglada mediante una
regularizacion que, tomando en cuenta tanto los intereses del consumidor como los de
las empresas, especifique detalladamente como y en qué hay que indicar la presencia
de un producto transgénico.

Finalmente, desde el punto de vista de la seguridad para los humanos, existen tres
preocupaciones: el efecto de consumir transgenes, la posibilidad de que éstos provo-
quen alergias y el efecto de consumir genes con resistencia a antibidticos en los
productos transgénicos. La preocupacidén de que la ingestién de los transgenes en
dichos productos genere algin tipo de anomalia no ha tenido sustento, ya que se ha
demostrado por diversos métodos que el consumo de aDN transgénico no es diferente
al consumo de aDN normal, el cual se ingiere cotidianamente en los alimentos.* Res-
pecto a las alergias, si es un problema real, pero no es exclusivo de los productos
transgénicos, sino que cualquier alimento en un momento dado puede provocar reac-
ciones alérgicas. En este caso es importante que determinado producto transgénico
se someta a las pruebas correspondientes y se indique claramente el riesgo que exis-
te en las etiquetas de los productos finales.”! Por iltimo, respecto a los genes de
seleccion que necesariamente se deben utilizar para poder generar al transgénico,
tampoco se ha demostrado que éstos representen un peligro; incluso hay metodolo-
gias para eliminarlos de los productos finales.*

Con todo esto, de acuerdo con los datos obtenidos hasta el momento, no hay
evidencias que sugieran que los productos transgénicos usados como alimentos re-
presenten un riesgo especial.
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Perspectivas

La demanda hacia la produccion de alimentos sigue en aumento, las tecnologias agri-
colas actuales estidn bajo una presidn considerable para satisfacerla. El uso de
transgenes en microorganismos, animales o vegetales, ofrece una posibilidad de au-
mentar considerablemente el rendimiento de las operacipnes, e incluso, bajar los cos-
tos en muchos casos. Actualmente, vegetales resistentes a herbicidas, a insectos, con
modificaciones que permiten la maduracién controlada, estan siendo ya cultivados en
varios paises y sus productos son comerctalizados. Por tanto, es importante estable-
cer normatividades integrales que tomen en cuenta todos los intereses sobre la inves-
tigacion, cultivo, uso y comercializacion de los productos con transgenes con €l fin de
aumentar los rangos de seguridad en cuanto a ecosistemas, produccién y consumido-
res finales.
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Produccion de biosurfactantes a partir
de residuos agricolas
Biosurfactants Production from Agricultural Residues

Moldes, A.B.'*

Resumen

Gran cantidad de sustratos fermentables se generan como residuos agricolas
o alimentarios a través del procesado de alimentos. Dependiendo de su ori-
gen, estos sustratos podrian ser susceptibles de utilizarse directamente o
tras tratamientos quimicos como fuentes de carbono para la produccién
bioctenolégica de biosurfactantes. Los biosurfactantes son sustancias
surfactantes obtenidas de forma extracelular o a partir de la membrana de
bacterias, levaduras u hongos. Se han encontrado diversos microorganismos
a través de los cuales se pueden obtener biosurfactantes. Varias cepas de
Lactobacillus pueden producir un tipo de biosurfactantes denominados co-
lectivamente surlactin, los cuales se caracterizan por su capacidad para re-
ducir la tensién superficial de los liquidos y por su habilidad para inhibir la
adhesion de ciertos Enterococcus y otras bacterias patégenas en determina-
das superficies. Otros ejemplos incluyen a Pseudomonas aeruginosa, 1a cual
produce un rhamnolipido constituido por rhamnosa y glicolipidos; Candida
bombicola que produce soforolipidos, con buenos rendimientos, a partir de
aceites vegetales y azicar; y Bacillus subtilis | cual produce un lipopéptido
denominado surfactin. Los biosurfactantes presentan un gran potencial de
aplicaciones en diversos campos. En la industria alimentaria, los biosurfac-
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tantes son utilizados como agentes emulsionantes, principalmente en Ja in-
dustria panadera, para mejorar las caracteristicas reologicas de la harinay en
la industria cadrnica. Ademds los biosurfactantes son utilizados en procesos
de bioremediacién por su biodegradabilidad, baja toxicidad y efectividad en
el tratamiento de residuos. Los biosurfactantes también se utilizan como agen-
tes terapéuticos.

Abstract

A lot of fermenting substrates arise from agriculture residues and industrial
food processing. Depending on their origin, these substrates could be employed
directly or after chemical treatment as carbon source for the biotechnological
production of biosurfactants. Biosurfactants are surfactants that are produced
extracellularly or as part of the cell membrane by bacteria, yeasts and fungi.
Different microorganisms have been found biosurfactants producers. Strains
of Lactobacilli were found to produce a biosurfactants collectively termed
surlactin, characterized by the ability to reduce liquid surface tension and by
the ability to inhibit the adhesion of Enferococci and other uropathogens to
polymer surfaces. Others examples include Psendomonas aeruginosa which
produces rhamnose-containing glycolipids named rhamnolipids, Candida
bombicola, which produces high yields of sophorolipids from vegetable oils
and sugars and Bacillus subtilis which produces a lipopeptide cailed surfactin.
Biosurfactants present considerable potential in commercia! applications
industries. So, in food industry, biosurfactants are used as emulsifiers mainly in
bakery where play an important role in the rheological characteristics of flour
and meat products. Besides, biosurfactants are employed in the environmental
industries due to their biodegradability, low toxicity and effectiveness for
bioremediation or therapeutic agents.

Introducciéon

os surfactantes en general son moléculas anfipéticas constituidas por una par-
te hidrofébica y una parte hidrofilica. La parte apolar con frecuencia es una

L

~cadena hidrocarbonada en tanto que la parte polar puede presentar una naturaleza
muy variada, pudiendo ser una sustancia i6nica, aniénica o anfétera. Debido a la
presencia de estos grupos hidrofdbicos e hidrofilicos, 1os surfactantes suelen colocar-
se en las interfases formando una pelicula y reduciendo la tensién superficial del
medio. Muchas de estas sustancias surfactantes son sintetizadas por microorganis-
mos denominados biosurfactantes, los cuales presentan un origen natural frente a los
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surfactantes sintéticos, obtenidos por via quimica. La mayoria de los biosurfactantes
presentan propiedades comunes y son mas efectivos que los surfactantes convencio-
nales. Los biosurfactantes obtenidos de forma natural presentan las siguientes venta-
jas: /) se necesita menor concentracion de biosurfactante para reducir la tensién
superficial; 2) toleran mejor cambios de pH, temperatura y fuerza idnica pudiendo
ser utilizados en un amplio rango de condiciones; 3) son biodegradables, por lo que no
causan problemas medioambientales, y 4} presentan toxicidad muy baja, por lo que
pueden utilizarse con toda tranquilidad en la industria farmacéutica, cosmética y
alimentaria (Banat et al., 2000; Desai y Banat, [997).

Por ofro lado, los biosurfactantes también pueden ser sintetizados a partir de sustratos
renovables (Mercade er al., 1994; Makkar y Cameotra, 1999; Deleu y Paquot, 2004),
bastaria con poner en contacto los microorganismos productores de biosurfactantes
con la fuente de carbono y nutrientes adecuados (Sheppard ef al., 1987; Koch et al,
1988; Mercade er al., 1993; Mercade et al., 1994; Makkar y Cameotra, 1997, Daniel
et al., 1998; Fox y Bala, 2000; Haba ef al., 2000; Abalos ef al., 2001).

Existe gran variedad de microorganismos que pueden producir biosurfactantes;
en la bibliografia se hace referencia a levaduras, bacterias y hongos (Klaenhammer,
1988; Cooper et al., 1989; Martine et al., 1996; Kim ef al., 2000). Con base en su
estructura quimica se pueden distinguir distintos tipos de biosurfactantes. Los mas
comunes y que mayoritariamente han sido objeto de estudio son los glicolipidos,
entre los que se encuentran los rhamnolipidos producidos por Pseudomona
aeruginosa y Pseudomona fluorescens. Otros grupos de biosurfactantes son los
lipopéptidos, fosfolipidos y lipopolisacaridos. Como ejemplo de lipopéptido se en-
cuentra el aislado por Lin y colaboradores (1994) a partir de Bacillus licheniformis
JF-3. Debido a su naturaleza variada, los biosurfactantes pueden presentar pesos
moleculares muy diversos que condicionaran su posterior etapa de purificacién; asi
Lactobacillus helveticus LP27 produce un lipopolisacarido complejo formado tam-
bién por grupos proteinicos con un peso molecular muy elevado (Klaenhammer,
1988), al igual que Rhodococcus erythropolis EK-1, el cval da lugar a un lipido
complejo constituido por uniones de polisacarido-proteina cuando crece sobre etanol,
incluyendo glicolipidos como la trealosa, ademas de lipidos comunes como el dcido
palmitico (Pirog et al., 2004).

En funcidn del metabolismo de estos microorganismos, los biosurfactantes se pue-
den obtener de forma extracelular, o bien, pueden estar asociados a l]a membrana
plasmitica de diferentes microorganismos. En este caso se necesita llevar a cabo un
proceso de extraccién, normalmente con pBs (tampén fosfato y CINa). Por otro lado,
los biosurfactantes pueden producirse en distintas fases del crecimiento celular, asi,
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pueden estar asociados a la fase exponencial de crecimiento o a la fase estacionaria,
una vez que ha cesado el crecimiento celular.

Existen numerosos factores que pueden condicionar la produccion de biosurfac-
tantes, como pH y aireacion. Sin embargo, en la mayoria de los trabajos se hace
hincapié en la composicion del medio de fermentacion referida, tanto a la fuente de
carbono como a los minerales y fuente de nitrégeno (Guerra-Santos ef al., 1986;
Desai y Banat, 1997, Cameotra y Makkar, 1998). En este sentido, Pirog, y colabora-
dores (2004) encontraron que la habilidad de Rhodococcus erythropolis EK-1 para
producir biosurfactantes, tanto sobre sustratos hidrofilicos como sustratos hidrofébicos,
depende de la composicton nutritiva del medio, naturaleza de la fuente de carbono y
nitrégeno, y duracién del tiempo de cultivo. Asimismo, algunos autores, con el fin de
aumentar la capacidad biosurfactante de algunos microorganismos, han propuesto la
produccion de biosurfactantes utilizando cepas mutadas. Asi, Abbas y colaboradores
(2004), utilizando una cepa mutada de Pseudomona aeruginosa, lograron aumentar
la produccién de biosurfactantes por un factor de 10. '

Los biosurfactantes y los residuos agricolas

Apenas existen trabajos en los que se comente la obtencion de biosurfactantes utili-
zando como sustratos o nutrientes residuos agricolas, mientras que en la bibliografia
se encuentran recogidos multitud de trabajos en 1os que se propone la produccion de
aditivos alimentarios, como el acido lactico, utilizando todo tipo de residuos agricolas
(Hofvendalh y Hahn-Higerdal, 1997; Hofvendalh y Hahn-Higerdal, 1999; Moldes
et al., 2001; Sreenath et al., 2001; Bustos et al., 2004; Bustos ef al., 2005).

Los residuos agricolas evaluados para la produccion de biosurfactantes se ba-
san principalmente en residuos oleaginosos, consistentes en corrientes procedentes
del refinado del aceite de soya (Abalos er al., 2001) o del proceso de extraccion del
aceite de oliva (Mercade et al., 1993). También existen trabajos donde se pone de
manifiesto la posibilidad de obtener biosurfactantes a partir del agua de lavado de las
patatas (Fox y Bala, 2000) o de suero de leche desproteinizado (Daniel ef al., 1998).
En esta misma linea, Mahnaz y colaboradores (2004) estudiaron la produccion de
biosurfactantes por parte de Pseudomonas aeruginosa MM 1011, aislada a partir de
acette crudo, sobre 2% de melaza de remolacha procedente del proceso de extrac-
cién del azicar. Encontraron que cuando Pseudomonas aeruginosa crece sobre
este medio, produce un rhamnolipido capaz de reducir la tensién superficial del medio
hasta 20 mN/m.
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Existe poca informacién sobre la obtencidn de biosurfactantes a partir de resi-
duos agroindustriales de naturaleza lignoceluldsica. Desde el punto de vista del
aprovechamiento de residuos, utilizando sustratos econémicos y renovables que
pudieran sustituir al petrdlec o gas natural, seria interesante utilizar estos residuos
agricolas para la obtencidn de biosurfactantes, a la vez que se pueden obtener otros
aditivos alimentarios, como puede ser el acido lactico. Asi, por ejemplo, varias ce-
pas de lactobacillus han sido utilizadas en la bibliografia para la produccion de
acido Jactico a partir de residuos agricolas, ya sea en procesos en continuo o en
discontinuo (Hofvendalh y Hahn-Higerdal, 1999), obteniéndose biomasa restdual
que podria someterse a un proceso de extraccion para la obtencidn de biosurfac-
tantes (Velraeds et al., 1996).

Con base en trabajos recogidos en la bibliografia (Moldes e a/., 2001; Sreenath et
al., 2001; Bustos ez al., 2004), en la figura 1 se recoge de forma muy simple una
posibilidad para la obtencién de acido lactico y biosurfactantes a partir de residuos
agricolas. En primer lugar, el sustrato elegido se somete a un proceso de fracciona-
miento con H,SO,, que permite obtener una fraccién sélida constituida por celulosa y
lignina, asi como una fraccién liquida formada por hemicelulosas. Tras neutralizar la
fraccion hemiceluldsica, €sta se suplementa con nutrientes y a continuacion se este-
riliza para ponerla en contacto con el microorganismo adecuado, capaz de metabolizar
las hemicelulosas, por ejemplo Lactobacillus pentosus, produciendo dcido ldctico y
biosurfactantes. A su vez, la fraccidn celul6sica se trata con NaOH para separar la
lignina de la celulosa, de esta forma la lignina queda como un residuo que puede ser
evaluado para su posterior aprovechamiento. La fraccion celulosita se sacarifica con
enzimas (celulasas), que permiten romper la celulosa en moléculas mas sencillas de
glucosa y celobiosa. Una vez obtenidas las disoluciones de glucosa y celobiosa, éstas,
al igual que ocurria con las hemicelulosas, tienen que ser esterilizadas, suplementadas
con nutrientes y puestas en contacto con el microorganismo adecuado (por ejemplo
Lactobaciilus rhamnosus), consiguiendo de este modo acido lactico y, posiblemen-
te, biosurfactantes.

Caracteristicas de los biosurfactantes
La funcidn principal de los biosurfactantes en el medio es facilitar que determinadas
sustancias que no son miscibles en el disolvente en el que se encentran, formen una

emulsion y puedan ser accesibles, principalmente a los microorganismos productores
de esos biosurfactantes.
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Figura 1. Esquema simple para la obtencién simuitinea de aditivos
alimentarios y biosurfactantes a partir de residuos agricolas

H,S0
21 ! NaOH
, . l Celulosa Lianina
Residuo agricola |—— y fignina —Lg
Nutrientes | Lactobacillus
Hemlicelulosas Celulosa
l _ . Celulasas

Biosurfactantes ' Celobiasa

Acido lactico

. Disoluciones | Nutrientes
L actobacillus —
. | deglucosa

Biosurfactantes
Acido lactico

Velraeds y colaboradores (1996) encontraron 15 cepas de Lactobacillus, entre
los que se encontran L. acidophillus RCI4, L. casei Subsp. Rhamnosus, L.
Sermentum B54,y L. acidophilus T13, los cuales producen biosurfactantes, tanto en
la fase exponencial de crecimiento como en la fase estacionaria. Muchas de estas
cepas producen un tipo de biosurfactantes que inhibe la adhesién de Enterococcus
Jaecalis a determinadas superficies, aunque no todas las cepas de Lactobacillus
tienen el mismo poder de inhibicion, seguramente debido a diferencias en la composi-

cidn quimica del biosurfactante.

La forma mas rapida de saber si determinado microorganismo produce biosurfac-
tantes, consiste en medir la tension superficial del medio de fermentacién (en el caso
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de que el biosurfactante sea extracelular) o hacer una extraccion de los biosurfactan-
tes con pBS (tampodn fosfato y cloruro sédico), y medir la tensidn superficial. La ten-
sion superficial del agua destilada oscila alrededor de 72 mN/m y la adicion de
biosurfactantes puede bajar la tension superficial hasta valores de 26 mN/m. Asi,
Pseudomona aeruginosa es productora de un rhamnolipido que disminuye la ten-
sion superficial del agua a valores de 29 mN/m, en tanto que Pseudomona fluorescens
disminuye este valor hasta 26.5 mN/m con la produccién de un lipopéptido (viscosin).
En general, una sustancia se considera biosurfactante cuando es capaz de reducir la
tension superficial del medio en el que se encuentra en mas de 8 mN/m (Van der Vegt
etal 1991).

Cada biosurfactante presenta un valor minimo hasta el cual es capaz de disminuir
la tension superficial, independientemente del aumento de su concentracion. La con-
centracion minima de biosurfactante que nos permite obtener el valor mas bajo de
tensién superficial se denomina concentracion micelar critica (cMc), la cual va a
variar en funcién del microorganismo y del tipo de biosurfactante. Para conocer el
valor de cMc de un biosurfactante generalmente se realizan diluciones seriadas de la
muestra problema.

Clasificacion de los biosurfactantes

Los biosurfactantes son un grupo muy heterogéneo de sustancias que se pueden
dividir en cinco grandes grupos: 1} ghcolipidos; 2) lipopéptidos y lipoproteinas; 3) acidos
grasos, fosfolipidos y lipidos neutros; 4) biosurfactantes poliméricos y 5) biosurfac-
tantes en forma de agregados (Desai y Banat, 1997). Cabe destacar que existen
muchas cepas de microorganismos recogidos en la bibliografia, con capacidad bio-
surfactante, de las que se desconoce el tipo de biosurfactante que produce, esto se
debe a los complicados procesos de separacién y analisis que hay que desarrollar
para identificar la estructura quimica de un biosurfactante (Haiyan es al., 2003).

1) Glicolipidos. Son los més abundantes y conocidos, constituidos por carbo-
hidratos combinados con cadenas muy largas de acidos alifaticos y acidos hidro-
xialifaticos. Los mas conocidos son los rhamnolipidos, trehalolipidos y soforolipidos.

Los rhamnolipidos estan formados por una o dos moléculas de rhamnosa unidas a
una o dos moléculas de acido b-hidroxidecanoico. Uno de los principales microorga-
nismos productores de rhamnolipidos es Pseudomonas aeruginosa (Maier y Sober6n-
Chavez, 2000). En la figura 2 se puede observar la estructura quimica de un
rhamnolipido producido por Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 2. Estructura quimica de un rhamnolipido
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Los trehalolipidos, estan constituidos por el disacarido trehalosa, unido a diferen-
tes acidos grasos producidos por especies de Mycobacterium, Nocardia y Cory-
nibacterium (Desai y Banat, 1997). El tamaiio, estructura y el nimero de atomos de
carbono del acido graso unido al disacarido varian en funcion del tipo de microorga-
nismo,

En cuanto a los soforolipidos, éstos son producidos principalmente por levaduras
tales como: Torulopsis bombicola y Torulopsis apicola. Por lo general, son mez-
clas de diferentes soforolipidos, constituidos por un carbohidrato dimérico, la soforosa,
~ unido a cadenas muy largas de acidos grasos. Los sustratos de los que se pueden
obtener estos glicolipidos son variados; asi, Otto y colaboradores (1999) obtuvieron
soforolipidos a partir de suero de leche. En la figura 3 se muestra la estructura quimi-
ca de un soforolipido.

Figura 3. Estructura quimica de un soforolipido
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2) Lipopéptidos y Lipoproteinas. Muchos de ellos son lipopéptidos ciclicos, prin-
cipalmente formados por decapéptidos. Uno de los ejemplos mas tipicos es la
surfactina, producida por Bacillus subtilis, con enorme capacidad biosurfactante;
disminuye la tension superficial del agua hasta 27.9 mN/m con una concentracidn
micelar critica menor de 0.0005 g/L. (Arima et al., 1968).

3) Acidos grasos, fosfolipidos y lipidos neutros. Existen numerosas bacterias
y levaduras que producen biosurfactantes formados por este tipo de compuestos. Por
ejemplo, cuando Acinetobacter crece sobre hexadecano produce un biosurfactante
muy potente, la fosfatidiletanolamina, formada por dos cadenas hidrocarbonadas de
acidos grasos (Kappeli y Finnerty, 1979).

4} Biosurfactantes poliméricos. Entre los mas conocidos se encuentran e}
biodispersan, liposan y el emulsan. El biodispersan es un heteropolisacarido produci-
do extracelularmente por Acinectobacter calcoaceticus, constituido por glucosamina,
galactosamina, 6-metil aminohexosa, y &cidos urdnicos (Rosenberg ef al., 1988). Este
mismo microorganismo también produce otro potente biosurfactante, el emulsan, cons-
tituido por N-acetil-D-galactosamina, asf como por otros N-acetil amino azicares no
identificados. Por otra parte, el liposan se puede obtener a partir de Candida lipolyptica
(Cirigliano y Carman, 1985); estd formado por 83% de carbohidratos y 17% de pro-
teinas. Ademas, existen otros biosurfactantes poliméricos en forma de manoproteinas,
constituidas por 44% de manosa y 17% de proteinas.

3) Biosurfactantes en forma de particulas. Algunos microorganismos producen
una serie de agregados, formando. vesiculas que contienen cinco veces mas
fosfolipidos, y 350 veces mas polisacéridos que otras membranas del propio microor-
ganismo (Desai y Banat, 1997). La bacteria Acinetobacter se encuentra dentro de
las productoras de este tipo de vesiculas compuestas por proteinas, fosfolipidos y
lipopolisacaridos (Kappeli y Finnerty, 1979).

En latabla 1 se muestran algunos biosurfactantes tipicos, asi como los microorga-
nismos que los producen.

Aplicaciones

Los biosurfactantes presentan numerosas aplicaciones (Banat ef of., 2000; Kourkoutas
et al., 2004), pueden utilizarse en la industria alimentaria para mejorar la reologia de
los productos de panaderia y pasteleria, ya que facilitan la formacion de emulsiones,
ademas pueden ser empleados con estos mismos fines en la industria carnica. Los
biosurfactantes son considerados de origen natural, por lo que su utilizacidn en la
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Tabla 1. Microorganismos productores de biosurfactantes y tipos de

biosurfactantes

Biosurfactante

Microorganismo

Referencias

Glicolipidos

-Ramnolipidos

-Soforolipidos

-Trehalolipidos

Pseudomonas aeruginosa

Candida bombicola
Candida apicola

Arthrobacter paraffineus

" Rhodococcus erytropolis

Mercade et af., 1993; Abalos
et al.,, 2001; Mahnaz y ef al.,
2004; Benincasa ef al., 2004,

Daniel et al., 1998,
Garcia-Ochoa y Casas;
1997a y b.

Suzuki et al., 1969; Kim
elal., 1990.

Lipopéptidos y lipoproteinas

-Viscosina
-Subtilisina
-Surfactina

Pseudomonas fluorescens
Bacillus subtilis
Bacilius subtilis

Neu et al., 1990.
Bernheimer y Avigad, 1970.

Cooper et al., 1981; Ahimou
ef al., 2000.

Acidos grasos y fosfolipidos

-Biodispersan
-Liposan

Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica

-Acidos grasos Pseudomona aeruginosa Robert et al., 1989,

-Fosfolfpidos Acinetobacter Kappeli y Firnerty, 1979.
Surfactantes poliméricos

-Emulsan Acinetobacter calcoaceticus Zukerberg et al., 1979.

Rosenberg et al., 1988.
Cirigliano y Carman, 1985,

industria alimentaria tiene mayor aceptacién frente a los biosurfactantes de origen
sintético. Otro campo en el que los biosurfactantes podrian desempefiar un papel
importante es en la elaboracion de envases activos para impedir la adhesién a éstos
de microorganismos patogenos y asi aumentar la vida Uti! de los alimentos. Existen
algunos trabajos que evidencian la propiedad de algunos biosurfactantes para evitar
la adhesidn de bacterias patogenas a determinadas superficies. Asi, Reid eral. (1988)
encontraron que ciertas bacterias lacticas tienen la capacidad de inhibir a E-coli,
mientras que Martine er al. (1996) encontraron que algunos biosurfactantes produci-
dos por bacterias lacticas inhiben la adhesion de Enterococcus faecalis a superfi-

cies de cristal.
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Ademas, los biosurfactantes pueden utilizarse en otro tipo de industrias, como la
farmacéutica (Rodrigues ef al., 2004; Singh y Cameotra, 2004), cosmética y me-
dicambiental, siendo en esta Gltima donde se hace muy importante (Desai y Banat,
1997): los biosurfactantes permiten reducir el impacto ambiental causado por diver-
s0s residuos liberados al medio ambiente, como por ejemplo, los hidrocarburos.

Existen numerosos microorganismos que son capaces de degradar hidrocarbu-
ros de cadena larga como el petréleo, aunque para ello estos hidrocarburos tienen
que estar biodisponibles. La mayoria de los hidrocarburos causantes de la contami-
nacion ambiental son altamente insolubles en agua, lo que genera muchas veces
uniones hidrofdbicas en determinadas superficies, como las rocas, por lo que se
hace muy dificil su eliminacion, esto se debe a que los microorganismos que pueden
degradarlos no son capaces de acceder a ellos por no estar biodisponibles. Es por
esto que en el campo de la biorremediacién se estan buscando microorganismos
productores de sustancias biosurfactantes que favorezcan la biodisponibilidad de
estos hidrocarburos.

Conclusiones

Con base en datos recogidos en la bibliografia sobre la produccion de biosurfactan-
tes a partir de suero lacteo o aceites residuales procedentes de la fritura de ciertos
alimentos, se llego a la conclusion de que residuos agroindustriales pueden ser tam-
bién una fuente de nutrientes o sustratos para la produccién biotecnoldgica de
surfactantes. Para ello sélo es necesario poner en contacto un microorganismo
productor de biosurfactantes (levaduras, hongo o bacteria) con capacidad para
metabolizar el sustrato elegido en las condiciones adecuadas. La produccidén de
biosurfantes varia mucho en funcion de la composicion del medio de fermentacion,
por lo que €ste es un aspecto al que hay que prestar una atencién especial. Existen
muchas bacterias lécticas productoras de biosurfactantes, asi que una opcidn inte-
resante podria ser la obtencidén simultanea de acido lactico y biosurfactantes a
partir de residuos agroindustriales.
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Uso y aprovechamiento de subproductos vegetales
y animales en la prevencion de insectos, hongos
y algunas enfermedades
Use and Advantage of Vegetal by-Products and Animals
in the Prevention of Insects, Fungi and Some Diseases
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Resumen

En el estado de Sonora existe una gran diversidad de especies vegetales con
propiedades antagénicas para el crecimiento de insectos. Por esta razén, en la
Universidad de Sonora se han probado con éxito mas de 40 especies de plantas
regionales para el control de insectos en granos almacenados de trigo, frijol y
maiz. Sonora también se destaca por su produccion vitivinicola, pues més de
50% de la uva cosechada se destina para la produccion de destilados, proceso
que genera de 5 a 10% de orujo. Este residuo es rico en fibra, por lo que en esta
institucion se han evaluado las propiedades hipocolesterolémicas e hipoglicé-
micas de la fibra de orujo en ratas. Por otro lado, la rapida proliferacion de
granjas camaronicolas en el estado ocasiona problemas ambientales debido a
la produccién de grandes cantidades de desecho (30 a 35% del peso total). El
desecho contiene aproximadamente 50% de quitina, la cual puede ser transfor-
mada en quitosano, un biopolimero natural, biodegradable y no téxico, con
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propiedades antimicrobianas e insecticidas. Siendo otro subproducto impor-
tante en la region, el uso del desecho de camaroén para la obtencion de quitosano,
asi como la evaluacion de sus propiedades bioldgicas y filmogénicas, puede
proporcionar informacién atil sobre la accién inhibitoria del biopolimero para la
conservacién de alimentos, ya sea solo 0 en combinacion con otros subpro-
ductos potenciales naturales.

Abstract

In the state of Sonora exist a great vegetal species diversity with antagonic
properties for the insects growth. For that reason, in the University of Sonora,
more than 40 species of regional plants has been successfully tested to the
contro] of insects in wheat, bean and comn stored grains. Also, Sonora draw
ahead by its vine grower production and more than 50% of grape is used for
liquor production, process that generate from 5 to 10% of “orujo”. This residue
is rich in fiber and for that reason, in this Institution, the hypocholesterolemic
and hypoglycemic properties of the orujo fiber has been evaluated in rats. For
other side, the rapid shrimp farms proliferation in Sonora is causing
environmental problems due to the production of large amounts of wastes (30-
35% of total weight). The waste contains about 50% of chitin and this product
can be transformed to chitosan, which is a natural biopolymer, biodegradable
and non toxic, with antimicrobial and insecticide properties. Being another
important by-product generated in the region, the use of shrimp wastes for
chitosan production and the evaluation of its biological and filmogenic properties
can to proportionate valuable information about the inhibitory action of the
biopolymer, alone or in combination with other natural potential by-products,
for the food conservation.

Introduccion

as implicaciones ambientales relacionadas con el uso de compuestos quimi-

cos para inhibir el desarrollo de microorganismos e insectos, asi como la re-

sistencia de éstos, han propiciado la busqueda de fuentes naturales alternativas
para la conservacion de alimentos. En este sentido, el aprovechamiento de los sub-
productos agroindustriales vegetales o animales generados por la industria de alimen-
tos, o de malezas con propiedades importantes para la conservacién de alimentos, ha
despertado un gran interés debido a que, ademas de ser ricos en productos de alto
valor agregado, poseen un elevado potencial de aplicacidn en diversos campos.
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El orujo de uva, el desecho de camardn y una gran diversidad de especies vegeta-
les son ejemplo de subproductos generados en el estado de Sonora, cuya reutilizacién
representa una alternativa natural al empleo de sustancias quimicas. Con base en lo
anterior, el estudio sobre el uso de los recursos generados en el estado permitira el
desarrollo de procesos para su aprovechamiento en la obtencién de productos con
propiedades biolégicas importantes, o bien, en la produccién biotecnolégica de aditi-
vos alimentarios. El objetivo de este trabajo es hacer un resumen de algunos estudios
sobre el aprovechamiento de subproductos importantes generados en el estado de
Sonora.

Utilizacion de plantas (malezas) para el control de insectos
que daian granos almacenados

El uso de productos quimicos para combatir las principales plagas de los granos alma-
cenados es una practica popular a nivel mundial. Sin embargo, en la actualidad, la
solucion rapida y eficiente lograda mediante Ja aplicacion adecuada de plaguicidas se
ha convertido en un problema debido a la deteccion de resistencia en los insectos
hacia los productos aplicados y a la contaminacidén del medio ambiente por la pre-
sencia de residuos toxicos (Fao, 1976; Rios, 1992).

Las plantas representan una alternativa natural para control de insectos en granos
almacenados, tal como lo han demostrado la rotenona, la sabadilla y los piretros
(Cremlyn, 1985). En el estado de Sonora existe una gran diversidad de especies
vegetales, y algunas de ellas poseen propiedades antagonicas para el desarrollo de
los insectos, razon por fa cual, en la Universidad de Sonora se han realizado varios
experimentos enfocados principalmente al control de insectos considerados plagas
primarias, como Rhyzopertha dominica, Zabrotes subfasciatus, Acanthoscelides
obtectus, Sitophilus zeamais y Sitotroga cerealella, en granos de trigo, frijol y
maiz, respectivamente. Hasta la fecha se han estudiado més de 40 especies de plan-
tas (hojas y tallos secundarios) de diversas regiones del estado (Rio de Sonora, Rio
Yaqui y Costa de Hermosillo).

Cortez-Rocha (1990) recolectaron 36 plantas de las regiones del Rio de Sonora,
Rio Yaqui y sur del estado de Sonora. Las plantas se secaron al sol y se molieron,
probandose contra R. dominica. Los resultados indicaron que ninguno de los ex-
tractos acuosos probados causé mortalidad al insecto. En otro estudio, Cortez-
Rocha et al. (1993) aplicaron polvos y extractos vegetales de 10 plantas para evaluar
su efecto sobre Zabrotes subfasciatus y Acanthoscelides obtectus, en frijol pinto
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almacenado a 27°C y humedad relativa de 65-70%. Los resultados indicaron que la
aplicacion de polvos y extractos de Argemone mexicana y Datura stramonium
tuvieron un gran efecto repelente para ambas especies de insectos, ademas de los
tratamientos con Argemone platyceras y Larrea tridentata en Acanthoscelides
obtectus. Al evaluar el efecto sobre la oviposicion de Z. subfasciatus en el grano, se
encontré que D. strumarium y A. mexicana presentaron bajo nimero de huevecillos
ovipositados y por consiguiente, un bajo nimero de insectos adultos de nueva emer-
gencia. En 4. obtectus, estas mismas plantas y R. communis causaron un bajo na-
mero de insectos adultos de nueva emergencia.

Por otro lado, Cortez-Rocha y Celaya (1992) evaluaron plantas para control de
Sitophilus zeamais en grano de maiz; sus resultados indican que los polvos de Encelia
Jarinosay R. communis provocaron una mortalidad de 100 y 66% respectivamente,
mientras que la aplicacion de D. strumarium causd la mayor repelencia para este
insecto. Pruebas fitoquimicas, cromatografia de capa fina y analisis infrarrojo han
permitido determinar la presencia de alcaloides, esteroles, saponinas y glicésidos
cardiotonicos (Parra Vergara, 1992).

En estudios posteriores, purificaron compuestos aislados (alcaloides) de extractos
de Nicotiana glauca, evaluando su efecto toxicolégico en el insecto Zabrotes
subfasciatus (Boheman) mediante indice de mortalidad, indice de oviposicion, indice
de emergencia, porcentaje de grano dafiado y porcentaje de pérdida de peso. Los
resultados del analisis cromatografico arrojan que los compuestos encontrados en
mayor proporcion en fa planta son alcaloides y esteroles, siendo los primeros los de
mayor toxicidad.

Aprovechamiento de la fibra de orujo de uva y su efecto
en el perfil lipidico de ratas hipercelesterolémicas

Junto con la gran diversidad de plantas silvestres, Sonora destaca también por su
produccion vitivinicola. Se estima que aproximadamente 50% de la produccion de vid
se destina a la produccion de aguardiente, generando de este modo una gran cantidad
de subproducto proveniente del prensado de la uva (5-10%), proceso conacido co-
minmente como orujo de uva. La cascarilla de orujo contiene un alto porcentaje de
fibra total (aproximadamente 70%), por lo que puede ser utilizado como una fuente
de fibra dietaria para consumo humano.

Los beneficios a la salud asociados con el aumento en el consumo de fibra dietaria
se han estudiado continuamente, ya que entre algunas enfermedades relacionadas
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con deficiencias de fibra se encuentran el cancer de colon, hipercolesterolemia,
arterioesclerosis, diabetes, diverticulitis, constipacidn, hipertensién, obesidad y cal-
culos biliares (Gordon, 1989). Por tal motivo, en la Universidad de Sonora se han
realizado estudios para evaluar el efecto hipocolesterolémico e hipoglucémico de la
fibra contenida en la cascarilla del orujo, valorando indicadores bioquimicos y fisio-
1dgicos en ratas.

Los resultados obtenidos indicaron que la cascarilla presenté un alto contenido de
fibra total dietaria, siendo la fraccién insoluble la de mayor proporcion. La composi-
cién quimica de [a cascarilla mostré ademas contenidos importantes de proteina, ce-
nizas y taninos, lo cual es de consideracion al momento de disefiar dietas para consumo
humano o animal. Asimismo, las ratas alimentadas con las dietas elaboradas con
cascarilla de uva presentaron niveles significativamente mas bajos de colesterol y
triglicéridos con respecto a la dieta con hipercolesterolemia inducida, encontrando un
mayor efecto en la disminucion de triglicéridos (Cannet-Romero ez al., 2003).

Con respecto al efecto hipoglicémico, se encontrd que ratas hiperglicémicas ali-
mentadas con dietas a base de orujo reportaron valores finales de glucosa en suero
estadisticamente iguales a los obtenidos en ratas alimentadas con dietas a base de
fibras que ya han sido probadas por su efecto hipoglucémico. Lo anterior ha permi-
tido el establecimiento de modelos biologicos para la evaluacion del efecto de fuen-
tes no convencionales de fibra dietaria sobre el metabolismo de lipidos y carbohidratos.

Aprovechamiento de desechos de camardén para
la obtencion de quitosano

Otra de las actividades importantes en el estado es el cultivo de camaré6n, producto
de alto valor econdémico en el mercado internacional que ha convertido a la
camaronicultura en el centro de la actividad pesquera de exportacién en el pais.
Desafortunadamente, la rapida proliferacién de las granjas de camarén esta afectan-
do ecosistemas costeros y comunidades rurales, causando problemas ambientales
debido a la produccién de cantidades considerables de desechos (30-35% del peso
total del animal). El desecho contiene alrededor de 50% de quitina; ésta es una molé-
cula analoga a la celulosa y ocupa el segundo lugar en abundancia después de la
misma, con una produccién anual de 10'° a 10" toneladas (Agullé ez ai., 2003). Los
desechos de crustdceos constituyen la principal fuente comercial de quitina y
quitosano, el cual es ¢l principal producto derivado de la primera.
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El quitosano es un biopolimero natural y no téxico, con propiedades especificas
como biodegradabilidad, efecto antimicrobiano (Plascencia-Jatomea et al., 2001 ; 2003),
potencial insecticida (Zhang ef al., 2003) y actividad inductora de moléculas de de-
fensa en tejidos vegetales, criterios que lo hacen ser un agente conservador promete-
dor. Reddy y colaboradores (1999) reportaron una mejora significativa en la
germinacién y resistencia de granos de trigo recubiertos con soluciones de quitosano,
ademas de reducir el desarrollo de Fusarium graminearum y estimular la sintesis de
compuestos fendlicos y lignina en las hojas.

Estudios recientes han permitido demostrar que ¢l quitosano es un agente con
propiedades fungistaticas efectivas para controlar el crecimiento de hongos
filamentosos contaminantes de alimentos tales como Aspergillus niger y Penicillium
chrysogenum, tanto en cultivo superficial como en medio liquido y en peliculas com-
puestas (Plascencia-Jatomea, 2004). En cultivos superficiales se demostré que, a
30°C, 3.5 mg/cm® de quitosano previenen 50% la germinacidn de esporas de
Aspergillus niger (CQ, ), ademas de actuar sinergisticamente al combinarse con
baja temperatura, mientras que en medio de cultivo liquido se encontrd que la presen-
ciade 3.5 g/L. de quitosano altera completamente ¢! proceso septacién de las hifas de
A. niger, impidiendo su crecimiento a 30°C.

La evidente deformacién, distorsion € hichamiento observados en las hifas del
hongo sugieren que el quitosano afecté la turgencia y la presion de la célula causan-
do estrés fisioldgico, o cual fue mas notorio durante la etapa de polarizacion de Jas
esporas ya que durante dicha etapa la pared celular de la espora es mas delgada con
respecto al resto del ciclo de crecimiento vegetativo. Asimismo, el biopolimero fue
capaz de reducir la relacion area/volumen de las hifas por aumento relativo de los
diametros, disminuyendo ia superficie en contacto directo con el medio. Esto parece
ser una respuesta a la toxicidad del quitosano presente en el agar (Plascencia-Jatomea,

2004, Plascencia-Jatomea et al., 2003).

Con respecto al estudio de tas propiedades biologicas de peliculas compuestas de
quitosano, se ha reportado que éstas resultan efectivas para impedir el desarrolio de
Penicillium chrysogenum en queso, a temperaturas de refrigeracion (<10°C)
(Plascencia-Jatomea, 2004). Esto indica que las propiedades bioldgicas del
biopolimero pueden ser aprovechadas en la elaboracién de empaques naturales acti-
vos, los cuales presentan la propiedad adicional de ser biodegradables.

En adicion, tomando en cuenta que el principal resultado fue el fuerte efecto inhi-
bitorio que resulta al combinar el biopolimero con baja temperatura (<18°C)
(Plascencia-Jatomea ef al., 2003), se considera que la elaboracién de nuevos pro-
ductos biotecnolégicos en donde se exploten las propiedades antimicrobianas del
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quitosano constituye una alternativa potencial al empleo de agentes quimicos para
preservar alimentos contaminados, retardando satisfactoriamente el crecimiento de
hongos filamentosos durante su almacenamiento.

Por tal motivo, en esta institucion se han realizado estudios sobre el aprovecha-
miento de desechos de camardn para la obtencién de quitosano mediante procesos
que han permitide un ahorro substancial del agua, reduciendo los volimenes regue-
ridos para el procesamiento. Asimismo, se estan realizando estudios para determinar
el efecto antifiingico del quitosano sobre la germinacion de esporas, crecimiento
apicaly produccion de toxinas de hongos filamentosos como Fusarium verticillioides,
aislados de granos de maiz cosechado. Lo anterior permitird conocer a detalle la
accion inhibitoria del biopolimero sobre las diferentes etapas de crecimiento, ya sea
solo o0 en combinacion con otros subproductos naturales potenciales para la conser-
vacion de alimentos.
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Aprovechamiento integral de residuos agricolas
mediante compostaje
Whole Recycling of Agriculture Residues
Through Composting
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Resumen

La cantidad de residuos generados por el hombre va en aumento de forma
paralela al incremento de la poblacién. Muchos autores han propuesto dife-
rentes biorresiduos, como materiales lignocelulésicos y residuos agricolas,
para la produccién de xilitol, acido lactico y acido citrico o para la obtencion
de biocombustibles. En la mayorfa de los casos s6lo se utilizan fracciones
especificas de estos biorresiduos como fuente de carbono para la produccioén
biotecnolégica de aditivos alimentarios o biocombustibles, permaneciendo
otras fracciones como residuo. Ademas, tras la produccion biotecnologica de
estos aditivos se genera una gran cantidad de biomasa, asi como medio de culti-
vo, con un elevado contenido en nitrégeno. Por otra parte, en gran cantidad
de casos la competencia con otros sustratos impiden la utilizacién de muchos
residuos agroindustriales como materia prima para estos fines. Con el fin de
ltevar a cabo un aprovechamiento integral de estos residuos seria interesante
utilizar todas sus fracciones. El compostaje es la descomposicion bioldgica y

1 Departamento de Edafologia y Quimica Agricola, Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago
de Compostela (Espaiia).

? Area de Tecnologia de los Alimentos, Departamento de Quimica Analitica, Escuela Politécnica
Superior, Universidad de Santiago de Compostela-Campus de Lugo, 27002-Lugo (Espafia).

* e-mail: amoldes@usc.es

329



=

SIMON Josias TELLEZ, Ma. GuADALUPE Bustos Y GonNzaLo VELAZQUEZ

la estabilizacion de compuestos biodegradables bajo condiciones controla-
das. El compostaje es un proceso aerébico (requiere oxigeno) y es realizado
por microorganismas, los cuales utilizan los componentes organicos de estos
residuos como fuente de energia. Para conseguir las condiciones idéneas
que nos permitan completar el proceso de compostaje, puede ser convenien-
te la mezcla de residuos de distintas caracteristicas, siendo especialmente
relevante la relacién C/N de los materiales compostables. El compost puede
ser utilizado como acondicionador del suelo o fertilizante orgénico. Los prin-
cipales factores que se deben controlar durante el proceso de compostaje
incluyen pardmetros medio ambientales como: temperatura, humedad, pH,
aireacién y pararoetros intrinsecos del sustrato, como relacion C/N, tamafio
de particula y contenido en nutrientes.

Abstract

The amount of waste increases day by day in parallel to the increasing of
population. Many authors have proposed the biotechnological production of
food additives such as xilytol, lactic acid and citric acid or biofuels like ethanol
from different biowaste like lignocellulosic materials or agriculture residues. In
most of the cases, only specific fractions are employed as carbon source for
food additives or biofuels remaining other fractions. Moreover, after the
biotechnological production of food additives the fermentation broth supposes
an additional residue with a high content in nitrogen. On the other hand,
sometimes the competition with other substrates prevents the immediate use of
agriculture residues for these purposes. For, the whole use of these residues, it
would be interesting to utilize all the biowaste fractions. Composting could be
a successful strategy for the sustainable complete recycling of biowaste.
Composting is the biological decomposition and stahilisation of the
biodegradable components under controlled conditions that can be used as
sotl conditioners and/or organic fertilizers. It is an aerobic process (requires
oxygen)and it is carried out by microorganisms which metabolize organic waste
as an energy source. In order to get the best conditions for composting can be
interesting to mix different biowaste being especially important the relation C/
N. The compost elaboration depends on several basic conditions. The main
factors in the control of composting include environmental parameters as
temperature, moisture content, pH, aeration and substrate nature parameters
like C/N ratio, particle size and nutrient content.
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Introduccion

tariamente se genera gran cantidad de residuos agroalimentarios que son

cada vez mas dificiles de recoger y tratar. Algunos autores han propuesto la

utilizacién de estos residuos para la produccion de determinados aditivos
alimentarios o para la obtencion de etanol como alternativa al uso de sustratos no
renovables (Linko y Javanainen, 1996; Hofvendalh y Hahn-Hégerdal, 1997;
Hofvendalh y Hahn-Hiagerdal, 1999; Sreenath et al., 2001; Bustos et al., 2004; Bus-
tos ef al., 2005),

Generalmente estos residuos tienen que sufrir una serie de etapas de fracciona-
miento que permitan obtener la fraccidon adecuada en cada caso y con las caracteris-
ticas idoneas para realizar los procesos sacarificativos y fermentativos correspondientes
(Moldes et al., 1999; Hofvendahl y Hahn-Hégerdal, 1999; Moldes et 4/., 2002; Bus-
tos et al., 2005). Tras las etapas de fraccionamiento, las fracciones a aprovechar se
suplementan con nutrientes y se ponen en contacto con el microorganismo adecuado
para la obtencion del producto que interese en cada caso. Generalmente durante
estos procesos se generan determinadas fracciones que no son utilizadas y que po-
drian emplearse como materia prima para procesos de compostaje. Ademas, durante
la produccion biotecnoldgica de los aditivos alimentarios se obtiene gran cantidad de
biomasa microbiana que junto con el medio fermentativo, tras la recuperacion del
producto, podria ser una buena fuente de nitrogeno para potenciar o acelerar los
procesos de compostaje.

El compostaje se puede definir como un proceso controlado y acelerado de des-
composicion de las partes organicas de los residuos, basicamente aerobio, que da
lugar a un producto estable llamado compost. El compost es el resultado de la trans-
formacion y estabilizacion de restos organicos por la accioén de microorganismos en
presencia de oxigeno y agua; sus caracteristicas dependen de las materias primas y
del proceso de compostaje. Durante éste, componentes tales como proteinas, celulo-
sa y hemicelulosas, son utilizados por los microorganismos como fuentes de nitrdgeno
y carbono, respectivamente. Uno de los parametros intrinsecos mas importantes con-
siderar, en un residuo susceptible de ser compostado, es la relacion carbono/nitroge-
no (C/N), que debe oscilar entre 25-35. Ademas, existen otros factores extrinsecos
como la humedad y oxigenacion que desempefian un papel fundamental en el proceso
de estabilizacién del compost.

En cuanto a sus aplicaciones, la aplicacién mas interesante del compost es como
enmienda organica en agricultura y restauracion de suelos, con el fin de mantener

331



SimON Josias TELLEZ, MA. GUADALUPE BusTos ¥ GONZALO VELAZQUEZ

o incrementar ¢l contenido de materia organica del suelo. Otros usos son su utiliza-
cién como fertilizante, con el objeto de incrementar el rendimiento de las cosechas
o como componente de sustratos horticolas y de jardineria.

Los residuos agricolas

Cuando se quiere utilizar residuos agroindustriales para la produccion biotecnoldgica
de diferentes aditivos alimentarios, se tienen que sortear una serie de etapas de frac-
cionamiento que varian en funcién del producto de interés.

La mayoria de los residuos agroindustriales presenta una naturaleza lignocelulésica
cuyo fraccionamiento esta condicionado por el hecho de que la celulosa, las
hemicelulosas y la lignina son de naturaleza polimérica y se hallan interpenetradas,
por o que existe entre ellas uniones fisicas y quimicas, de tal modo que los procedi-
tmientos clasicos de fraccionamiento (cristalizacion, precipitacion, extraccién) no son
satisfactorios para su separacién individual, ya que el aislamiento de uno de los
polimeros implica la degradacion de la estructura de los otros (Patel et al., 1992;
Hofvendalh y Hahn-Higerdal, 1999).

Para el aislamiento de la fraccién hemicelulésica se pueden aplicar procesos con
acidos diluidos y temperaturas elevadas que permitan la solubilizacién casi total de las
hemicelulosas y parte de la lignina (lignina soluble en acido), quedando un residuo
solido compuesto por celulosa y lignina (Ray et al., 1985; Harris ef al., 1984; Bustos
et al., 2004; Bustos et al., 2005). El 4cido mas utilizado para desarrollar este proceso
es el acido sulfirico, pero pueden utilizarse otros suficientemente fuertes como acido
clorhidrico, acido nitrico o acido fosforico. Otros procedimientos alternativos para el
aislamiento de la fraccién hemiceluldsica son los métodos hidrotérmicos, que se ba-
san en Ja utilizacion de agua a elevadas temperaturas, lo que permite la liberacién de
los grupos acetilo de las hemicelulosas y crea un medio acido que produce la
solubilizacidn, parcial o total, de las hemicelulosas. Ademas, existen otro tipo de trata-
mientos para la obtencién de la fraccion hemiceluldsica que se basan en la utlllzacuon
de enzimas, concretamente de xilanasas.

Para el aislamiento de la fraccién celuldsica de los residuos agroindustriales, se
pueden utilizar diferentes procesos de deslignificacién entre los que se encuentran
los métodos tradicionales, basados en la utilizacion de NaOH, sulfato o sulfito, asi
como los métodos basados en la utilizacién de organosolventes como acido acético y
los métodos realizados con agentes oxidantes como cloro molecular, 6xidos de cloro,
hipoclorito, 0zono o perdxidos de hidrégeno.
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En la tabla | se recogen algunos residuos agroindustriales, asi como los microor-
ganismos utilizados para obtener diferentes aditivos alimentarios. Cada microorga-
nismo condicionara las etapas de fraccionamiento de los diferentes residuos. Asi por
ejemplo, cuando se utiliza Aspergillus niger para la produccion biotecnolégica de
acido lactico se puede obviar la etapa de sacarificacion de la celulosa, ya que el
propio hongo, bajo determinadas condiciones, es capaz de producir enzimas de forma
endbgena. Estos enzimas permiten romper las cadenas de celulosa en monémeros de
glucosa. Por el contrario, cuando el 4cido lactico se produce utilizando bacterias
lacticas se necesitara siempre una etapa de hidrélisis de la celulosa, ya sea via
enzimatica o a través de hidrdlisis acida (Parajé e al., 1997; Moldes et al., 1999;
Bustos ef al., 2005). El uso de un microorganismo u otro depende basicamente del
producto que se quiera obtener asi como de las condiciones de operacidn que se
pretendan utilizar. En general, para la produccién biotecnolégica de acido lactico se
emplean bacterias por ser éstas mas rapidas que los hongos, mientras que para la
produccién de xilitol se utilizan levaduras, ya que las bacterias por lo general no tienen
la capacidad de fermentar los aziicares a xilitol.

En la mayoria de los procesos biotecnolégicos de obtencion de aditivos alimentarios
recogidos en la tabla 1 se generan una serie de corrientes residuales. Asi, la produc-
cion biotecnolbgica de xilitol generalmente se plantea a partir de la fraccién hemice-
lulésica, de tal manera que la fraccion celuldsica de los respectivos materiales queda
como residuo (Cruz et al., 2000a, b). Por otra parte, la produccion de acido lactico
normalmente se propone a partir de la fraccion celulosica, principalmente porque
existen pocas bacterias lacticas que puedan metabolizar las hemicelulosas. Estas
fracciones no. utilizadas pueden ser usadas, tras una etapa de acondicionamiento en
la que se corrija basicamente la acidez o basidad, como materia prima para procesos
de compostaje. Ademas, aquellos residuos agroalimentarios cuya implantacién a ni-
vel industrial para la produccién de aditivos alimentarios es lenta o mas dificil de lo
esperado, pueden ser evaluados de forma integral para la elaboracién de compost.

Definicién de compost

4
El compost puede ser descrito como la “materia organica que ha sido estabilizada
hasta transformarse en un producto parecido a las sustancias himicas del suelo,
que esta libre de patégenos y de semillas de malas hierbas, que no atrae insectos ni
otros vectores de enfermedad, que puede ser manejada y almacenada sin ocasio-
nar molestias y que es beneficiosa para el suelo y el crecimiento de las plantas”
(Haug, 1993).
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AVANCES EN EL APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS

El compostaje es un proceso natural, que realizan hongos, bacterias y actinomicetos
existentes en los propios residuos, a los que Gnicamente hay que proporcionar las
condiciones ambientales idoneas (principalmente humedad y aireacién) para optimizar
este proceso de transformacion. El compostaje permite reducir el peso, el volumen'y
la reactividad del residuo organico, al tiempo que se togra que un sustrato muy hete-
rogéneo experimente una transformacion de la materia organica mas biodegradable,
liberando CO,, agua, elementos minerales y energia, hasta quedar finalmente la frac-
cién organica mas estable e higienizada, que recibe el nombre de compost (Pomares
y Canet, 2001).

Siendo el compostaje propiamente dicho un proceso aerobio, se ha desarrollado
mas recientemente la tecnologia de biometanizacion o tratamiento anaerobio, que
conduce a la obtencion de biogas junto con un residuo de digestion que puede ser
sometido a un proceso de maduracion en condiciones de aerobiosis, resultando en un
compost de cualidades semejantes a las del obtenido mediante compostaje aerobio.

Caracteristicas del compost

Las caracteristicas del compost dependen de las materias primas y del proceso de
compostaje, presentando variaciones entre plantas de tratamiento e incluso dentro de
la misma planta segiin la época del afio. Aunque en la actualidad se asocia frecuen-
temente ¢l compostaje con la gestién de la materia orgénica procedente de los resi-
duos sélidos urbanos (Rsu), diversas materias organicas biodegradables pueden ser
compostadas, tales como restos vegetales provenientes de poda, residuos de Ja indus-
tria agroalimentaria, residuos forestales, etcétera (Guerra-Rodriguez ef al., 2001a y
b; Diaz et al., 2000a y b; Paredes et al., 2002; loanna et al., 2003., Guerra-Rodriguez
et al., 2003; Meunchang ef al. 2005). En ocastones las materias brutas no presentan
separadamente las caracteristicas idoneas, pero pueden combinarse para obtener
mezclas adecuadas para el compostaje. Una cuestion primordial para conseguir un
compost de elevada calidad es reducir la contaminacién en origen de las materias
brutas. Si bien la contaminacién biolégica se elimina durante el proceso, otros conta-
minantes, como los metales pesados, pueden aumentar su concentracion relativa du-
rante el compostaje.

El establecimiento de parametros de calidad pretende fundamentalmente que el
compostaje no resulte ser un proceso de transferencia de contaminacién de los resi-
duos al medio agricola o natural. Pero ademas, la calidad del compost es fundamental
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para conseguir una buena aceptacion por parte de sus potenciales consumidores y
condiciona también su precio de venta y posibilidades de uso.

Los requerimientos de calidad van dirigidos a conseguir un aspecto y olor acepta-
bles, una higienizacidn correcta, un bajo nivel de impurezas y contaminantes, un buen
nivel de componentes agronomicamente Gtiles y cierta constancia de caracteristicas
(Soliva, 2002). Resulta dificil proponer determinados valores concretos como desea-
bles para el compost. Los principales parametros utilizados para valorar la calidad del
compost se recogen en la tabla 2.

En la bibliografia, los principales parametros a controlar durante el proceso de
compostaje se pueden dividir en dos grupos: por una parte, aquellos que dependen del
medio como son pH, temperatura, humedad y aireacién; y por otro, aquellos que son
propios de cada material como relacién C/N, tamaiio de particula y contenido en
nutrientes.

La temperatura es fundamental en el proceso de compostaje, ya que pequefias

variaciones pueden cambiar por completo la actividad microbiana, mucho mas que
las variaciones en otros parémetros. Respecto al contenido en humedad, ésta influye
principalmente en la velocidad de descomposicion de la materia organica, encontran-
dose el valor 6ptimo entre 50 y 70%. Por otra parte, la aireacién estd considerada
como el factor mas importante a la hora de compostar, siendo imprescindible un
estado de acrobiosis que permita obtener un compost con una relacién C/N adecua-
da. En cuanto a la relacion C/N, ésta también juega un papel relevante en el proceso
de compostaje (Huang et al., 2004), encontrandose el optimo entre 25-35. Relaciones
C/N mayores que las mencionadas ralentizan enormemente el proceso de compostaje
y relaciones, en tanto que C/N menores provocan pérdidas de nitrégeno en forma de
nitrégeno amoniacal, lo que daria lugar a la generacion de malos olores.
Los anélisis fisico-quimicos mas frecuentemente realizados a las materias primas,
susceptibles de compostar, tanto al principio como al final del proceso de compostaje
son: pH, conductividad eléctrica, sélidos volatiles, carbono, nitrégeno, HH,-N, NO.-
N, densidad, capacidad de retencién de agua y elementos minerales (K, Ca, Mg, Py
metales pesados) (Manios, 2004).

Materias primas para la elaboraciéon de compost

En principio, cualquier bioresiduo, ya sea solo o en compaiiia de otros, puede ser
susceptible de utilizarse para el proceso de compostaje, aunque nos concentraremos
principalmente en el compostaje de residuos agricolas y alimentarios. En la tabla 3 se
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repasan algunos residuos de este tipo propuestos en la bibliografia para compostar,
asi como su contenido en C y N. Como se puede observar, la mayoria de los materia-
les de naturaleza lignoceluldsica presentan un elevado contenido de carbono pero una
composicién muy pobre en nitrégeno, dando lugar a relaciones C/N mas altas de las
consideradas como Optimas (25-35). De ahi que en muchos casos se proponga mez-
clar estos residuos agricolas con otros que presentan un mayor contenido en nitré-
geno, permitiendo equilibrar ]a relacién C/N para una adecuada estabilizacion de
estos residuos. Asi, Koriki (1990) propuso compostar estiércol de cerdo, hojas de
olivo y poda de sarmiento; Manios y colaboradores (2002) propusieron compostar
sedimentos de aguas residuales con restos vegetales; Iranzo y colaboradores (2004)
compostaron sedimentos de aguas residuales con paja de arroz, y Guerra y colabo-
radores (2001a, b y 2003) propusieron, por un lado, compostar residuos de cebada,
de la industria cervecera, con estiércol de gallina y por otro, erizos de castafia con
hojas de castaiio y estiércol de gallina. Aunque el proceso de compostaje se conoce
bastante bien, cada vez que se quieren combinar diferentes residuos varia el tiempo
de compostaje (Meunchang ez al., 2005).

Una vez trascurrido el periodo de compostaje, el cual puede ser muy variable
dependiendo del tipo de biorresiduo que estemos compostando, tiene lugar el proceso
de estabilizacién y formacion del compost. En la tabla 4 se recogen las composicio-
nes en cuanto a N y C de diferentes compost elaborados a partir de distintos residuos
agricolas. En algunas ocasiones, estos residuos se han mezclado, antes de ser
compostados, con otros de distinta naturaleza como pueden ser lodos de depuracion
o estiércol. La relacién C/N, en la mayoria de los casos, varia entre 10 y 13, siendo
éste un valor 6ptimo, aunque una relacion C/N menor de 20, en muchos casos permi-
te obtener buenas condiciones de estabilizacién.

Aplicaciones del compost

La principal aplicacion del compost es como enmienda organica en agricultura, es
decir, como material destinado a mantener o incrementar el contenido de materia
organica del suelo. La utilizacion del compost como enmienda es interesante porque
muchas propiedades del suelo dependen del contenido de materia organica, princi-
palmente la capacidad de almacenamiento y filtracion, suministro de nutrientes y
capacidad degradativa. El carbono del suelo desempefia también un papel esencial
en el ciclo global del carbono y, por tanto, en la contaminacién atmosférica por CO, yen
el efecto invernadero. La emision del CO, del suelo hacia la atmésfera es acelerada
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AVANCES EN EL. APROVECHAMIENTO BIOTECNQLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS

por diversos procesos degradativos; por el contrario, la restauracion de los suelos
degradados por erosion, mineria, incendios, contaminacion o infraestructuras, asi como
|las buenas précticas agricolas encaminadas al mantenimiento de la materia orgénica
del suelo pueden contribuir al secuestro del C y a mitigar el efecto invernadero. Los
niveles de materia organica en los suelos son el resultado del balance entre la incor-
poracion de compuestos organicos y su mineralizacion. En condiciones de equilibrio,
los suelos presentan contenidos estactonarios de materia organica porque las incor-
poraciones de nuevos compuestos se compensan con las pérdidas por mineralizacién.
Por el contrario, existe evidencia de que, con frecuencia, la materia organica no se
repone adecuadamente en suelos de cultivo, pues se tiende a la especializacién y al
monocultivo, habiéndose producido también la separacion del ganado de la produc-
cidn agricola (Commission of the European Communities, 2002). Por ello, es frecuen-
te que los suelos sometidos a una explotacion mas o menos intensa presenten unos
contenidos ordinariamente bajos de materia organica. Por otra parte, el compost tam-
bién puede ser utilizado como fertilizante, con el objetivo de incrementar el rendi-
miento de las cosechas, con beneficios que se manifiestan de forma mas clara a
mediano y largo plazo. Pero ademas de estas aplicaciones que podemos considerar
tradicionales, el compost puede encontrar aplicacion en otros campos mas innovadores.
Uno de los mas prometedores es la elaboracién de sustratos, aplicacion en la que
puede ser utilizado solo o mezclado con otros productos, para sustituir materiales
como la turba, un recurso escaso y no renovable.

Para que estas aplicaciones potenciales del compost se transformen en mercados
consolidados es necesario informar sobre estas posibilidades al consumidor y ofre-
cerle un producto de caracteristicas concretas, estables y definidas, que le confieran
la consideracion del producto, con ¢l fin de que pueda existir una demanda definida
en competencia con otros.

Conclusiones

Cada vez es mayor la cantidad de residuos agroindustriales generados por a activi-
dad normal de cualquier pais industrializado. La mayoria de estos residuos presenta
un elevado contenido de materia organica susceptible de ser degradada por la accion
de determinados microorganismos. Es por ello que en muchos casos estos residuos
agroindustriales se utilizan para la produccion biotecnoldgica de aditivos alimentarios, -
generdndose la mayoria de las veces fracciones que no son utilizadas y que podrian
emplearse como materia prima para la elaboracion de compost. Generalmente los
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procesos de compostaje tienen lugar a través de etapas fermentativas incontroladas,
donde existe gran variedad de flora microbiana. Ademas del control de la temperatura,
humedad y aireacion, se necesita realizar, previamente al proceso de compostaje, un
analisis exhaustivo de la materia prima que nos permita conocer su composicion en
cuanto a carbono, nitrogeno y elementos minerales. Generalmente es necesario combi-
nar distintos residuos agroindustriales para obtener un compost con una relacién C/N
adecuada y una buena estabilizacion.
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Aprovechamiento del lirio acuatico
para la produccion de azicares fermentables
Acid Hydrolysis of Water Hyacinth
for Fermentable Sugars Production

Saucedo Luna, J ; Serna Gonzdlez, M.; Castro Montoya, 4.J. *

Resumen _

En este trabajo se realizo la hidrolisis del lirio acuatico (Eichhornia crassipes)
usando acido sulfiirico a diferentes concentraciones (2-6%), temperaturas (80-
122°C) y tiempos del experimento (0-300 min). Las condiciones 6ptimas para la
hidrélisis fueron: 4% de H,SO, a 100°C para un tiempo de reaccién de 60 minu-
tos para las cuales se logra un rendimiento de 15.3 g glucosa/L, 15.0 g xilosa/L,
10.0 g arabinosa/L,, 3.5 g 4cido acético /L. y 0.45 g furfural/L.

Abstract

[n this work, water hyacinth (Eichhornia crassipes) was hydrolysed using
sutfuric acid at variable concentration (2-6%), temperature (80-122°C) and time
(0-300 min). Optimal conditions for hydrolysis were 4% H,SO, at 100 °C for 60
min, wich yield a solution with 15.3 g glucose/L, 15.0 g xylose/L, 10.0 g
arabinose/L, 3.5 g acetic acid/L and 0.45 g furfural/L.

* Facultad de Ingenieria Quimica, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Edif. M,
Ciudad Universitaria, Morelia, Michoacan. Tel: 01 (443)3253584, e-mail: ajcastro@zeus.umich.mx
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Introduccion

1 lirio acuatico (Fichhornia crassipes) es una planta flotante, originaria del

Amazonas. Por la hermosura de sus flores su cultivo se ha extendido hacia la

mayoria de las zonas tropicales y subtropicales del mundo. Sin embargo, debi-
do a su alta velocidad de reproduccion, principalmente asexual, asi como la falta de
enemigos naturales en los lugares donde se reproduce, ha ocasionado su reproduc-
cion acelerada en grandes extensiones, trayendo como resultado que importantes
actividades econdmicas como la transportacion a través de rios y lagos, la pesca y la
irrigacion de los cultivos hayan sido fuertemente afectadas. Ademas, cuando grandes
extensiones de agua estan cubtertas por el lirio acuatico, la evatranspiracién se vuel-
ve de tres a cuatro veces mayor, con la consecuente pérdida de agua, principal-
mente en temporadas de sequia. No menos dafiino es el efecto que causa cuando
esta proliferacidn afecta a las estaciones hidroeléctricas de generacion de energia.
A nivel mundial se ha tratado de erradicar el lirio acuatico o de encontrar alternativas
comercialmente factibles, pero todas ellas han fracasado.’?? Es una planta que cre-
ce tan rapido, que bajo ciertas condiciones climatoldgicas puede reproducirse a un
ritmo de 150 toneladas/hectarea-afio.

El aprovechamiento de Jos materiales lignoceluldsicos tales como el lirio acudtico
para la obtencidn de soluciones azucaradas tiene un doble impacto: por un lado su
utilizacién, lo que implicaria la eliminacion de todos los males que provoca, y por otro,
la generacién de un producto con un valor agregado que mejore la economia de un
proceso.’

Acidos minerales diluidos pueden ser utilizados para realizar una hidrélisis prelimi-
nar también llamada prehidrolisis. Esta consiste en la hidrélisis del material
hemiceluldsico, dejando sin alteraciones el material celuldsico, asi como la lignina.
H_80,%, HCE, HF o CH,COOH" son los 4cidos que comiinmente se han utilizado
como catalizadores. Estos icidos liberan protones que rompen los enlaces
heterociclicos, los cuales unen los mondmeros de azicar de las cadenas poliméricas
formados por hemicelulosa, celulosa y lignina. El rompimiento de estos enlaces pro-
duce compuestos como xilosa, glucosa y arabinosa. Ademas son producidos otros
oligémeros como el furfural, asi como el acido acético. Se puede realizar una hidrolisis
cuantitativa de la hemicelulosa sin afectar a la celulosa, ya que los enlaces de esta
altima son mucho mas fuertes, por lo que siempre se obtendra un residuo sélido
formado por lignina y celulosa cuando se haga una prehidrélisis de los materiales
lignocelulésicos del lirio acuéatico. Los hidrolizados producidos pueder ser utilizados
para la obtencion de xilitol"! o para la produccion de proteinas, debido al alto conteni-
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do de xilosa. Con todo esto, el objetivo del presente trabajo es estudiar la prehidrolisis
del lirio acuatico usando dcido sulftrico como catalizador.

Materiales y métodos

Las muestras de lirio se obtuvieron del manantial de la Mintzita, ubicado a 20 minutos
de la ciudad de Morelia, Michoacéan. Se dejaron secar al aire durante una semana;
posteriormente, se trituraron y tamizaron, utilizando un tamiz universal nam. 50, sepa-
rando las particulas con un didmetro promedio de 0.5 mm; la muestra se homogeneiz6
y se guardé en bolsas cerradas para evitar variacion de la humedad durante la inves-
tigacion.

El analisis de las principales fracciones del lirio acuatico (celulosa, hemicelulosas
y lignina Klason) se realiz6 usando una hidrélisis acida cuantitativa bajo condiciones
estandares (Garrote, Dominguez y Paraj6, 1999). Los resultados obtenidos se mues-
tran en la tabla 1.

Tabla 1. Contenido de material lignoceluldsico en el lirio acunatico

Componentes Porcentaje
en base seca
Celulosa 18.95
Hemicelulosa 394
Lignina 4.25

Como podemos observar en la tabla anterior, el contenido en hemicelulosa es muy
alto en comparacion con otras fuentes de biomasa, indicando que este material puede
procesarse mediante hidrolisis de manera relativamente sencilla para obtener disolu-
ciones azucaradas que permitan su posterior proceso de fermentacion, o bien, para la
produccion de xilitol.

Para establecer las condiciones 6ptimas de obtencion de hidrolizados se estudiaron
tres variables: concentracion de acido, temperatura y tiempo de hidrélisis. Se utilizé
acido sulfiirico en concentraciones de 2, 4 y 6%, asi como temperaturas de 80, 100 y
122°C. Los hidrolizados se obtuvieron con 50 g de materia prima (4cido, agua y lirio),
manteniendo constante la relacién liquido/sélido a 10/1. La fraccion liquida estuvo
compuesta por el peso correspondiente al agua y al acido sulfirico (densidad 1.634)
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y el contenido de humedad del lirio. La fraccién de sélido correspondio sélo a los
gramos de materia seca que aportd el lirio.

'El material se pesé en frascos de vidrio esterilizados, con tapa de rosca. La hidrdlisis
del lirio a 122°C en diferentes tiempos y concentraciones, se realizé en autoclave
Napco (modelo 81100; Winchester, VA) o Tuttnauer (modelo 2340; Ronkonkoma,
NY). Las temperaturas 80 y 100°C se obtuvieron en bafio de agua PolyScience (mo-
delo 20L-M; Niles, IL) o Presicion Scientific {modelo 66648; Winchester, VA). Los
hidrolizados se filtraron en papel Whatman nim. 2 (15 cm de diametro). Para cuan-
tificar el total de solidos se enjuagaron los frascos con agua destilada y se filtré a
través del papel filtro. Las muestras se secaron a 105°C por 24 horas. Se tomaron
alicuotas de 8 ml de volumen inicial filtrado de cada hidrolizado. Estas muestras se
utilizaron para determinar carbohidratos y &cido acético por cromatografia de liqui-
dos de alta resolucién, asi como compuestos fendlicos por espectrofotometria. Para
el andlisis de los hidrolizados se partié de 50 ml de hidrolizados obtenidos en las
condiciones expuestas anteriormente. Una parte se filtré a través de membranas de
0.45 micras de diametro de poro. El filtrado se diluyo y se analizd por cromatografia
liquida de alta resolucidn. Otra alicuota determind su absorbencia en el uv a 280 nm
para la determinacion de furfural.

Para nuestro estudio se utilizé una columna de intercambio idénico ION-300 con
precolumna recomendada para separacion de alcoholes, dcidos organicos y
carbohidratos, capaz de resolver como picos separados el acido acético, la glucosa,
la xilosa y la arabinosa. Todos estos compuestos son de interés en nuestro estudio.

Resultados y discusion

En la tabla 1 se muestra que el lirio acuatico tiene mayores contenidos de hemicelulosa
que otros materiales herbaceos, tales como la paja de sorgo' y el bagazo de cafia.’*
El alto contenido de hemicelulosa (39.4%) hace a este material adecuado para la
produccién de xilosa. Los hidrolizados fueron obtenidos usando 2, 4 y 6% de H_SO,
a 80, 100 y 122°C. En las figuras ] a 5 se muestran los perfiles de concentraciones de
algunos de ellos. En las figuras 1, 2 y 3 se observa que la concentracion de xilosa
permanece constante después de un tiempo de reaccion, pero la concentracion de
glucosa y arabinosa alcanzan un maximo para posteriormente decrecer con el tiem-
po de reaccion. Este comportamiento sugiere que existen reacciones de descomposi-
cion en forma simultanea a la sacarificacion, conduciendo hacia subproductos tales
como el furfural y el acido acético. Los perfiles de estos subproductos se muestran
en las figuras 4 y 5, respectivamente.
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Figura 1. Perfil experimental de la concentracién de xilosa a 100°C
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Figura 2. Perfil experimental de la concentracién de glucosa a 100°C
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Figura 3. Perfil experimental de la concentracién de arabinosa a 100°C
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Figura 4. Perfil experimental de la concentracién de acido acético a 160°C
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Figura 5. Perfil experimental de la concentracién de furfural a 1060°C
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Conclusiones

Los materiales lignocelulésicos pueden ser utilizados como el inicio de una cadena
a la que denomino celulogquimica, que permite la produccién de azicares fermentables,
los cuales, a su vez, pueden ser usados para la obtencién de productos quimicos tales
como xilitol o etanol, entre otras muchas posibilidades. En este trabajo, el lirio acuatico
(Eichhornia crassipes) fue hidrolizado usando acido sulfurico a diferentes concen-
traciones (2-6%) y temperaturas (80-122°C). Se determinaron los perfiles de con-
centraciones de azilicares (glucosa, xilosa y arabinosa), asi como los perfiles de
concentracién de los subproductos de las reacciones de degradacion (acido acéticoy
furfural). Mediante una combinacién de regresion lineal y no lineal miltiple se deter-
minaron los parametros cinéticos para predecir dichos perfiles a través de la modela-
cién matemética. Las condiciones optimas encontradas para la hidrolisis fueron: 4%
H,SO, a 100°C para 60 minutos, las cuales dan un rendimiento de 15.3 g glucosa/L,
15.0 g xilosa/L, 10.0 g arabinosa/L, 3.5 g 4cido acético/L y 0.45 g furfural/L. Estos
resultados muestran que el lirio acuatico (normalmente un problema ecolégico y am-
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biental) puede ser empleado en la produccién de agentes quimicos tales como el
xilitol y el etanol, entre otros.
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Importancia de la caracterizacion
genético-molecular de levaduras en bebidas
alcohdlicas: el caso del mezcal
Genetic and Molecular Characterization
of Yeast on Alcoholic Beverages: Mezcal

Oliva Herndndez, A. A."; Sifuentes Rincon, A. M.*'; Bocanegra Garcia, V.",
Jacques-Herndndez, J.”

Resumen .
Por su elaboracion ristica y la falta de verificacion de los estandares de calidad,
el mezcal que se produce en ¢l estado de Tamaulipas sélo tiene aceptacién
regional. Sin embargo, el mejoramiento en la calidad del mezcal puede fomentar
el desarrollo econémico y social de las regiones con vocacién y tradicion
mezcalera en los estados que, como Tamaulipas, cuentan con denominacion de
origen. En el mezcal, la identidad de 1a microflora y Ja dindmica del proceso
fermentativo del mosto han sido poco estudiadas, a diferencia de otras bebidas
como el vino o el tequila mismo. La fermentaci6n es una etapa critica para la
calidad de estos productos; adem4s, la diversidad de levaduras es un factor
destacado ya que, segun lo observado en ofras bebidas fermentadas, ésta
puede estar conformada por especies de diferentes géneros que se inte-
rrelacionan confiriéndole distingos a los productos. Por esto, el conocimiento
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Laboratorio de Biologia Molecular.
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de la diversidad genética es elemental para optimizar sistematicamente la cali-
dad del mezcal, destacando sus caracteristicas primigenias.

Gracias al extraordinario avance de la biologfa molecular, es posible estudiar y
caracterizar a nivel de especie y cepa los microorganismos desde su unidad
molecular mas basica, el ADN. Se han descrito una gran cantidad de metodolo-
gias moleculares para el analisis de 1a diversidad genético-molecular. Estos
métodos se enfocan al estudio de genes especificos que permiten diferenciar
entre especies y/o cepas, o en regiones polimorficas presentes en las diversas
levaduras, lo que permite evaluar la diversidad de los microorganismos presen-
tes en un sistema determinado. En este trabajo se dlscute la aplicacion de
dichos métodos en la caractenzamén de levaduras.

Abstract

In Tamaulipas the productlon of mezcal is still rustic in its elaboration and
quality control standards application, therefore it has only regional acceptation.
Because Tamaulipas is one of the states with origin denomination in mezcal, a
better product quality could improve the economic and social development of
the local producers. Unlike other drinks as the wine or tequila, microbial
populations acting on the fermentative process have been poorly studied in
mezcal. The process of fermentation is a critical step for the product quality and
yeast diversity is an important factor to give it specific characteristics, it has
been observed that different yeast generous are present in alcoholic drinks,
therefore its genetic diversity determination is an important factor for the quality
improvement of the originals characteristics.

Molecular Biology advances make possible to study and characterize mi-
croorganisms at level of species and/or strain using théir pna information.
There ate an increasing number of molecular methodologies for the molecular-
genetic diversity analysis. Almost all of them are focused on the study of specific
genes that allow differentiate between species and/or strains; they also use
polymorphic regions present in different yeasts. In this work the applications
of these methods in the yeast characterlzatlon is discussed.

Introducciélj

experimenté la sierra de Tamaholipa Nueva (hoy San Carlos) desde el siglo
xviL, origen de la provincia de Nuevo Santander, hoy estado de Tamaulipas.
Al ser fuertemente afectada la economia de la regién por la guerra de independencia

E l origen del mezcal en Tamaulipas esta ligado a la corta bonanza minera que
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y por el abandono de la actividad minera, sus habitantes se vieron obligados a buscar
otro medio de subsistencia econdmica, el cual se enfocé en la produccion de mezcal.

Actualmente, la industrializacion en la producciéon de mezcal, el cual se obtiene a
partir de la fermentacion y destilacion del agave, tiene un gran potencial no sélo en
ventas nacionales, sino también en la generacidn de divisas. La optimizacion de esta
tecnologia puede fomentar el desarrollo econdmico y social de los estados que tie-
nen la denominacién de origen, como Oaxaca, Durango, Guerrero, San Luis Potosi,
Zacatecas y Tamaulipas.'

Las bebidas alcohélicas elaboradas mediante procesos de fermentacion, dentro
de las cuales se encuentra el mezcal, se producen con la participacién de una
microbiota nativa, en muchos casos compleja. Las levaduras, en la etapa de fermen-
tacién del mezcal, realizan funciones especificas que tienen que ver no sélo con la
biosintesis de alcohol etilico, sino también con la generacion de una serie de produc-
tos de fermentacién. En algunos casos éstos son perjudiciales, como et alcohol metilico,
y en otros casos, le participan caracteristicas distintivas al producto final, principal-
mente, en productos afiejados, lo que pondera de manera importante el rol de las
diversas especies de levaduras. Consecuentemente, el conocimiento de la diversidad
genética es umportante como un primer paso, tanto para el establecimiento de su
identidad como para el desarrollo de estrategias enfocadas a seleccionar aquellas
especies productivamente superiores que, adaptadas a los nichos naturales, pueden
mejorar la eficiencia de la etapa de fermentacion, conservando las particularidades
del producto regional.

Métodos de identificaciéon de levaduras

Desde el punto de vista industrial, las levaduras son importantes ya que las especies
de diversos géneros forman parte de la microflora natural de alimentos y bebidas
fermentadas y también participan en su proceso de fabricacion.

El mezcal es esencialmente una bebida alcohdlica, producida por fermentacion,
proceso mediante el cual los azicares del agave se transforman en etanol y otros
productos secundarios debido a la accion de las levaduras. En este proceso esta
implicada la accion secuencial de diferentes géneros y especies de levaduras. La
fermentacion del mosto del mezcal se realiza tradicionalmente de manera natural y
es desarrollada por levaduras cuyo origen se encuentra en la superficie del agave o
en el ambiente alrededor de la pilas de fermentacién.

A diferencia del mezcal, la identidad de la flora responsable del proceso fermentativo
del mosto de bebidas alcohdlicas como el vino ha sido objeto de numerosos estudios,
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incluso las levaduras que coexisten en el aguamiel y que lo fermentan para producir
el pulque ya han sido sujetas a estudios de caracterizacion. En el aguamiel y pulque
se han realizado estudios donde se describen las levaduras killer, las cuales producen
exotoxinas con actividad antimicrobiana,? este tipo de levaduras fueron identificadas
por métodos tradicionales basados en pruebas morfoldgicas y bioquimicas. También
se aislaron de dos muestras.de agave sap (aguamiel) las siguientes cepas de levaduras:
Candida lusitaneae, Kluyveromyces marcianus var bulgaricus y Saccharomyces
cerevisiae (capensis). Adicionalmente, en siete muestras de pulque (aguamiel fer-
mentado) las especies de C. valida (seis colonias), S. cerevisiae (chevalieri), S.
Cerevisiae (capensis) y K. marxianus var. Lactis.’

En el caso del tequila, se encontré que en agave fresco la microbiota estaba do-
minada por Clavispora lusitaniae y especies endémicas como Merschnikowia
agavaveae; en Drosophila spp, alrededor o dentro de la destileria se identificd
Hanseniaspora spp., Pichiakiuyveri y Candida krusei; en melazas Schizosaccharo-
myces pombe, mientras que en agave cocido y mostos se identificd una considerable
diversidad de especies, incluida Saccharomyces cerevisiae. En mostos fermentados
se encontr6é una baja heterogeneidad de especies; al inicio de la fermentacion se
logré identificar a Torulaspora delbrueckii, Kluyveromyces marxianus y Hanse-
niaspora spp, mientras que en etapas posteriores se encontr0 a S. cerevisiae, Zigo-
sacchaomyces bailii, Candida milleri y Brettanomyces spp. Los autores concluyen
que la principal fuente de indculo para el proceso de fermentacion son los tanques de
fermentacion.* :

La identificacion de las especies de levaduras cominmente se realiza aislando y
purificando la especie de su ambiente natural; si ésta se realiza por su morfologia y
pruebas bioquimicas de asimilacion de aziicares y compuestos nitrogenados, es necesa-
rio realizar un considerable nimero de pruebas, lo que resulta laborioso y tardado >

Algunas de las desventajas de los métodos tradicionales de identificacion pueden
ser solucionadas por las nuevas herramientas moleculares. Estos métodos ofrecen
rapidez, precision y son faciles de aplicar en todas las etapas de los procesos indus-
triales, especialmente en la optimizacién de los mismos.

Caracterizacion molecular

Por el extraordinario avance de la biclogia molecular, es posible estudiar y caracteri-
zar a nivel de especie y cepa a los microorganismos desde su unidad molecular mas
basica, el ADv. Se han descrito una gran cantidad de metodologias moleculares para el
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analisis de la diversidad genético-molecular. Estos métodos se enfocan al estudio de
genes especificos que permiten diferenciar entre especies y/o cepas, 0 en regiones
polimérficas presentes en las diversas levaduras, lo que permite evaluar la diversidad
de los microorganismos preserites en un sistema determinado, como por ejemplo, el
mosto de mezcal durante la fermentacion.

Las relaciones evolutivas entre los organismos {que por o general no es posible
obtener mediante el analisis de las caracteristicas fenotipicas) constituyen una base
mas natural para clasificarlos. Se puede medir la distancia evolutiva entre dos orga-
nismos por diferencias en la secuencia de nucledtidos o de aminoacidos de macro-
moléculas homdlogas aisladas de ellos.”®?

De acuerdo a ello, en los Gltimos afios se han desarroliado miltiples aplicaciones
tecnolégicas para la biologia molecular. Existen diferentes métodos moleculares
para la identificacién de variantes polimérficas en la secuencia del apn de un orga-
nismo, basadas en la amplificacién in vitro de segmentos de ADN, tecnologia cono-
cida como pcr.*' _

Estos métodos tienen como ventaja su gran capacidad de multiplicacion de-la
porcion de acidos nucleicos y la deteccion a través de técnicas de ELISA, hibridacion,
etcétera, lo que le da alta sensibilidad. Ademas hay que destacar la elevada especifi-
cidad que le confiere la utilizacion de iniciadores capaces de reconocer una secuen-
cia inica elegida, propia de cada microorganismo; y su rapidez, comparada con algunas
técnicas tradicionales, lo cual es otra ventaja para destacar. Desafortunadamente
falta estandarizacion de técnicas entre los laboratorios que las realizan, ademas de
que existe la probabilidad de resultados falsos positivos por contaminacién con pro-
ductos amplificados anteriores, lo que hace necesaria una cuidadosa evaluacién de
sus resultados.

Marcadores moleculares usados en caracterizacion de levaduras

El concepto del marcador molecular considera un sistema de analisis del polimorfis-
mo dado entre individuos de la misma especie, que proporciona las herramientas para
inferir qué tan préxima es la relacién entre ellos.*"!

Se han reportado estudios utilizando marcadores moleculares en levaduras, con el
objetivo de obtener informacion de variabilidad entre especies. La mayor parte de
estos estudios utilizan la pcr-rRFLPS (Reaccion en Cadena de la Polimerasa acoplada a
Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de Restriccion) como método asocia-
do a la deteccidn del polimorfismo de diferentes marcadores moleculares. Esta técni-
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ca se basa en la digestion del ADN con enzimas de restriccion; la diferencia entre ellos
estd dada por el tamafio de los fragmentos obtenidos, separados y visualizados en
geles de agarosa. Estos patrones de bandas generalmente son muy complejos, por lo
que es necesario identificar el fragmento de interés realizando una hibridacion con
sondas marcadas. Con la presencia de patrones similares de bandas es posible esta-
blecer relaciones de entre cepas y especies, a diferencia de los patrones Unicos que
nos permiten la identificacion del microorganismo.

Esta técnica ha constituido una herramienta ttil en la diferenciacidn de especies
de Candida, Saccharomyces, Kluyveromyces y Zygosaccharomyces, para €l
estudio de relaciones anamorfo-teleomorfas entre especies de Candida, Pichia,
Kluyveromyces y Saccharomyces, asi como para verificacion de sinonimia, con el
fin de diferenciar las especies de los géneros Candida, Cryptococcus y otras.'>!?
En investigaciones realizadas en vino, se monitored la dindmica de poblacion en
levaduras durante el proceso de fermentacion en seis variedades de uva, identifi-
candose los géneros de Candida, Hanseniaspora, Issatchenkia, Metschnikowia,
Pichia y Saccharomyces.'* El uso mas amplio que se le ha dado a la técnica de
RFLP ha recaido en estudios de identificacion y determinacidn de la filogenia de
levaduras de interés industrial, utilizando la regién del RADN 5,8S y los espaciadores
transcritos internos ITS 1 e ITS 2 (5,88 — ITS). La region 5.8S es codificadora y
conservada, y muestra una baja variabilidad intraespecifica que no permite la deli-
mitacion entre cepas de una misma especie; sin embargo, la zona de los 118, que es
una region no codificadora e hipervariable, permite el reconocimiento a nivel
interespecifico."”

Granchi et al. (1999), realizaron detecciones y cuantificaciones en 174 especies
de levaduras durante la fermentacién del vino por pcr-RFLP analizando la region ITS
del RADN. A la par de los métodos tradicionales de identificacion, se analizé una mues-
tra representativa de las colonias aisladas, obteniéndose idénticos resultados con ambos
procedimientos; por tanto, se concluye que el analisis por PCR-RFLP es una metodolo-
giarapida y confiable en la identificacién de comunidades de levaduras aisladas en el
proceso de fermentacion.'?

Otra metodologia ampliamente utilizada es el andlisis de ApN polimérfico amplifi-
cado al azar (raPD). Esta técnica esta basada en la amplificacion al azar con iniciado-
res cortos de secuencia arbitraria que reconocen a lo largo del ADN numerosos sitios
de apareamiento; de esta forma se obtiene un patron de fragmentos que posterior-
mente son visualizados en geles de agarosa o acrilamida, y tefiidos en ambos casos
con bromuro de etidio. Estos patrones de bandas son especificos al genoma analizado
y al de los oligonucledtidos utilizados.
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El rRaPD posee potencialidades que le permiten ser empleado en estudios de control
de calidad de indculos para fabricacion de cerveza y otras bebidas, pues la compara-
cidn del cultivo original con el de las lineas subcuitivadas, permite que cualquier con-
taminante sea identificado. La técnica ha sido utilizada para estudios de identificacion
de cepas a partir del analisis del dominio D1/D2 del RARN 268, una region altamente
variable, con diferencias entre especies de hasta una Unica base. Esta region ha
permitido separar todas las especies de ascomicetes de fase levaduriforme existen-
tes, incluso las altamente refacionadas de la variabilidad genética de los miembros del
grupo Saccharomyces sensu stricto (S. bayanus, S. cerevisiae, S. paradoxus y S.
pastorianus). Este estudio permiti¢ delimitar estas especies estrechamente relacio-
nadas, asi como grupos intraespecificos como los dos existentes en la especie S.
bayanus. Adicionalmente, se determind el origen hibrido de la especie S. pastorianus,
a partir del analisis de la fraccién de bandas mostradas por cada hibrido y las cepas
parentales.'®’ )

Entre las ventajas de utilizar la tecnologia de los RAPDS, tenemos que presentan
mayor polimorfismo que los RFLPS; es una técnica simple y rapida, ademas de selec-
tiva, tiene la opcion de no usar radioisétopos; diferencia porciones de apN basadas en
mutaciones; es posibie obtener buenos resultados con una baja calidad de abn; se
producen un gran nimero de bandas por primer y éstos son relativamente faciles de
obtener.

Entre las desventajas que presenta la técnica tenemos la inconsistente repro-
ducibilidad entre laboratorios que la aplican; una pobre resolucién de las bandas
en geles de agarosa, si éstas se presentan en gran cantidad; sélo detecta marca-
dores dominantes; esta técnica no es confiable si se usa en mejoramiento genético
asistido.!”'®* Otro inconveniente es la necesidad de usar un gran panel de rRAPDs,
lo que representa un elevado valor econémico y un laborioso trabajo analitico. [gual-
mente, dado que es un marcador genético de tipo dominante, no podemos discri-
minar la presencia de heterocigotos, subestimando asi la cantidad de polimorfismos
existentes.'?

Actualmente, metodologias como polimorfismo en la longitud de fragmentos am-
plificados (aFLp), estan siendo ampliamente usadas para estudios de diversidad
genética en sistemas microbianos Esta técnica en particular, consta basicamente
de tres pasos: /) Digestién del ADN gendmico por dos enzimas de restriccion, uno de
ellos de corte frecuente, lo que genera miles de fragmentos cortos. 2} Ligacion de
adaptadores especificos a los sitios de restriccion. 3) Amplificacion por PCR con
iniciadores especificos, los cuales cuentan con uno o dos nucledtidos extras que
imponen una seleccién, reduciendo el nimero de fragmentos amplificados. Los
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fragmentos polimérficos obtenidos son visualizados por electroforesis en un gel de
acrilamida desnaturalizado.

La técnica de AFLPs es usada en la determinacién de la identidad taxondémica,
determinacion de niveles de variabilidad genética a escala geografica amplia.?® Se ha
descrito la aplicacion de esta técnica en el andlisis de la levadura cervecera, encon-
trandose que a través de un solo par de iniciadores fue capaz de distinguir diferentes
cepas de levadura; igualmente esta técnica proporctoné datos cuantitativos sobre el
polimorfismo genético, calculando que para 26 cepas estudiadas, existia un promedio
de fragmentos compartidos de 55%, con un indice de similitud mayor entre las cepas
de fermentacion baja (72%) que en las cepas de levadura de fermentacion alta (45%).

El aFLr es una técnica que permite una exploracion rapida del genoma entero, ya
que genera un gran numero de bandas; debido a la naturaleza de los iniciadores
empleados, esta técnica es altamente confiable y robusta; posee un alto poder de
reproducibilidad entre laboratorios, tiene aplicacion en taxonomia, diagnéstico y
epidemiologia. La desventaja de AFLP es que genera cantidades enormes de informa-
cion, la cual necesita de sistemas automatizados para su analisis; otro problema es
que pueden aparecer sitios polimorficos con peso molecular similar, lo que dificulta
algunos estudios como analisis filogenéticos.

Conclusiones

Se ha demostrado que la aplicacién de herramientas moleculares proporciona una
gran cantidad de informacion sobre la identidad y diversidad de los organismos que
participan en la fermentacién de bebidas alcohdlicas. Los beneficios derivados del
conocimiento de esta diversidad estin directamente relacionados con la eficiencia y
calidad del producto. Por tanto, y dada la importancia del mezcal, la informacién
derivada de la aplicacion de las herramientas moleculares para el analisis de la diver-
sidad genética de organismos fermentativos como las levaduras, permitira, sin duda,
el disefio de estrategias enfocadas a aumentar la calidad, productividad y rentabili-
dad de los procesos actualmente utilizados en la produccion de esta bebida.
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