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Introducción

la biotecnología permite la bioconversión de residuos agroindustriales en 
productos de interés comercial mediante el uso de microorganismos. ade-
más del interés económico que implica para la producción de productos de 

mayor valor agregado (enzimas, proteína unicelular, pigmentos, antibióticos, etc.), 
la utilización de subproductos agroindustriales tiene incidencia en la preservación 
del medio ambiente al considerar el desarrollo de tecnologías orientadas hacia una 
transformación sustentable de los recursos naturales. la búsqueda de materias pri-
mas de bajo costo y fácil adquisición para utilizarse como sustratos fermentables 
(fuentes de carbono o de nitrógeno) constituye uno de los retos más interesantes de 
la biotecnología actual. por ello, es de especial importancia la investigación dirigida 
a encontrar medios de cultivo alternativos que sean económicamente competitivos. 
en este sentido, existen diversos subproductos de la agroindustria que podrían ser 
utilizados como sustratos no convencionales para la obtención de productos de inte-
rés económico como los aditivos alimentarios.

los aditivos alimentarios son sustancias que desempeñan una función esencial 
en las cualidades y características de los alimentos que exigen los consumidores y 
cumplen una función muy importante en el complejo sistema del abastecimiento ali-
mentario. los aditivos se adicionan intencionalmente a los alimentos para modificar 
sus propiedades, facilitar su conservación, mejorar su apariencia, conferir sabor o 
color al alimento y en ningún caso tienen un papel enriquecedor del alimento.

el cuerpo académico ciencia y tecnología agroalimentaria en colaboración con 
el cuerpo académico de alimentos y nutrición a través de la sociedad mexicana de 
nutrición y tecnología de alimentos (somenta), lleva a cabo el encuentro acadé-
mico: avances en el aprovechamiento biotecnológico de productos agropecuarios. 
este foro ofrece una plataforma que permite, a los grupos de investigación naciona-

13



les e internacionales, compartir los avances científicos en el área del aprovechamien-
to biotecnológico de productos agrícolas para la producción de aditivos alimentarios. 
asimismo, permite establecer redes de colaboración entre los participantes en el 
evento.

ma. guadalupe bustos vázquez
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Evaluación de lías de vinificación como fuente de ácido 
tartárico y como nutriente fermentativo económico
Evaluation of Vinification Lees as Source of Tartaric  

Acid and Low-cost Fermentative Nutrient

Domínguez González, J. M.�; Converti, A.�; Bustos Vázquez, G.�

Resumen
todo fenómeno que contribuye a modificar el equilibrio de un medio vivo representa 
una fuente de contaminación. es el caso de los vertidos orgánicos de las actividades 
agroalimentarias y, por lo tanto, de los efluentes de origen vitivinícola, como las lías 
de vinificación. aunque son naturales y no representan en general toxicidad, estos 
vertidos pueden dar lugar a la destrucción de la fauna y flora del medio cuando se 
vierten en gran cantidad en un río, un estanque o un lago. la actividad vitivinícola es 
hoy considerada como una industria susceptible de producir daños medioambientales 
y, por ello, deben tratarse sus residuos, particularmente si tenemos en cuenta que la 
producción de aguas residuales en este sector en españa se sitúa en 18·106 m3/año, seis 
veces más que la cantidad de residuos generados en Francia o italia.

las lías de vinificación se producen en las bodegas, durante el proceso de ela-
boración del vino. en ocasiones se destilan para recuperar alcoholes y sustancias 
aromáticas, quedando por lo tanto unas lías empobrecidas en estos compuestos. la 

1 departamento de ingeniería Química, universidad de vigo (campus ourense), as lagoas s/n, 32004, 
ourense, españa, teléfono: 34-988-387047; fax: 34-988-387001, e-mail: jmanuel@uvigo.es

2 department of chemical and process engineering “g. b. bonino”, via opera pia 15, i-16145 
génova, italia.

3 departamento de biotecnología, unidad académica multidisciplinaria mante, universidaddepartamento de biotecnología, unidad académica multidisciplinaria mante, universidad 
autónoma de tamaulipas, blvd. e. c. glez. 1201.blvd. e. c. glez. 1201.
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composición de las lías varía en función de si se han destilado o no y del trasiego del 
que proceden. 

los nutrientes empleados tradicionalmente en los medios fermentativos resultan 
muy costos para llevar a cabo el proceso a escala industrial, por lo que la búsqueda de 
nutrientes alternativos, que sean económicamente competitivos es particularmente in-
teresante. dado que las lías son básicamente levaduras muertas, esta fracción residual 
constituye una fuente potencial de nutrientes.

las lías, además, se caracterizan por contener elevados contenidos de tartratos, 
subproducto de importante valor económico y aplicación como corrector de acidez en la 
elaboración del vino. el ácido tartárico se puede recuperar por solubilización con hcl, 
posterior precipitación a tartrato cálcico con caco3 y cacl2, redisolución con hcl y 
final recuperación por cristalización. las lías así tratadas son aptas para ser utilizadas 
directamente en aquellos casos en los que los microorganismos posean capacidad para 
romper las células no autolisadas e hidrolizar las proteínas y péptidos procedentes de 
las levaduras presentes en las lías. para el resto de los microorganismos será necesa-
ria una segunda etapa de pretratamiento de las lías encaminada a la liberación de los 
componentes intracelulares y la hidrólisis de las macromoléculas, empleando distintos 
métodos de rotura celular:

 a) procedimientos mecánicos como rotura mecánica.
 b) procedimientos químicos como permeabilización.
 c) procedimientos enzimáticos como rotura o lisis. 
 d) otros métodos como termólisis o permeabilización.

de este modo se pretende desarrollar una tecnología rentable para el aprovecha-
miento de lías como nutrientes económicos y como fuente de ácido tartárico.

Abstract
every phenomenon that changes the balance of an ecosystem represents a pollutant 
system. this is the case of the organic wastes from the agro-alimentary activities, and 
thus the effluents of the viticulture, as the vinification lees. although, they are naturalalthough, they are natural 
and do not show a big toxicity, these effluents can give place to the destruction of the 
fauna and flora when they are spilt in great quantity in a river, a reservoir or a lake. 
the wine activity is considered to be today an industry capable of producing environ-
mental damages, and consequently these residues must be treated, particularly if we 
take into account that the production of waste water in this sector in spain is 18·106 
m3/año, six folds the amount generated in France or italy.

vinification lees are produced in wineries, during wine elaboration. in occasions 
they are distilled to recover alcohols and aromatic substances, staying therefore some 
impoverished lees in these compounds. the composition changes depending on if 
they have been distilled or not and of the decanting from which they come. 
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nutrients traditionally employed in fermentative media turn out to be very expen-
sive to carry out the process in an industrial scale, thus searching for alternative nu-
trients, more economic, is very interesting. because of lees are basically death yeasts, 
this fraction is a potential source of nutrients.

lees, besides, are characterized by having high tartrate contents, which is a sub-
product with important economic value and application to correct acidity in the ela-
boration of wine. tartaric acid can be recovered by solubilization with hcl, further 
precipitation to calcium tartrate with caco3 y cacl2, solution with hcl and final 
recovery by crystallization. these lees are also suitable to be used directly in those 
cases in which the microorganisms possess aptitude to break the no autolizated cells 
and hydrolyzed proteins and peptides coming from yeasts present in lees. other mi-
croorganisms must be necessary a second stage to release the intracellular compound 
by using different methods, such as:

 a) mechanic procedures such as mechanic breakdown.
 b) chemical procedures such as permeabilization.
 c) enzymatic procedures such as breakdown or lysis. 
 d) other methods such as thermolysis or permeabilization.

in this way, we tray to develop a suitable technology to use lees as an economic 
nutrient and source of tartaric acid.

Introducción

el ácido tartárico ya era conocido por los griegos y los romanos, y se encuen-
tra en la naturaleza en forma de tartrato de hidrógeno y potasio en el zumo 
de la uva. Fue aislado por primera vez el año 1769 por el químico sueco carl 

Wilhelm scheele.

Estructura química

el ácido tartárico es un ácido dicarboxílico natural. su fórmula es: hooc-choh-
choh-cooh. contiene, por tanto, dos grupos carboxílicos y dos grupos alcohol 
en una cadena de hidrocarburo lineal de longitud cuatro. la figura 1.1 muestra su 
estructura. el nombre sistemático del ácido tartárico es ácido 2,3,-dihidroxibutano-
dioico. este ácido contiene dos centros quirales con idéntica sustitución. por tanto, 
existe como un par de enantiomeros y una forma meso aquiral. 
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Figura 1.1. Estructura del ácido tartárico

en la figura 1.2 se muestran los distintos estereoisómeros del ácido tartárico. el 
enantiomero destrógiro del ácido tartárico está ampliamente extendido en la natura-
leza y se encuentra en muchos frutos. el ácido tartárico levógiro puro, así como el 
isómero meso, no son tan habituales.

el ácido tartárico tiene una importancia histórica, ya que fue la primera molécu-
la quiral cuyo racemato se separó en los dos enantiómeros correspondientes. ello 
tuvo lugar en 1848, mucho antes de que se planteara la estructura tetraédrica del 
carbono. lo único que se sabía era que el ácido tartárico de la fruta era dextrógiro, 
y que de la uva podía aislarse otra forma del ácido tartárico, ópticamente inactiva. 
esta última se denominaba corrientemente ácido racémico (racemus, latín, racimo 
de uva).

Figura 1.2. Esteroisómeros del ácido tartárico

el químico francés louis pasteur obtuvo una muestra de sal sódico-amónica de 
este ácido y observó que estaba formado por dos tipos de cristales, unos imagen es-
pecular de los otros. separando manualmente ambos tipos de cristales, disolviéndo-
los en agua y midiendo su rotación óptica, pasteur comprobó que una de las formas 
cristalinas era idéntica a la forma natural del ácido (+) tartárico y que la otra era la 
forma levógira. la quiralidad de las moléculas se traducía en quiralidad macroscó-
pica del cristal, algo relativamente infrecuente. pasteur concluyó que las propias 
moléculas debían ser quirales.

Ácido (+) tartárico
[α]20°c = + 12.0
p.f. 168-170°c

densidad (g ml -1) d = 1.7598

d

Ácido (-) tartárico
[α]20°c =  12.0

p.f. 168-170°c
d = 1.7598

d

Ácido meso-tartárico
[α]20°c =0

p.f. 146-148°c
d = 1.666

d



19

evAluAción de líAs de vinificAción

a partir del ácido tartárico se puede obtener otro ácido empleado en enología el 
ácido metatartárico. se obtiene por el calentamiento a 170ºc del ácido tartárico a la 
presión atmosférica, o de 150ºc cuando la presión es reducida, produciéndose entre 
las moléculas del ácido tartárico una esterificación parcial entre sus funciones ácidas 
y alcohólicas. se obtiene un producto polimerizado, que presenta la propiedad de 
impedir la formación de cristales de tartratos en el vino.

Propiedades físicas y químicas del ácido tartárico

las principales características físicas y químicas del ácido tartárico son:

 • denominación: l - (+) - Ácido tartárico
 • Fórmula específica: c4h6o6
 • peso molecular:150.09 g/mol
 • punto de fusión: 168 ºc - 170 ºc
 • temperatura de descomposición: > 220 ºc
 • estado físico (condiciones estándar): sólido
 • apariencia: blanca
 • olor: inodoro
 • ph en solución al 1%: 2.1
 • rotación específica (solución al 20%): +11,90 : +12,80
 • solubilidad en agua a 22 ºc: 1 390 gr/l
 • constantes de disociación: K1= 1,04 x 10-3; K2= 4,05 x 10-5

 • presentación comercial: cristales monoclínicos translucidos, o en forma de 
polvo blanco inodoro y agradable sabor ácido. estable al aire y nada higros-
cópico.

Síntesis del ácido tartárico

el ácido tartárico es un producto secundario del metabolismo de los azúcares, con 
una síntesis muy lenta. en la figura 1.3 se muestra un esquema de la síntesis. una 
primera posible explicación es la transformación de la glucosa en ácido-5-cetoglu-
cónico, el cual pasa a los aldehídos tartárico y glicólico, el primero por oxidación se 
transforma en ácido tartárico y el segundo en los ácidos glicólico, oxálico y glioxí-
lico. otra posible hipótesis se encuentra en la transformación del ácido ascórbico 
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en ácido tartárico, no conociéndose exactamente cómo llega a formarse el primer 
compuesto a partir de los azúcares.

Figura 1.3. Síntesis del ácido tartárico

Formación del ácido tartárico en la vid

en las vides se puede distinguir una parte enterrada, formada por las raíces de ma-
yor o menor grosor y más o menos viejas, cuyas extremidades, más finas y jóvenes, 

d (+) -glucosa Ácido
5-cetoglucónico

aldehídos
tartárico y
glicólico

Ácidos
tartárico y
glicólico

Ácido
oxálico

Ácido
glioxílico



21

evAluAción de líAs de vinificAción

constituyen la cabellera. Y otra parte aérea o vuelo en la que hay que distinguir: el 
tronco, brazos y sarmientos que duran varios años, y las hojas, frutos y zarcillos, 
cuya duración no pasa corrientemente de un año. la zona que une estas dos partes, 
la subterránea y la aérea, se llama cuello. las partes de la vid donde se sintetiza el 
ácido tartárico son las hojas jóvenes y las bayas verdes.

la vid es una de las pocas plantas en que el ácido tartárico es sintetizado en las 
hojas, lo cual también acontece con el ácido málico, teniendo como precursor la glu-
cosa. las hojas adultas no conducen a la formación de ácido tartárico. el inicio de 
la formación del ácido tartárico tiene lugar en las hojas de la vid. en esta parte de la 
planta es donde tiene lugar la fotosíntesis, la respiración y la transpiración. mediante 
la fotosíntesis se elaboran nutrientes a partir de elementos inorgánicos simples utili-
zando la energía proveniente de la luz. la energía es captada por los cloroplastos, los 
cuales contienen clorofila, que es la encargada de combinar el anhídrido carbónico 
extraído del aire y el agua proveniente del suelo, desprendiendo oxígeno. como con-
secuencia de este proceso surgen los hidratos de carbono (azúcares, almidón, etc). 
el nutriente básico es la glucosa a partir de la cual son sintetizados todos lo demás 
elementos.

la respiración, al igual que en el resto de las plantas, se realiza absorbiendo el 
oxígeno presente en el aire y expulsando el gas carbónico. esta función vital para 
la cepa, se realiza en los estomas. los estomas se encuentran en las hojas, favore-
cen la transpiración o evitan la desecación en función de la cantidad de agua que se 
encuentre en la hoja. durante la respiración se libera energía que es utilizada por la 
cepa para el crecimiento, la reproducción, la formación de frutos, la absorción de 
nutrientes, la constitución de diversas sustancias químicas, tales como los ácidos 
tartárico, málico, taninos, etc.

el ácido tartárico se forma por un corte de la molécula de glucosa entre los áto-
mos de carbono 4 y 5. una vez formado se transporta hacia las raíces, donde se 
acumula sin transformación, para ser transportado a los órganos verdes. durante la 
migración a los órganos verdes parte del ácido tartárico puede oxidarse a ácido máli-
co. en la figura 1.4 se muestra la formación del ácido tartárico en las diferentes partes 
de la vid, además de otras sustancias orgánicas.

la uva es de los pocos frutos de origen europeo que acumula ácido tartárico, 
encontrándose el isómero l(+), con concentraciones en el momento del envero del 
orden de 20 a 25 g/l y de 3.5 a 11.5 g/l en la maduración. el desarrollo de las bayas 
empieza con la polinización y continúa hasta el estado de madurez o, eventualmente, 
de sobremadurez si la recolección se retrasa. se produce un crecimiento en volu-
men de las bayas acompañado de una evolución de las características físicas (color, 
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firmeza) y de la composición química de las uvas (azúcares, ácidos, compuestos 
fenólicos). se distinguen dos periodos a lo largo del desarrollo del fruto: un periodo 
herbáceo y un periodo de maduración.

Periodo herbáceo. durante el crecimiento herbáceo de la baya, ésta se comporta 
como un órgano clorofiliano en crecimiento. su respiración es activa con un máximo 
al cabo de cuatro semanas. su fotosíntesis es intensa al principio pero disminuye 
progresivamente hasta el final del periodo. las bayas verdes pueden sintetizar áci-
dos orgánicos, principalmente ácido málico y ácido tartárico. la síntesis de ácido 
tartárico se realiza simultáneamente y del mismo modo que en las hojas jóvenes, a 
partir de la glucosa. al final de la etapa herbácea, el contenido en azúcar de las bayas 
es pequeño; por el contrario, los contenidos de ácido málico y de ácido tartárico son 
elevados.

Periodo de maduración. comienza con el envero, un periodo de evolución rápida 
de las características físicas y bioquímicas de la uva y termina con el estado de ma-
durez. en esta etapa la baya cambia de color, engrosa y se comporta como un órgano 
de transformación y, sobre todo, de almacenamiento. la composición de la uva cam-

 Figura 1.4. Formación de sustancias orgánicas y su transporte 

Fuente: ribéreau-gayon, 1975.
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bia, en principio, bruscamente al comienzo del periodo y después progresivamente. 
la acidez disminuye, mientras que aumenta el contenido en azúcares, compuestos 
fenólicos y compuestos aromáticos. el crecimiento del contenido en azúcares se 
debe esencialmente a la migración de azúcares producidos por fotosíntesis, por mo-
vilización eventual de reservas y por transformación del ácido málico en azúcares; 
siendo ésta última causa de menor importancia.

la disminución de la acidez tiene diversas causas:

 • Degradación respiratoria: los ácidos orgánicos sirven de sustrato a la res-
piración. la degradación aumenta con la temperatura, por lo que la acidez 
es más reducida los años de verano cálido. esta degradación afecta al ácido 
tartárico por encima de 30º c.

 • Transformación del ácido málico en azúcares: la síntesis de azúcar a partir 
de ácido málico, llamada gluconeogénesis, participa en la disminución de la 
acidez.

 • Fenómenos de dilución: durante la maduración, la uva engorda por aporte de 
agua a través de la raíces, lo que contribuye a disminuir la concentración en 
ácidos.

 • migración de las bases procedentes de las raíces.

a pesar de la disminución de la acidez, el contenido en ácido tartárico permanece 
sensiblemente constante, ya que la síntesis y las migraciones equilibran las pérdidas 
por respiración. en periodo seco este contenido disminuye y, por el contrario, au-
menta después de la lluvia. 

Situación del ácido tartárico en el grano de uva

las bayas o granos de uva presentan en todos los casos una estructura formada por 
una película exterior llamada hollejo, una masa que rellena interiormente la baya 
conocida como pulpa y en el centro un número variable de semillas o pepitas.

el hollejo tiene por misión encerrar los tejidos vegetales que contienen las sus-
tancias de reserva que acumula el fruto, proteger las semillas como elementos per-
petuadores de la especie hasta llegar a su maduración y defender estas estructuras de 
las agresiones externas. representa una fracción variable desde el 8 al 20 por 100. 
el contenido en ácidos orgánicos de esta parte de la uva es muy reducido, alrededor 
del 1 por 100.
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las pepitas constituyen los elementos de la vid encargados de perpetuar la especie 
por vía sexual. el número de pepitas es variable, puede existir desde ninguna pepita, 
hasta una, dos, tres o cuatro como máximo. en esta zona de la uva no hay ácidos 
orgánicos.

la pulpa es la zona más voluminosa del grano de uva, representando un 75 a 85 
por 100 del peso de éste. la parte exterior de la pulpa se conoce con el nombre de 
mesocarpio, sus células se confunden en la periferia con las del hollejo, presentan 
una forma poligonal y sus paredes son más delgadas que las de la piel. el interior 
de la pulpa se denomina endocarpio, que se compone a su vez de dos capas, la más 
externa de células alargadas situadas en posición radial y de paredes más gruesas, 
y las que rodean las pepitas, también de forma alargada, situándose en este caso de 
manera tangencial respecto del centro del grano de uva y pepitas. 

la pulpa es un tejido de acumulación de las sustancias sintetizadas por la vid. 
todas estas sustancias están contenidas en las vacuolas de las células de la pulpa y 
proceden en su mayoría de otros lugares de la planta o en menor cuantía de la síntesis 
del propio racimo.

Figura 1.5. Corte esquemático de un grano de uva

Fuente: peynaud, 1989.
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el agua es el compuesto mayoritario que contiene la pulpa, pero los compuestos 
más importantes son los azúcares y los ácidos orgánicos, entre ellos el ácido tartári-
co. la zona más rica en ácido tartárico es la zona central de la pulpa, luego le sigue 
la intermedia y la exterior. en la figura 1.5 se observan las diferentes partes del grano 
de uva.
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Formación de sales tartáricas en el procesado del vino

el ácido tartárico puede formar sales por la presencia de calcio y potasio. las dife-
rentes sales que puede formar son: bitartrato potásico (thK), tartrato neutro de pota-
sio (tK2), tartrato neutro de calcio (tca), tartrato doble de potasio y calcio (t2K2ca) 
y sal mixta de malotartrato de calcio (mtca2)

en el vino, debido a los valores de ph que tiene, solamente se encuentran el bitar-
trato potásico y el tartrato cálcico. las demás sales sólo se forman cuando el ph es 
superior al valor de 4,5. la solubilidad de estas sales disminuye por la formación de 
alcohol durante la fermentación alcohólica, así como también por el enfriamiento 
del vino. 

El bitartrato pótasico. su fórmula es cooh-choh-choh-cooK. también se 
llama tartrato ácido de potasio. la solubilidad de esta sal en el vino depende de la 
concentración de alcohol y, sobre todo, de la temperatura del vino. la solubilidad del 
bitartrato potásico en el vino a 20º c es de 5.7 g/l mientras que la del ácido tartárico 
es de 4,9 g/l. la solubilidad disminuye cuando se añade ácido tartárico, y aumenta 
cuando se añade cualquier ácido, ya que se produce una modificación del equilibrio 
iónico, formando estos ácidos sales solubles con el potasio, mientras la concentra-
ción de bitartrato potásico se reduce. durante la fermentación maloláctica sucede 
el fenómeno contrario, pues al desaparecer el ácido málico, el equilibrio entre este 
ácido y sus malatos se desplaza hacia la descombinación de éstos últimos, cediendo 
potasio al medio, que aumenta la concentración de bitartrato potásico y además el 
ph se eleva disminuyendo la solubilidad de esta sal. la cantidad de esta sal en los 
vinos tintos es del orden de un 40 por 100 más que en los blancos, debido a su mayor 
riqueza en potasio.

El tartrato neutro de calcio. su formula es cooca-choh-choh-cooca·4h2o. 
es una sal que presenta una solubilidad bastante inferior a la del bitartrato potásico, 
del orden de 0.53 g/l en vino a 20º c. la solubilidad de esta sal depende fundamen-
talmente del contenido en alcohol, pasando a un segundo plano el efecto de la tempe-
ratura. por esta razón las precipitaciones de tartrato de calcio en los vinos pueden ser 
incompletas por los tratamientos realizados por frío y aparecen más tarde sin razón 
alguna aparente. el contenido de esta sal es inferior en los vinos tintos de un 30 a 50 
por 100, más pobres que los vinos blancos.

la insolubilización de estas sales en el vino provoca la presencia de un sedimento 
de tartratos que no es admitido por los consumidores, pero en la actualidad existe una 
tendencia cada vez mayor a ser tolerados por los aficionados al vino, entendiendo 
que su presencia es natural, junto a los sedimentos de materia colorante de los vinos 
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tintos, disponiendo entonces de un vino más rico e íntegro, que les permite disfrutar 
mejos de sus cualidades. por ejemplo, en alemania, a los sedimentos que quedan en 
sus vinos blancos les denominan “diamantes de vino”.

Cristalización de las sales tartáricas. la cristalización exige la presencia en el 
vino de gérmenes o núcleos de cristalización, estando formados por cristales sub-
microscópicos, o por cristales de mayor tamaño, e incluso también sobre sólidos de 
distinta naturaleza pero también de estructura cristalina.

Tratamientos para las precipitaciones tartáricas. hay diferentes tratamientos 
para estabilizar los vinos e impedir las precipitaciones tartáricas. unos son más efi-
caces que otros, ya que en los mecanismos de insolubilización de estas sales inciden 
una gran cantidad de factores, que pueden acelerar o retardar la precipitación de las 
mismas.

antes de la aplicación de uno u otro sistema de estabilización, es conveniente 
analizar el vino frente a los elementos o sustancias que intervienen en estas precipi-
taciones: ph, calcio, potasio, ácido tartárico, etcétera. 

los métodos de estabilización utilizados en la actualidad pueden clasificarse en:
 
i. sistemas que insolubilizan y eliminan los tartratos del vino.

 • Tratamiento por frío: se basa en la insolubilización de los tartratos por el frío. 
puede realizarse espontáneamente por el frío del invierno o aplicándoles frío 
artificialmente, estos tratamientos son de más corta duración.

 • Ósmosis inversa: la estabilización tartárica se realiza haciendo pasar el vino 
por un aparato de ósmosis inversa, donde temporalmente se elimina parte del 
agua que contienen, resultando así los vinos concentrados y produciéndose 
una importante insolubilización de los tartratos, la cual puede ser activada 
por un tratamiento complementario por frío. una vez separados los tartratos 
precipitados, se restituye el agua separada en un principio, resultando de este 
modo estabilizados.

ii. sistemas que impiden las precipitaciones tartáricas.
 • Ácido metatartárico: el mecanismo de inhibición sobre los tartratos del vino, 

se explica por formar alrededor de los núcleos de cristalización una barrera, 
que impide la aproximación de las moléculas de tartratos insolubilizadas y, 
por lo tanto, el crecimiento de los cristales.

 • carboximetilcelulosa: es una celulosa esterificada por grupos carboximetilos 
sobre los carbonos 6 y 2. presenta en el vino a ph de 3 a 4 cargas negativas so-
bre los grupos carboxílicos, lo que permite adsorber los núcleos de los tartra-
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tos e inhibir su crecimiento, pudiendo además acomplejar los cationes calcio y 
potasio, provocando la disminución de estos cationes en estado libre.

 • manoproteínas: son unas sustancias obtenidas de las paredes de las levaduras 
en autolisis; existen en el vino de manera natural cuando se aplican determina-
das técnicas de extracción, o bien mediante adición de preparados comerciales. 
Frenan las precipitaciones tartáricas por un mecanismo de inhibición de la 
cristalización muy similar al de la carboximetilcelulosa, pero de efecto de 
adsorción mucho más reducido, por lo que es menos eficaz.

iii. sistemas que eliminan los cationes responsables de las precipitaciones tartá-
ricas.
 • Ácido tartárico racémico: es el ácido dl-tartárico ópticamente inactivo, que 

combinándose con el calcio, forma una sal de racemato cálcico muy poco 
soluble. por este motivo reduce la cantidad de calcio en el vino.

 • electrodiálisis: es una técnica que permite la separación de determinados 
aniones o cationes de los mostos o vinos, haciendo pasar éstos por un aparato 
dializador, donde una corriente continua aplicada entre dos electrodos y unas 
membranas semipermeables, logran la eliminación o reducción de los niveles 
de calcio o de potasio.

 • intercambio iónico: un intercambiador iónico es una sustancia mineral u or-
gánica insoluble, que presenta la propiedad de ionizarse en presencia de una 
fase acuosa y de intercambiar estos iones con los de la solución acuosa (J. 
ribéreau-gayon y cols., 1998). este sistema permite la eliminación uno o 
varios iones causantes de precipitaciones tartáricas, así como de quiebras 
férricas o cúpricas.

Aplicaciones del ácido tartárico

el uso del ácido tartárico está extendido en diferentes campos. los sectores que lo 
utilizan son la industria alimentaria, la farmacéutica, la química y la construcción, 
pero el más importante es el sector enológico.

 • industria alimentaria: el ácido tartárico es un acidificante y conservante na-
tural. se emplea como emulsionante en panadería, como ingrediente para la 
levadura, en la fabricación de caramelos y golosinas como acidificante, en 
la elaboración de mermeladas y gelatinas; también es acidificante de bebidas 
gaseosas como la coca cola.
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 • industria farmacéutica: se utiliza para la preparación de antibióticos, píldoras 
y pastillas efervescentes, medicina para las cardiopatías y en compuestos tera-
péuticos que combaten el sida. 

 • industria construcción: en este sector industrial se utiliza como retardante del 
fraguado del yeso y el cemento.

 • industria química: se emplea en fotografía, galvanotécnia, para preparación de 
tartratos y como secuestrante de iones metálicos.

Empleo del ácido tartárico en la industria enológica. el ácido tartárico es un 
elemento muy importante en la industria enológica. al ser uno de los ácidos orgáni-
cos que están presentes en las uvas, influye en la acidez del fruto. es el compuesto 
mayoritario de la acidez de los vinos.

el nivel de acidez de las uvas se mide por la acidez total, que es la suma de las 
acideces valorables de la uva y clásicamente se dividen en acidez fija y acidez vo-
látil. la acidez volátil está constituida por el ácido acético. la acidez fija se debe 
al ácido tartárico y al ácido málico. los ácidos combinados en forma de sales no 
intervienen en el valor de la acidez total.

en la mayoría de los países, la acidez fija se expresa en g/l de tartárico, en algu-
nos países como en Francia se expresa en g/l sulfúrico. para determinar la acidez 
total se realiza por titulación del mosto con una solución de hidróxido sódico n/10, 
con azul de bromotimol como indicador. el resultado se puede expresar directamente 
en ácido sulfúrico o por una fácil conversión referirlo a ácido tartárico:

 • acidez sulfúrica · 1.530 = acidez tartárica
 • acidez tartárica · 0.653 = acidez sulfúrica

en algunas ocasiones la acidez puede también expresarse en miliequivalentes, es 
decir, los mililitros de una solución normal de sosa, necesarios para neutralizar las 
funciones ácidas de un litro de mosto.

acidez sulfúrica (g/l)/0.049 = acidez tartárica (g/l)/0.075 = miliequivalentes/l

la acidez desempeña un papel importante a la hora de definir el estado óptimo 
de maduración industrial de la vendimia. Forma parte de los índices de maduración 
químicos. 

otro uso del ácido tartárico es en las correcciones de la acidez en las vendimias, 
mostos o vinos. las correcciones de acidez, por exceso o por defecto, tienen a ni-
vel popular una consideración de menor nivel que la de los azúcares, aunque desde 
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el punto de vista técnico son de gran interés para lograr en los vinos un equilibrio 
adecuado, así como también algunas importantes prestaciones, donde destaca el pa-
pel que la acidez desempeña en la conservación de los vinos.

las correcciones de la acidez se pueden hacer con prácticas vitícolas, modifican-
do los niveles de acidez de las vendimias, o con prácticas de acidificación directa.

la acidificación directa se realiza con la adición de ácidos orgánicos autorizados, 
estando expresamente prohibidos el uso de ácidos minerales, tales como los ácidos 
sulfúrico, clorhídrico o fosfórico, que fraudulentamente se utilizan en ocasiones, 
buscando más bien una corrección del ph a la baja, siendo éste un valor difícil de 
modificar con los ácidos orgánicos autorizados.

el ácido tartárico es el principal acidificante autorizado. la unión europea es-
tablece unas limitaciones legales. en los productos mostos y vendimias, la acidifi-
cación solamente podrá realizarse hasta el límite máximo de 1.5 g/l, expresado en 
tartárico. mientras que en vinos la acidificación máxima será de 2.5 g/l expresado 
en ácido tartárico. teóricamente 1 g/l de ácido tartárico es capaz de elevar la acidez 
total en 0.65 g/l, expresada en ácido sulfúrico o 1 g/l en ácido tartárico.

la acidificación precoz sobre la vendimia o el mosto debe ser restringida a lo ne-
cesario por las importantes pérdidas o insolubilizaciones que se producen a lo largo 
de la fermentación y fases posteriores del vino. se recomienda no obstante, corregir 
la acidez cuando la vendimia presenta valores inferiores a 4.5 g/l en tartárico, aña-
diendo 1 g/l de tartárico, y con valores entre 4.5 y 5.5 g/l en tartárico, agregando 
0.5 gl de tartárico.

una acidificación tardía, antes del embotellado del vino, conduce a crear un des-
equilibrio del mismo, pudiendo ocasionar precipitaciones posteriores en botella, a la 
vez que produce una sensación de dureza en la boca. el momento más adecuado de 
acidificar con ácido tartárico es hacerlo en una primera adición al finalizar la fermen-
tación alcohólica con la cantidad indispensable, y luego corregir definitivamente el 
vino antes de su estabilización tartárica por frío, donde se deben realizar los ensayos 
pertinentes para calcular la cantidad a añadir, teniendo en cuenta que parte se solu-
bilizará en forma de tartratos.

Objetivos y plan de trabajo

las lías de vinificación constituyen uno de los principales residuos de las industrias 
vitivinícolas y representan una fuente de contaminación importante. su eliminación 
supone un gasto económico para las empresas productoras. en los últimos años, en el 
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departamento de ingeniería Química de la Facultad de ciencias de ourense, se han 
estado desarrollando una serie de trabajos encaminados al aprovechamiento de estos 
residuos agroindustriales para su conversión en aditivos alimentarios.

el objetivo planteado para este estudio es la recuperación del ácido tartárico pre-
sente en las lías de vinificación (blancas y tintas) y optimización del proceso. para 
cumplir con este objetivo se elaboró el siguiente plan de trabajo:

 • solubilización del ácido tartárico empleando hcl.
 • purificación del ácido tartárico mediante la precipitación con ca2co3 y 

cacl2.
 • optimización de los procesos realizados.

Materiales y métodos

Lías de vinificación

las lías procedentes de la campaña de 2002 fueron cedidas amablemente por la 
“cooperativa vitivinícola del ribeiro” (ribadavia, orense, españa) y almacenadas 
a 4 ºc.

en el vino blanco, el proceso de fermentación se lleva a cabo sin maceración, 
por lo que primero se prensa la vendimia y se obtienen dos fracciones, una consti-
tuida por el mosto y otra por el bagazo (hollejo, pepitas, etc). esta última fracción 
se utiliza para producir vino de peor calidad obtenido a partir del bagazo de prensa. 
durante el proceso fermentativo, las partículas en suspensión decantan al fondo del 
barril y se separan del vino mediante la operación de trasiego. el número de trasie-
gos dependen del tipo de vino. 

en el proceso de elaboración de vino tinto, la fermentación se realiza simul-
táneamente con la maceración, por lo que la separación del bagazo será posterior 
a la fermentación. durante la fermentación, al igual que en el vino blanco, se 
producen lías. 

las lías procedentes del vino blanco y del vino tinto, tanto del primer trasiego 
como del segundo, se mezclan con su bagazo respectivo (para aportarle aromas) y 
se destilan conjuntamente, obteniéndose así lías de vino blanco destiladas y lías 
de vino tinto destiladas, constituyendo las fracciones de lías ensayadas en este 
trabajo.
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Caracterización de las lías de vinificación

sólidos

para la determinación de los sólidos se tomó, para cada tipo de lía, un crisol de vi-
drio, secado en estufa durante 12 horas, de peso conocido. en cada crisol se pesó 
aproximadamente 1 g de lía y se metieron en estufa a 102 ºc durante 48 horas. trans-
currido este tiempo se metieron los crisoles en un desecador hasta que alcanzaron la 
temperatura ambiente, momento en el cual se determinó su peso.

carbono y nitrógeno

para la determinación del porcentaje en carbono y nitrógeno de las lías se analizó 
la fracción sólida utilizando un analizador elemental “thermo Finningan Flash ele-
mental analyser 1 112 series” (san José, california, estados unidos).

compuestos orgánicos

los componentes orgánicos de las lías: glucosa, ácido láctico y ácido acético se 
determinaron por “cromatografía líquida de alta eficacia” (clAe) (agilent, modelo 
1 100, palo alto, california, estados unidos), con un detector de índice de refrac-
ción y utilizando una “columna transgenómica ion-300” (transgenomic inc., san 
José, california, estados unidos). la fase móvil consistió en h2so4 0.01 n con un 
caudal de 0.4 ml/min.

cenizas

las cenizas se determinaron a 550 ºc en una mufla hasta peso constante. los reci-
pientes utilizados fueron crisoles de porcelana secos (se secaron en estufa a 102 ºc 
durante 12 horas) y la cantidad de muestra utilizada fue de 0.5 g.

elementos minerales

los elementos minerales cu, mg, Fe, mn, ca, al y Zn, se determinaron a partir 
de las cenizas por absorción atómica empleando un “espectrofotómetro 220 Fast 
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sequential” (varian, palo alto, california, estados unidos). para ello, se sometieron 
0.15 g de cenizas a un proceso de digestión con 5 ml de hno3 al 65%, 1 ml de h2o2 
al 30% y 0.5 ml de hF al 40% en un horno microondas “labstation mls 1200 mega” 
(milestone, bérgamo, italia).

Recuperación del ácido tartárico

desarrollo del proceso

en la figura 3.1 se muestra un esquema del proceso llevado a cabo para la recu-
peración del ácido tartárico de las lías de vinificación. el proceso se dividió en 
dos fases, en cada fase se realizó un diseño experimental para la optimización del 
proceso.

I. Solubilización del ácido tartárico. para solubilizar el ácido tartárico presente 
en las lías se empleó hcl al 37 por ciento. la mezcla de las lías con el hcl se rea-
lizó en un vaso de precipitados. la mezcla se centrifugó a 3600 rpm y 15 min. la 
parte sólida se liofilizó para emplearla como nutriente en fermentaciones lácticas y 
la parte líquida, donde se encuentra el ácido tartárico, se guardó en frío a 4 ºc para 
realizar el segundo diseño experimental.

II. Precipitación y recuperación del ácido tartárico. para retirar selectivamente 
el ácido tartárico de las demás sustancias presentes en el líquido, se hizo precipitar el 
ácido tartárico en forma de tartrato cálcico empleando caco3 y cacl2; se emplearon 
diferentes valores de ph y tiempos de reacción.

después de la precipitación se realizó una filtración con un embudo büchner, ob-
teniendo una parte sólida que es el tartrato cálcico y una parte líquida donde se en-
cuentran los demás componentes. el tartrato cálcico se redisolvió en una solución 
de 95 ml de agua caliente y 5 ml de hcl al 37 por ciento.

diseño experimental y análisis estadístico

para la recuperación del ácido tartárico de las lías de vinificación se realizaron dos 
diseños experimentales. se empleó un diseño factorial incompleto 33 (box y cols., 
1978). los datos experimentales se analizaron por la metodología de la superficie de 
respuesta, usando el paquete estadístico: statistica 5.0. la relación entre las varia-
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bles dependientes y de operación se estableció por un modelo que incluye términos 
lineales, de interacción y cuadráticos:

y = b0 + b1·x1 + b2·x2+ b3·x3+ b12·x1·x2+ b13·x1·x3+ b23·x2·x3 +  
b11·x1

2 + b22·x2
2 + b33·x3

2

donde “y” es la variable dependiente, “b” denota los coeficientes de regresión 
(calculados a partir de los datos experimentales por regresión múltiple, usando el 
método de los mínimos cuadrados), y “x” denota las variables independientes.

a) diseño 1: solubilización del ácido tartárico
las tres variables independientes fueron la concentración de hcl (37%), la 

temperatura y el tiempo. la variable dependiente fue la concentración de ácido 
tartárico. 

b) diseño 2: precipitación y recuperación del ácido tartárico
las tres variables independientes fueron la concentración de cacl2, el ph y el 

tiempo. la concentración de caco3 se fijó en función de la estequiometría de la 
reacción. la variable dependiente fue el % de ácido tartárico recuperado.

análisis

la concentración de ácido tartárico, así como de otras sustancias presentes en menor 
medida (ácido málico, glicerina, azúcares...) se determinó por hplc. para calcular 
los valores óptimos de las variables dependientes se empleó la herramienta “solver” 
de excel.

los subproductos y efluentes líquidos de las bodegas (lías, vinazas, aguas de la 
limpieza de tartratos de los depósitos...) están formados por diversas sustancias que 
se encuentran presentes en los mostos o los vinos, donde en unos casos proceden 
de la vendimia como materia prima, o bien se generan durante los procesos micro-
bianos o fisicoquímicos de la elaboración de los vinos. por lo general, estos subpro-
ductos se presentan en fase líquida acompañados de una no despreciable cantidad de 
mosto o de vino, y también en algunos casos de agua procedente de las operaciones 
de limpieza. 

la mayor parte de estos subproductos son susceptibles de valorización, es decir, 
de un aprovechamiento económico añadido al de la actividad vitivinícola; aunque 
generalmente son vertidos directamente al medio ambiente, convirtiéndose entonces 
en un problema medioambiental a resolver. 
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Figura 3.1. Esquema propuesto para la recuperación de ácido tartárico
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entre los subproductos o efluentes enológicos más frecuentes cabe destacar las 
heces o lías, que son el conjunto de materias orgánicas y sales, que se depositan de 
forma natural en el fondo de los envases después de la fermentación o durante la 
conservación de los vinos. del mismo modo que en el tratamiento de otros subpro-
ductos, el principal aprovechamiento de las lías estriba en la obtención de alcohol 
etílico mediante su destilación, resultando entonces como materia residual las lías 
destiladas. 

independientemente del valor nutritivo de las lías destiladas para cepas de Lacto-
bacillus (bustos y cols., 2004) uno de los componentes más interesantes de las lías 
es el tartrato de calcio. este compuesto es muy poco soluble (0.53 g/l a 20ºc y 1.16 
g/l a 60ºc) si se compara con el hidrogenotartrato de potasio (5.7 g/l a 20ºc y 24 
g/l a 60ºc) (Flancy, 2003). industrialmente, la extracción de tartratos de los subpro-
ductos y efluentes líquidos de las bodegas puede hacerse siguiendo el siguiente pro-
cedimiento: las vinazas y lías destiladas se reciben en una primera pila decantadora 
de poca altura y elevada superficie, pasando por desbordamiento sucesivamente de 
una pila a otra, de tal forma que en la primera, con ayuda de un codo decantador 
giratorio, la vinaza clara se descarga en la pila de decantación provista de agitador y 
el residuo sólido se elimina de la instalación. a continuación se añade una lechada 
de cal: ca(oh)2 o de carbonato cálcico: co3ca hasta alcanzar un ph de 4.5 a 5.0 
seguida de una cantidad de yeso: so4ca, para tener una precipitación completa y 
evitar que el tartrato de potasio, formado en el transcurso de la neutralización, no 
se quede en solución. a continuación se especifican las reacciones que tienen lugar 
durante el proceso.

2 thK + co3ca → tca + tK2 + h2o
tK2 + so4ca → tca + so4K2

en donde:
hK: bitartrato potásico. 
tK2: tartrato neutro de potasio. 
ca: tartrato neutro de calcio. 

el proceso de agitación transcurre durante 30 minutos, seguido de una decanta-
ción de otros 20 minutos más, eliminando el líquido con un codo decantador, y el 
precipitado se lava varias veces con agua limpia, dejándolo escurrir y por fin desecar 
para su conservación con un contenido de humedad inferior al 5 por ciento. 

en todos estos subproductos o efluentes líquidos se puede aprovechar una can-
tidad importante de sales de ácido tartárico. sin embargo, es necesario desarrollar 
nuevas tecnologías, ya que las soluciones de eliminación de tartratos son muy con-
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taminantes, con valores de dQo de 50 mil a 200 mil mg de oxígeno/l, con un 
contenido en tartratos equivalente de ácido tartárico de 100 a 400 g/l. este proyecto 
propone una metodología alternativa en la que se aprovechan todas las corrientes 
generadas. a continuación se detallan los pasos y resultados obtenidos hasta lograr 
completar este proceso.

Caracterización de las lías

Contenido en sólidos, cenizas, nitrógeno y carbono 

el contenido en sólidos, cenizas, nitrógeno y carbono están recogidos en la tabla 4.1. 
el nitrógeno y carbono fueron analizados a partir de la fracción sólida de las lías, y 
las cenizas se determinaron por incineración de ésta. tal como se observa, tanto el 
contenido en sólidos como el porcentaje en cenizas es muy superior en las lías pro-
cedentes de la vinificación en blanco, ya que las lías procedentes de la vinificación 
en tinto, estudiadas en este trabajo, estaban muy diluidas.

Tabla 4.1. Porcentaje de sólidos de las lías y porcentaje  
en la fracción sólida de cenizas, carbono y nitrógeno 

% Sólidos % Ceniza %N %C

Lías vino blanco destiladas 17.200 23.426 1.97 31.06
Lías vino tinto destiladas 3.324 16.925 2.06 37.36

Fuente: rivas y cols., 2006.

el contenido en carbono y nitrógeno es significativamente más bajo que el recogi-
do por rivas y cols. (2004) para la levadura Debaryomyces hansenii procedente de la 
producción 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 producción de ácido láctico.

Contenido en compuestos orgánicos

la fracción líquida de las lías se analizó por “cromatografía líquida de alta eficacia” 
para determinar compuestos orgánicos: glucosa, etanol, glicerina y los ácidos málico, 
láctico, acético y tartárico. los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Concentración de compuestos orgánicos (en g/L)  
en lías destiladas 

Glucosa Etanol
Ác.  

Málico
Ác.  

Láctico
Ác.  

Acético
Ác.  

Tartárico
Glicerina

Lías 
blancas

0.0 8.6 0.0 5.9 2.3 0.0 0.0

Lías 
tintas

0.0 2.3 0.0 2.4 11.4 0.0 0.0

Fuente: rivas y cols., 2006.

no se detectó glucosa en ambos casos, lo que indica que los azúcares fueron con-
sumidos durante la fermentación y transformados a etanol, si bien la concentración 
en este alcohol es inferior a 9 g/l, ya que durante la destilación se retira el etanol 
para la obtención de alcohol vínico. 

tampoco se detectó ácido málico, mientras que las concentraciones de ácido lác-
tico oscilaron entre los 2.4 g/l en las lías procedentes del vino tinto y los 5.9 g/l en 
las lías procedentes del vino blanco. una concentración menor de ácido láctico se 
relaciona con la fermentación maloláctica, durante la cual el ácido málico es descar-
boxilado a ácido láctico principalmente por Oenococcus oeni, lo que provoca una 
disminución de la acidez del vino confiriendo características organolépticas apropia-
das y una mayor estabilidad.

para el ácido acético los valores fueron muy superiores en el caso de las lías 
procedentes del vino tinto. las bacterias productoras de ácido acético (Glucono-
bacter oxydans, Acetobacter pasteurianus y Acetobacter aceti) están presentes du-
rante el proceso fermentativo procedentes de la propia uva. los niveles de ácido 
acético en el vino se pueden ver incrementados por la exposición del vino al aire, 
incluso en periodos cortos, o por altas temperaturas o ph. debido a que en el vino 
tinto el mosto y la uva están en contacto, la posibilidad de encontrar estas bacterias 
en el vino tinto es mayor que en el vino blanco.

en cuanto al ácido tartárico, no se encontró en la fase líquida de las lías, ya que 
este ácido se encuentra precipitado en forma de sus sales correspondientes: bitartrato 
potásico y tartrato cálcico, debido en gran parte al tiempo transcurrido entre la pro-
ducción de las lías y su tratamiento industrial, y al hecho de que las lías se conser-
van en cámaras refrigeradas, lo que estimula esta precipitación. tampoco se detectó 
glicerina.
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Contenido en minerales

la tabla 4.3 muestra las concentraciones de minerales expresadas en mg de cu, mg, 
Fe, mn, ca, al y Zn por kg de fracción sólida de lía.

Tabla 4.3. Contenido en minerales (en mg/kg) de la fracción sólida  
de las lías destiladas 

Cu Mg Fe Mn Ca Al Zn

Lías blancas 347.9 126.0 289.8 24.1 684.0 n.d 18.6
Lías tintas 39.3 n.d 366.7 51.0 971.3 n.d 19.5

Fuente: rivas y cols., 2006.

los valores encontrados entre ambas lías no difieren significativamente. el pro-
ceso de vinificación de ambos tipos de vino cambia en que la fermentación alcohóli-
ca del mosto tinto es simultánea a la maceración con el bagazo, que puede contener 
restos de fitosanitarios que contengan metales en su formulación. sin embargo, al 
ponerse las lías en contacto con el bagazo para llevar a cabo la destilación, las dife-
rencias en composición se reducen drásticamente.

Obtención de ácido tartárico a partir de las lías de vinificación

Solubilización del ácido tartárico con HCl

la recuperación del ácido tartárico, que en las lías se encuentra precipitado en forma 
de bitartrato potásico y tartrato cálcico, requiere dos etapas principales, tal y como 
se describe en la figura 3.1. en la primera etapa, las sales de tartrato se solubilizan 
con hcl para obtener una disolución de ácido tartárico, mientras que en una segunda 
etapa, el ácido tartárico se precipita selectivamente en forma de tartrato cálcico. a 
fin de optimizar este proceso, ambas etapas se optimizaron a través de diseños fac-
toriales incompletos.

las variables independientes usadas en el primer diseño, para lías destiladas tanto 
procedentes de la vinificación en blanco como de la vinificación en tinto, así como 
sus rangos de variación fueron las siguientes, temperatura: (t), 20–80 ºc; volumen 
de hcl: al 37 % (vol. hcl), 1–10 ml, y tiempo de reacción: (t), 5-30 min. las varia-
bles adimensionales codificadas empleadas, con límites de variación (-1,1), fueron 
definidas como x1 (temperatura codificada), x2 (volumen de hcl codificado) y x3 
(tiempo de reacción codificado). la correspondencia entre variables codificadas y 
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no codificadas se estableció por ecuaciones lineales deducidas a partir de sus límites 
respectivos de variación (ver tabla 4.4).

esta tabla también muestra las variables dependientes consideradas: y1 (concen-
tración de ácido tartárico solubilizado en lías blancas destiladas) e y2 (concentración 
de ácido tartárico solubilizado en lías tintas destiladas). las muestras procesadas tam-
bién contenían pequeñas cantidades de ácido málico, glicerina y compuestos fenóli-
cos, que son de menor importancia para este estudio por lo que no se consideraron.

Tabla 4.4. Variables usadas el estudio de la solubilización  
del ácido tartárico 

a) Variables independientes

Variable Nomenclatura Unidades
Rango  

de variación

temperatura t. ºc 20-80
volumen de hcl al 37% vol. hcl ml 1-10
tiempo de reacción t. minutos 5-30
b) Variables independientes adimensionales y codificadas

Variable Nomenclatura Unidades
Rango  

de variación

temperatura adimensional x1 (t-50)/30 (-1.1)
volumen de hcl al 37%  
adimensional x2

(vol. de hcl-
5.5)/4.5 (-1.1)

tiempo de reacción adimensional x3 (t-17.5)/12.5 (-1.1)
c) Variables dependientes

Variable Nomenclatura

concentración de ácido tartárico solubilizado en lías 
blancas destiladas, g/l y1

concentración de ácido tartárico solubilizado en lías 
tintas destiladas, g/l y2

Fuente: rivas y cols., 2006.

dado que un estudio sistemático de los efectos causados por las variables de ope-
ración en la composición y susceptibilidad de la hidrólisis requeriría una gran cantidad 
de trabajo experimental, se llevó a cabo un diseño factorial, centrado e incompleto de 
experimentos. varios grupos de investigación han usados modelos fenomenológicos 
basados en diseños experimentales para estudiar el procesamiento químico y/o biocon-
versión de materiales lignocelulósicos (moldes y cols., 2002). en este estudio, hemos 
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utilizado un diseño factorial incompleto, en el cual se analizan tres variables indepen-
dientes a tres niveles. basándose en datos experimentales, se emplearon ecuaciones 
que incluyen los términos lineales, de interacción y cuadráticos a fin de describir la 
relación entre las variables de operación independientes y las variables dependientes.

la tabla 4.5 muestra el conjunto de condiciones experimentales ensayadas (expre-
sadas en términos de variables codificadas). la secuencia para el trabajo experimen-
tal se estableció de forma aleatoria para limitar la influencia de errores sistemáticos 
en la interpretación de los resultados. se puede observar que los experimentos 13-15 
son réplicas en el punto central del diseño para medir el error experimental.

Tabla 4.5. Condiciones de operación consideradas en este estudio  
(expresadas en términos de variables independientes codificadas:  

temperatura adimensional, x
1
; volumen de HCl al 37%  

adimensional, x
2
; y tiempo adimensional, x

3
) 

Condiciones de operación

Experim. x
�

x
�

x
�

1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Fuente: rivas y cols., 2006.

la tabla 4.6 lista los coeficientes de regresión y su importancia estadística. la 
misma tabla incluye parámetros estadísticos (r2 y F), midiendo la correlación y 
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la importancia estadística de los modelos, respectivamente. se puede observar que 
ambos modelos muestran buenos parámetros estadísticos para la correlación e im-
portancia y permiten una buena reproducción de los datos experimentales.

Ácido tartárico a partir de las lías procedentes de vino blanco

la figura 4.1 muestra la correlación entre los valores experimentales y los valores 
calculados durante la extracción del ácido tartárico de las lías procedentes de vino 
blanco. ningún punto se aleja significativamente de la línea central, lo que da idea 
de la concordancia entre los valores experimentales y los calculados.

Tabla 4.6. Coeficientes de regresión, niveles significativos y parámetros  
estadísticos (R2, R2 corregido, F y P), midiendo la correlación y relevancia  

de los modelos 

a) Coeficientes de regresión y relevancia

Coeficientes y
�

(�-p)*�00 y
�

(�-p)*�00

b
0

-20.815497*** 92.37 3.61239542** 98.06
b

1
0.17958965 62.04 0.03643601 88.68

b
11

-0.0011265 49.64 -0.00033304 89.63
b

2
19.51961* 99.78 10.6284417* 99.99

b
22

-0.9230913* 99.55 -0.64517987* 99.99
b

3
0.82641584 85.73 -0.29885175* 99.05

b
33

-0.0317378*** 94.16 -0.00331627** 96.14
b

12
-0.05090678** 97.07 -0.01244687* 99.64

b
13

0.01229196*** 93.80 0.00943422* 99.92
b

23
-0.0512845 86.11 0.00774804** 95.05

* coeficientes relevantes al 99% del nivel de confianza.
** coeficientes relevantes al 95% del nivel de confianza.
*** coeficientes relevantes al 90% del nivel de confianza.
 (1-p)*100: % de probabilidad de que se cumpla.

b) Parámetros estadísticos midiendo la correlación e importancia de los modelos

Variable R� R� corregido F
exp.

P

y
1

0.96712 0. 90795 13.6376 0.930912
y

2
0.98371 0. 95438 309.59 0.996779

Fuente: rivas y cols., 2006.
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la tabla 4.6 muestra información sobre la relevancia de los coeficientes de re-
gresión. en el intervalo considerado, la variable más significativa fue el volumen 
de hcl (variable x2 del diseño), con un nivel de confianza del 99%, tanto para el 
término lineal como para el término cuadrático. en segundo lugar, cabe desta-
car la influencia del tiempo de reacción (variable x3 del diseño), mientras que la 
temperatura a la que se lleva a cabo la solubilización (variable x1), apenas tuvo 
influencia, tal y como se puede observar en el valor absoluto de los coeficientes 
correspondientes.

Figura 4.1. Comparación entre valores experimentales y calculados  
para la variable y

1 

Fuente: rivas y cols., 2006.

por esta razón, la figura 4.2 muestra la concentración de ácido tartárico solubili-
zado en las lías procedentes de la vinificación en blanco (variable y1) en función de 
las dos variables de operación más influyentes (volumen de hcl al 37% y tiempo 
de reacción) en experimentos realizados a una temperatura intermedia (t = 50 ºc). 
tal y como se puede observar, la cantidad de ácido tartárico solubilizado aumenta 
significativamente con el volumen de hcl empleado. por el contrario, como ya 
se ha mencionado, se observa que el tiempo de reacción a penas influyó en el 
tratamiento, encontrando valores ligeramente más altos a los tiempos más bajos 
considerados. 
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Figura 4.2. Dependencia de la concentración de ácido tartárico solubilizado 
(variable y

1
) frente a las variables “Vol. HCl” y “t” para los experimentos 

realizados a temperatura ambiente (x
1
 = 0) 

Fuente: rivas y cols., 2006.

a partir de los coeficientes de la tabla 4.6 y empleando la aplicación solver de 
microsoft excel se dedujo un óptimo para x1 = 20 ºc, x2 = 9.77 ml y x3 = 9.0 min. 
bajo estas condiciones, el modelo predijo un valor máximo de ácido tartárico solu-
bilizado de 77.5 g/l.

Ácido tartárico a partir de las lías procedentes de vino tinto

la figura 4.3 muestra la correlación entre los valores experimentales y los valores 
calculados durante la extracción del ácido tartárico de las lías procedentes de vino 
tinto. de nuevo se observa una gran concordancia entre los valores experimentales 
y los calculados. 

en la tabla 4.6 se recoge la información relativa a los coeficientes de regresión. 
al igual que ocurría con las lías procedentes de vino blanco, en el intervalo consi-

- 4 373
3 151
10 675
18 199
25 724
33 248
40 772
48 296
55 820
63 344
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derado, la variable más significativa fue el volumen de hcl (variable x2 del dise-
ño), con un nivel de confianza del 99%, tanto para el término lineal como para el 
término cuadrático. en este caso, el término lineal del tiempo de reacción (variable 
x3 del diseño), también resultó significativa al 99% y el término cuadrático al 95%, 
siendo por lo tanto la segunda variable más significativa. por el contrario, la tem-
peratura a la que se lleva la solubilización (variable x1), mostró la menor influencia 
en el tratamiento, salvo al interaccionar con las otras variables.

Figura 4.3. Comparación entre valores experimentales y calculados  
para la variable y

2 

en consecuencia, la concentración de ácido tartárico solubilizado en las lías pro-
cedentes de vino tinto (variable y2) se expresó en la figura 4.4, en función del volu-
men de hcl al 37 % y el tiempo de reacción, por ser las dos variables de operación 
más influyentes. por comodidad de operación y economía del proceso, se muestran 
los experimentos realizados a 50 ºc. de nuevo se observa un incremento significa-
tivo en la cantidad de ácido tartárico solubilizado al aumentar la cantidad de hcl 
adicionado hasta valores en torno a 8 ml y un incremento moderado al disminuir el 
tiempo de reacción. 
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a partir de los coeficientes recogidos en la tabla 4.6 y de nuevo, al emplear la 
aplicación solver de microsoft excel se dedujo un óptimo para: x1 = 20 ºc x2 = 
8.07 ml x3 = 5.0 min. estas condiciones son similares a las obtenidas al emplear 
las lías destiladas procedentes de vino blanco. bajo estas condiciones, el modelo 
predijo un valor máximo de ácido tartárico solubilizado de únicamente 45.6 g/l, 
que es sensiblemente inferior a los 77.5 g/l obtenidos con las lías procedentes de 
vino blanco, en parte debido a que éstas últimas presentaban un mayor contenido 
en sólidos.

Precipitación del ácido tartárico como tartrato cálcico 

la solubilización del ácido tartárico conlleva la disolución de pequeñas cantidades 
de otros sustancias, tales como ácido láctico, ácido acético, etanol, glicerina o com-
puestos fenólicos, que dificultarían una posterior etapa de cristalización, al tiem-
po que se requerirían costosas etapas de purificación para obtener un producto con 

Figura 4.4. Dependencia de la concentración de ácido tartárico solubilizado 
(variable y

1
) frente a las variables “vol. HCl” y “t” para los experimentos  

realizados a temperatura ambiente (x
1
 = 0)

Fuente: rivas y cols., 2006.
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elevada pureza. para evitar estos problemas resulta conveniente llevar a cabo una 
precipitación selectiva del ácido tartárico a tartrato cálcico. la adición de sales cál-
cicas para recuperar el ácido tartárico, presente en residuos vitivinícolas, es bastante 
habitual (versari y cols., 2001). el proceso se estudió empleando las lías procedentes 
de la vinificación en blanco, debido a su mayor contenido en ácido tartárico y a que 
representan la fracción más importante en la empresa que nos suministra las lías 
(Cooperativa Vitivinícola del Ribeiro). 

la cantidad de carbonato cálcico se fijó de acuerdo a la estequiometría de la 
reacción:

c4h6o6 + co3ca  cac4h4o6 + co2 + h2o

versari y cols. (2001) sugieren la hipótesis de que la adición de un exceso de(2001) sugieren la hipótesis de que la adición de un exceso de 
cacl2 mejora la recuperación de ácido tartárico. así, al añadir 7.6 g/cm3 de cacl2 a 
unas corrientes de eluyentes se simulan las condiciones de precipitación industrial y 
se recupera a nivel de laboratorio un 62.4% del ácido tartárico inicial, comparable al 
58.3% que se obtiene a nivel industrial. el ph es otra de las variables más influyen-
tes. sin embargo, hay que considerar que un exceso de cacl2, así como un valor de 
ph demasiado alto o demasiado bajo, puede disminuir el rendimiento de la precipi-
tación dado que los residuos enológicos pueden tener coloides que floculan a valores 
altos de ph que se corresponden a su punto isoelectrónico. 

para tener en cuenta todas estas variables se realizó un diseño experimental a 
partir del valor óptimo seleccionado en el primero. de nuevo se utilizó un diseño 
factorial incompleto con tres variables independientes a tres niveles. las variables 
independientes seleccionadas así como sus rangos de variación fueron los siguientes, 
concentración de cacl2: (conc. cacl2), 0-100 g/l; ph: (ph), 0.5-9.5 y tiempo de 
reacción: (t), 10-240 min. las variables adimensionales codificadas empleadas, con 
límites de variación (-1,1), fueron definidas como x4 (concentración de cacl2 codifi-
cada), x5 (ph codificado) y x6 (tiempo de reacción codificado). la correspondencia 
entre variables codificadas “y” no se estableció por ecuaciones lineales deducidas 
a partir de sus límites respectivos de variación (ver tabla 4.7). asimismo, se indica 
la variable dependiente considerada: y3 (porcentaje de ácido tartárico recuperado 
en lías destiladas procedentes de vino blanco). para poder realizar estos cálculos el 
tartrato cálcico se resuspendió en 100 ml de una disolución caliente formada por 95 
ml de h2o caliente y 5 ml de hcl y se analizó por clAe. 
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Tabla 4.7. Variables usadas en el estudio de la precipitación  
del ácido tartárico a tartrato cálcico 

a) Variables independientes

Variable Nomenclatura Unidades
Rango  

de variación

concentración de cacl2 conc. cacl2 g/l 0-100
ph ph - 0.5-9.5
tiempo de reacción t. minutos 10-240
b) Variables independientes adimensionales y codificadas

Variable Nomenclatura Unidades
Rango  

de variación

concentración de cacl2  
adimensional x4 (conc. cacl2-50)/50 (-1.1)

ph adimensional x5 (ph-5)/4.5 (-1.1
tiempo de reacción 
 adimensional x6 (t-125)/115 (-1.1)

c) Variables dependientes

Variable Nomenclatura

porcentaje de recuperación de ácido tartárico % y3

Fuente: rivas y cols., 2006.

la tabla 4.8 muestra el conjunto de condiciones experimentales ensayadas (ex-
presadas en términos de variables codificadas). también se recogen los gramos de 
ácido tartárico en las condiciones óptimas de partida, que se corresponden a las al-
canzadas en el primer diseño experimental y referidas a un volumen de 1l (corriente 
a de la figura 3.1), los gramos de ácido tartárico residuales tras la etapa de filtración 
(corriente b) y los gramos de ácido tartárico recuperados al final del proceso, tras 
redisolución del tartrato cálcico precipitado (corriente c). con esta información se 
calculó el rendimiento de cada experimento (variable y3). 

la tabla 4.9 muestra los coeficientes de regresión y su importancia estadística. 
también se incluyen los parámetros estadísticos (r2 y F) que miden la correlación y 
la importancia estadística del modelo. se puede observar que ambos modelos mues-
tran aceptables parámetros estadísticos permitiendo una buena reproducción de los 
datos experimentales.
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Tabla 4.8. Condiciones de operación consideradas en este estudio  
(expresadas en términos de variables independientes codificadas:  

concentración de CaCl
2
 adimensional, x

1
; pH adimensional adimensional,  

x
2
 y tiempo de reacción adimensional, x

3
); y resultados experimentales  

alcanzados para las corrientes A, B y C (porcentaje de recuperación  
de ácido tartárico %) 

Condiciones de operación
Gramos de ácido 
tartárico iniciales 

(corriente A)

Gramos de  
ác. tartárico 

tras filtración 
(corriente B)

Gramos de  
ác. tartárico 

tras redisolución 
(corriente C)

Exp. x
4

x
5

x
6

1 -1 -1 0 72.8 27.9 45.9

2 1 -1 0 72.8 28.5 49.8

3 -1 1 0 72.6 5.7 49.3

4 1 1 0 72.6 0.8 58.9

5 -1 0 -1 72.8 3.0 44.3

6 1 0 -1 72.9 1.0 63.7

7 -1 0 1 72.8 1.0 62.9

8 1 0 1 78.5 5.2 64.5

9 0 -1 -1 72.8 25.2 51.4

10 0 1 -1 72.6 0.6 52.4

11 0 -1 1 72.8 28.4 53.2

12 0 1 1 72.6 0.6 62.5

13 0 0 0 72.8 1.4 67.6

14 0 0 0 72.8 0.6 64.5

15 0 0 0 72.8 0.7 65.2
Fuente: rivas y cols., 2006.

la figura 4.5 muestra la relación entre los valores experimentales y los valores 
calculados. ningún punto se aleja significativamente de la línea central, lo que da 
idea de la concordancia entre los valores experimentales y los calculados.

por su parte, tanto la figura 4.6 como la tabla 4.9 nos dan información sobre la 
relevancia de los coeficientes de regresión. en el intervalo considerado, la variable 
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más significativa fue el ph (variable x5 del diseño), con un nivel de confianza del 
99%, tanto para el término lineal como para el término cuadrático. en segundo lu-
gar, cabe destacar la concentración de cacl2 (variable x4 del diseño), mientras que 
el tiempo de reacción (variable x6), a penas tuvo influencia en el tratamiento de 
precipitación, tal y como se puede observar en el valor absoluto de los coeficientes 
correspondientes.

Tabla 4.9. Coeficientes de regresión, niveles significativos y parámetros  
estadísticos (R2, R2 corregido, F y P), midiendo la correlación  

y relevancia de los modelos 

a) Coeficientes de regresión y relevancia

Coeficientes y
�

(�-p)*�00

b0 46.77776226* 99.54

b4 0.54045679** 96.17

b44 - 0.00373225*** 93.72

b5 7.14035862* 99.23

b55 - 0.82786687* 99.78

b6 0.0906207 53.93

b66 - 0.00037453 76.11

b45 0.02199898 74.68

b46 - 0.00189477** 96.48

b56 0.01876920** 96.26

* coeficientes relevantes al 99 % del nivel de confianza.
** coeficientes relevantes al 95 % del nivel de confianza.
*** coeficientes relevantes al 90 % del nivel de confianza.
(1-p)*100: % de probabilidad de que se cumpla.

b) Parámetros estadísticos midiendo la correlación e importancia  
de los modelos

Variable R� R� corregido F
exp.

P

y3 0.94026 0.83272 2.9997 0.259945
Fuente: rivas y cols., 2006.
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Figura 4.5. Comparación entre valores experimentales y calculados  
para la variable y

3 

Fuente: rivas y cols., 2006.

por esta razón, la figura 4.6 muestra el porcentaje de ácido tartárico solubiliza-
do en las lías procedentes de vino blanco (variable y2) en función de las dos varia-
bles de operación más influyentes (concentración de cacl2 y ph) en experimentos 
realizados al menor tiempo (t = 10 min.); para ambas variables más significativas 
se observa un máximo a valores intermedios, lo que está en consonancia con los 
datos de versari y cols. (2001) que observaron que un exceso de cacl2, así como 
un valor demasiado alto o bajo de ph, puede disminuir el rendimiento de la pre-
cipitación. 

a partir de los coeficientes recogidos en la tabla 4.9 y empleando la aplicación 
“solver” de microsoft excel, se calculó un óptimo para x4 = 51.3 g/l, x5 = 6.84 y 
x6 = 162.5 min. bajo estas condiciones, el modelo predijo un valor máximo de áci-
do tartárico precipitado del 92.41%. comparando las disoluciones de ácido tartári-
co de las corrientes a y c (tabla 4.10), se observa que tras la precipitación selectiva 
de ácido tartárico, la segunda disolución presenta una disminución significativa de 
compuestos secundarios, principalmente de compuestos fenólicos, lo que da idea 
de la importancia de llevar a cabo este proceso para obtener una disolución más 
purificada. 
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Figura 4.6. Dependencia del porcentaje de ácido tartárico recuperado  
(variable y

2
) frente a las variables “Conc. CaCl

2
” y “pH” para los  

experimentos realizados a tiempo intermedio (x
6
 = 0) 

Fuente: rivas y cols., 2006.

Tabla 4.10. Compuestos presentes en las corrientes A y C  
para los puntos óptimos, así como porcentaje de reducción  

de esos compuestos 

Compuesto Corriente A Corriente C Reducción (%)

Ácido tartárico 77.50 g/l 71.62 g/l 7.59
Ácido láctico 2.84 g/l 1.24 g/l 56.34
Ácido acético 1.24 g/l 0.50 g/l 59.68
etanol 2.86 g/l 0.33 g/l 88.46
glicerol 0.25 g/l 0.00 g/l 100
compuestos fenó-
licos 58 abs. 1.93 abs. 96.67

Fuente: rivas y cols., 2006.
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Conclusiones

después de los diferentes experimentos realizados en este trabajo para evaluar la re-
cuperación del ácido tartárico de las lías de vinificación, se llegaron a las siguientes 
conclusiones:

 1. el valor máximo de ácido tartárico solubilizado ha sido más alto en las lías 
blancas. esto es debido a que las lías blancas presentan un mayor contenido 
en sólidos, siendo ahí donde se encuentra el ácido tartárico precipitado.

 2. la precipitación selectiva del ácido tartárico como tartrato cálcico ha permiti-
do eliminar pequeñas cantidades de otras sustancias presentes en las lías como 
glicerina, ácido málico o compuestos fenólicos que dificultarían una posterior 
cristalización, ayudando a la purificación del ácido tartárico.

en definitiva, el tratamiento secuencial de solubilización de ácido tartárico y pre-
cipitación selectiva a tartrato cálcico permite revalorizar un residuo contaminante 
con la obtención de dos subproductos de gran valor económico: ácido tartárico y 
nutrientes económicos en procesos biotecnológicos. 
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Producción de transglutaminasa microbiana  
a partir de melaza de caña de azúcar

Production of Microbial Transglutaminase  
from Sugar Cane Molasses

Portilla Rivera, O. M.1*; Téllez Luis, S. J.1; Velázquez de la Cruz,
G.1; González Cabriales, J. J.�; Ramírez de León, J.A.1; Vázquez, M.1,�

Resumen
la transglutaminasa es una enzima que cataliza la reacción de transferencia entre los 
residuos	glutamina	que	actúan	como	donadores	de	grupos	γ-carboxiamida	y	el	grupo	
amino de los residuos lisina. cuando los residuos de lisina actúan como aceptores, 
se	 forman	enlaces	ε-(γ-glutamil)	 lisina,	 resultando	el	 entrecruzamiento	de	proteínas.	
debido a esta propiedad de ligado, la enzima transglutaminasa se utiliza para mejorar 
algunas propiedades texturales de alimentos ricos en proteínas, tales como embutidos, 
reestructurados de pescado, tofu, yogures, etc. la transglutaminasa se encuentra en to-
dos los seres vivos. la transglutaminasa proveniente de microorganismos, especialmen-
te del Streptoverticillium ladakanum, es la más utilizada como aditivo alimentario.

por su parte, la caña de azúcar es uno de los principales productos agrícolas de 
méxico. tamaulipas es uno de los estados productores de este cultivo, ubicándose en 
el quinto lugar de producción a nivel nacional. el principal producto comercial obte-
nido de la caña de azúcar es la sacarosa o azúcar de mesa. los principales subproduc-

1 departamento de ciencia y tecnología, unidad académica multidisciplinaria reynosa aztlán, 
universidad autónoma de tamaulipas. calle 16 y lago de chapala, s/n., col. aztlán, reynosa, tam., 
méxico, 88740.

*e-mail: manuelportillarivera@hotmail.com
2 departamento de Química analítica, escuela politécnica superior, universidad de santiago de 

compostela-campus de lugo, 27002, lugo, españa.
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tos son el bagazo y la melaza. la melaza es un líquido viscoso muy rico en azúcares 
residuales no cristalizados (sacarosa, glucosa y fructosa) durante la producción de 
sacarosa.

en el presente trabajo, se estudió la factibilidad de utilizar la melaza de caña de 
azúcar como fuente de carbono para la producción de transglutaminasa microbiana en 
medios fermentativos con Streptoverticillium ladakanum, nrrl-3191. se estudiaron 
tres medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono (melaza, mezcla melaza-gli-
cerol y glicerol), y tres velocidades de agitación (200, 300 y 400 rpm). se determinó 
el crecimiento en biomasa, la producción de enzimas y el consumo de las fuentes de 
carbono cada 24 horas durante 120 horas. los resultados mostraron que con los tres 
medios de cultivo al incrementar la velocidad de agitación, se favorece la generación 
de biomasa, obteniéndose a 400 rpm la máxima concentración de biomasa en los me-
dios que contenían sólo melaza y mezcla de melaza-glicerol (aprox. 8 g/l). en cuanto 
a la generación de enzimas, se obtuvo la máxima producción a 400 rpm en las mezclas 
de melaza-glicerol alcanzándose una producción de hasta 0.38 u/ml, mientras que en 
los medios que contenían melaza se alcanzó una producción de aprox. 0.2 u/ml y 
en lo que contenían glicerol se alcanzó una producción de aprox. 0.1 u/ml.

Abstract
Transglutaminase	 is	 an	 enzyme	 that	 catalyses	 an	 acyl	 transfer	 reaction	between	 γ-
carboxamide groups of glutaminyl residues and lysine residues in proteins. When 
lysine	residues	are	the	acceptors,	it	is	formed	an	ε-(γ-glutamil)lisin	bound,	resulting	
in protein crosslinking. due to this property, this enzyme is used for enhancing some 
textural properties of protein foods like sausages, restructured fish food, tofu, yogurt, 
etc. transglutaminase occurs in all life. transglutaminase obtained by microorganis-
ms, mainly Streptoverticillium ladakanum, is the most used as food additive. 

sugar cane is one of the major agricultural products in mexico. tamaulipas is one 
of the states that produces sugar cane in mexico, reaching the fifth place in production 
national. the main commercial product obtained from sugar cane is sucrose. bagasse 
and sugar cane molasses are the main by-products of the process. sugar cane molasses 
is a viscous liquid rich in no-crystallized sugars (sucrose, glucose and fructose) during 
the production of sucrose. 

in this work, we have studied the feasibility of using sugar cane molasses as carbon 
source for the production of microbial transglutaminase on fermentative media with 
Streptoverticillium ladakanum, nrrl-3191. three culture media with different car-
bon source including sugar cane molasses, glycerol and their mixture 1:1 at three agi-
tation speed (200, 300 or 400 rpm) were studied. time courses of microbial growth, 
enzyme production and carbon sources consumption where determined each 24 h 
during 120 h. the results showed that an increase in agitation speed increased the 
biomass concentration at the three agitation speed, obtaining the highest concentra-
tion at 400 rpm in the medium containing only sugar cane molasses and the mixture 
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of molasses-glycerol (approx. 8 g/l). For the enzyme production, it was obtained the 
highest production at 400 rpm on media containing mix molasses-glycerol, reaching 
0.38 u/ml. While in media containing sugar cane molasses it was obtained approx. 
0.2 u/ml and using glycerol alone were obtained approx. 0.1 u/ml..

Introducción

la enzima transglutaminasa microbiana (ec 2.3.2.13) es un aditivo alimenta-
rio que cataliza la formación de enlaces isopeptídicos, mediante una reacción 
de transferencia de grupos acilo entre glutamina (donador) y lisina (aceptor) 

de las proteínas, generando enlaces covalentes entre proteínas adyacentes (de Jongand 
y Koppelman, 2002). esta propiedad se aprovecha en tecnología de elaboración de 
alimentos protéicos, tales como productos cárnicos, derivados de productos marinos, 
productos derivados de la soja, en los cuales mejora algunas propiedades de textura 
(Zhu et al., 1995; ramírez de león et al., 2004).

el microorganismo Streptoverticillium ladakanum, nrrl-3191, es la principal 
fuente comercial de esta enzima, debido a que es extracelular e independiente de 
iones calcio (nonaka et al., 1989).

la melaza de caña de azúcar es un subproducto de la industria azucarera que con-
tiene gran cantidad de azúcares que bajo el proceso convencional de obtención del 
azúcar es difícilmente recuperable. actualmente este subproducto de la agroindustria 
se utiliza principalmente para la alimentación del ganado bovino, obtención de eta-
nol y obtención de levadura prensada (chen y chou, 1993). además, se ha estudiado 
la aplicación de la melaza como fuente de carbono para la producción de ácido lác-
tico (Wee et al., 2004), ácido cítrico (parvez et al., 1998) y sorbitol (caseta et al., 
2005). sin embargo, no se han encontrado antecedentes acerca de la utilización de 
esta fuente de carbono para la producción de transglutaminasa microbiana.

otros estudios han mostrado que el glicerol y la caseína tienen un efecto signifi-
cativo sobre el incremento de biomasa y la actividad de la enzima transglutaminasa 
microbiana por Streptoverticillium ladakanum (Junqua et al., 1997). se ha encontrado 
que un medio con 50.5 g glicerol/l y 20 g caseína/l producen 0.725 u de enzima/ml 
(téllez-luis et al., 2004a). el glicerol es una fuente de carbono de elevado costo 
comercial, por lo que sería favorable encontrar materias primas de bajo costo, como 
en el caso de la melaza de caña de azúcar.

el objetivo del presente trabajo es evaluar la viabilidad de la utilización de la 
melaza de caña de azúcar como fuente de carbono para la producción de transglu-
taminasa microbiana, observando el efecto de la velocidad de agitación durante la 
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fermentación sobre la producción de transglutaminasa microbiana en medios conte-
niendo como sustrato melaza de caña de azúcar.

Materiales y métodos

la melaza de caña de azúcar se obtuvo de una fábrica local de azúcar de mesa (ciu-
dad mante, tamaulipas). 

la cepa Streptoverticillium ladakanum, nrrl-3191, se obtuvo del Agricultural 
Research Service Culture Collection (peoria, ilinois, estados unidos). el liofilizado 
se inoculó en 100 ml de un medio de reactivación, cuya composición fue glucosa, 5 
g/l; extracto de levadura, 4 g/l; extracto de malta, 10 g/l.

después de 96 horas de cultivo, se tomó una muestra que se utilizó como inóculo de 
un medio de cultivo estándar (100 ml), cuya composición se menciona en la tabla 1.

Tabla 1. Composición del medio de cultivo inicial

Nutriente Concentración

Fosfato de sodio dibásico 5 g/l
Fosfato de potasio monobásico 2 g/l
sulfato de magnesio heptahidratado 0.5 g/l
peptona 10.5 g/l
extracto de levadura 2.5 g/l
caseinato de sodio 38.4 g/l
glicerol 30 g/l

el resultado de la fermentación en este medio se guardó a las 96 horas en conge-
lación con glicerol 50% a -20 0c en tubos eppendorf. este nuevo medio de cultivo 
sirvió para hacer el inóculo utilizado en las fermentaciones de este estudio.

la reactivación del microorganismo congelado se llevó a cabo en 100 ml de 
medio de reactivación en un agitador orbital a 250 rpm durante 24 horas a 26 ºc. se 
tomaron 5 ml de inóculo para hacer las fermentaciones experimentales. los expe-
rimentos se llevaron a cabo por duplicado a 200, 300 y 400 rpm, durante 120 horas 
en un agitador orbital a 26 0c en matraces erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de 
medio de cultivo. los medios de cultivo contenían como fuente de carbono melaza 
de caña de azúcar 60 g/l; mezcla de melaza de caña de azúcar 30 g/l; con glicerol 
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30 g/l y glicerol 60 g/l. la melaza de caña de azúcar fue esterilizada por filtración 
en membranas de 0.2 µm e incorporada a los nutrientes esterilizados en autoclave.

Métodos analíticos

se tomaron muestras cada 24 horas durante 120 horas de fermentación. las mues-
tras se centrifugaron a seis mil rpm durante 10 min. el sobrenadante se guardó para 
determinar las cinéticas de consumo de azúcares residuales y la producción de enzi-
mas. el precipitado se lavó tres veces con agua destilada y se secó a 110 0c durante 
24 horas para determinar el incremento de biomasa con base en su peso seco. los 
azúcares de la melaza y de los medios fermentativos se analizaron por hplc con una 
columna transgenomic icsepice-ion-300, temperatura de 20 0c, velocidad de flu-
jo de 0.4ml/min y fase móvil de 0.005 m h2so4. 

la actividad enzimática de transglutaminasa se determinó por un método colo-
rimétrico	basado	en	la	formación	de	monohidroxamato	a	partir	de	N-α-CBZ-GLN-
glY. una unidad de transglutaminasa es definida como la formación de 1 µmol de 
monohidroxamato en 1 min a 37 0c (grossowicz et al., 1950).

Resultados y discusión

se analizó el contenido de azúcares residuales por hplc, encontrándose las siguien-
tes concentraciones: sacarosa, 609.82 g/l; glucosa, 116.53 g/l; fructosa, 158.33 
g/l. el total de azúcares fue de 884.68 g/l, por lo que se tuvo que realizar las dilu-
ciones correspondientes para obtener los medios de cultivo con las concentraciones 
previstas.

los resultados de la figura 1 muestran que al incrementar la velocidad de agita-
ción, se favorece la generación de biomasa para los medios de cultivo que contienen 
tanto melaza o miel, como mezcla miel-glicerol y glicerol, obteniéndose la máxima 
concentración de biomasa (∼8 g/l) en los medios agitados a 400 rpm, independien-
temente de la composición de fuente de carbono, lo cual indica que la composición 
de la fuente de carbono no afecta a la producción de biomasa. esto es debido a que 
al aumentar la agitación, se incrementa la oxigenación en los medios de cultivo, lo 
cual favorece la duplicación celular y la formación de producto. el oxígeno disuelto 
en el medio de cultivo es uno de los factores ambientales más importantes que afec-
tan el crecimiento de microorganismos y la formación de transglutaminasa (Yan et 
al., 2005).
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Figura 1 

cinéticas de producción de biomasa en los medios de cultivo 
que contienen: a) miel o melaza de caña de azúcar a 200, 300 
y 400 rpm; b) medios que contienen mezcla de melaza con gli-
cerol a 200, 300 y 400 rpm; y c) medios que contienen única-
mente glicerol como fuente de carbono a 200, 300 y 400 rpm.

en la figura 2 se aprecian las cinéticas de producción de la enzima transglutami-
nasa. se observa que en los medios que contienen únicamente glicerol como fuente 
de carbono, la máxima producción de enzima se obtiene a 200 y 300 rpm (∼0.2 u/
ml), observándose una ligera disminución a 400 rpm (∼0.15 u/ml), tal vez debido 
al aumento de la viscosidad del medio de cultivo por efecto de la enzima generada 
sobre el caseinato de sodio, lo cual es probable que haya dificultado la disponibilidad 
de fuente de nitrógeno necesaria para la producción de enzima (Zhu et al., 1998).

en los medios que contienen únicamente melaza se observó que el incremento de 
la velocidad de agitación tiene un efecto favorable para la generación de la enzima. 
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a 200 rpm se observó sólo actividad enzimática a partir de las 96 horas. el tiempo 
de inicio en la generación de la enzima disminuye a 48 horas a 300 rpm y a 24 horas 
a 400 rpm, obteniéndose en ambos casos un máximo de ∼0.2 u/ml, semejante a la 
producción de enzimas con glicerol a 200 y 300 rpm.

Figura 2

cinéticas de producción de transglutaminasa microbiana: 
a) melaza, mezcla melaza-glicerol y glicerol a 200 rpm; 
b) melaza, mezcla melaza-glicerol y glicerol a 300 rpm; 
c) melaza, mezcla melaza-glicerol y glicerol a 400 rpm.

el medio más favorable para la producción de enzima transglutaminasa microbia-
na es el que contiene la mezcla melaza-glicerol, ya que a 300 y 400 rpm se observó 
la producción de enzima mayor que en los demás medios de cultivo evaluados, obte-
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niéndose alrededor de 0.38 u/ml de actividad de enzima. en estos casos se observó 
una disminución de la actividad enzimática a las 120 horas, lo cual sugiere la activi-
dad de proteasas generadas en el medio.

 la figura 3 muestra el consumo de las fuentes de carbono en todos los experi-
mentos. no se observó un efecto de la velocidad de la agitación sobre el consumo 
de las fuentes de carbono provenientes de la melaza de caña de azúcar. se observa 
para todos los casos que el tiempo de consumo total de estas fuentes es de 48 horas. 
sin embargo, la producción de enzimas se observa aún cuando estas fuentes han sido 
agotadas por completo (Junqua et al., 1997). tal vez debido a que la transglutamina-
sa se libera como zimógeno al medio de cultivo, el cual posteriormente por acción 
de proteasas es hidrolizado para dar lugar a la transglutaminasa (Zotzel et al., 2003; 
pasternack et al., 1998). sin embargo, para el consumo del glicerol se observó un 
efecto directo de la velocidad de agitación.

con el fin de proponer alternativas para la producción de la transglutaminasa 
microbiana a partir de materias primas de bajo costo, se ha investigado la posi-
bilidad de variar las fuentes de carbono de los medios de cultivo y usar residuos 
agroindustriales por su alto contenido en azúcares fermentables. recientemente, 
se ha comprobado la viabilidad de la producción de transglutaminasa 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 20 g xilosa /l obtenidas de los hidrolizados de paja de sorgo. las unidades de 
actividad obtenidas con este sustrato están ligeramente por debajo de las obtenidas 
utilizando melaza de caña de azúcar como sustrato. además de que al utilizar la 
melaza de caña de azúcar no se requiere un tratamiento adicional que implique un 
costo al momento de usarla como sustrato, en cambio a la paja de sorgo se debe 
aplicar un tratamiento de hidrólisis.

Conclusiones

se demostró que la mezcla de melaza de caña de azúcar con el glicerol es un medio 
de cultivo adecuado para la producción de la enzima transglutaminasa por Strepto-
verticillium ladakanum. los resultados obtenidos sugieren que el microorganismo 
requiere el glicerol para elevar la producción de la enzima, ya que cuando éste es 
eliminado de los medios de cultivo la producción de la enzima transglutaminasa dis-
minuye. se ha observado en todos los experimentos que la producción máxima de la 
enzimas se lleva a cabo entre las 48 y 96 horas, por lo que se consideran suficientes 
96 horas como tiempo de fermentación. los azúcares de la melaza son generalmente 
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Consumo de s�c�ros�

Figura 3. Consumo de fuentes de carbono en los experi-
mentos
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consumidos en un tiempo máximo de 48 horas, lo cual no afecta a la producción de la 
enzima transglutaminasa, tal vez debido a que la enzima se genera como zimógeno 
y no como enzima activa. la activación del precursor es realizada en el medio de 
cultivo, lo cual siguiere que ya no es necesario el uso de la fuente energética, tal vez 
actuando como inductor el caseinato de sodio.
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Resumen
el Agave americana es un recurso agrícola abundante en tamaulipas, se utiliza para 
la obtención de mostos ricos en fructosa que mediante fermentaciones naturales o in-
ducidas con levaduras del género Saccharomyces permiten la obtención de alcohol. el 
principal azúcar que se encuentra en el agave es la inulina, la cual se puede hidrolizar 
para obtener una mezcla de fructosa (principalmente) y glucosa. el proceso de obten-
ción de azúcares fermentables se realiza en forma tradicional e involucra cocciones 
a fuego lento de hasta 72-96 horas, donde la inulina se hidroliza para así obtener los 
jarabes fermentables. para mejorar el proceso de obtención de azúcares fermentables, 
el agave se sometió a una hidrólisis ácida débil utilizando ácido fosfórico al 1% en 
un tiempo de 120 minutos a una temperatura de 80°c; actualmente se estudia la posi-
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méxico, 88740.
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bilidad de usar este mosto fermentable para la producción biotecnológica de aditivos 
alimentarios con mayor valor comercial (enzima transglutaminasa o ácido láctico). el 
objetivo de este trabajo fue estudiar la producción de ácido láctico por Lactobacillus 
rhamnosus en medios adicionados con jarabes de fructosa obtenido de la hidrólisis de 
la inulina del Agave americana, con una composición de 21.99±0.65 g/l de fructosa 
y 9.77±0.77 g/l de glucosa. la concentración de fructosa, glucosa y ácido láctico se 
determinó por hplc usando un detector de índice de refracción. los resultados obte-
nidos muestran que es posible obtener ácido láctico a partir de jarabes de fructosa 
obtenidos del Agave americana, obteniéndose una máxima concentración de ácido 
láctico de 9.19±1.12 g/l en un tiempo de 96 horas, con una concentración de fructosa 
de 11.10±0.99 g/l y una concentración de glucosa de 5.79±0.51 g/l. se requieren 
estudios adicionales para poder optimizar la producción de ácido láctico a partir de 
jarabes de fructosa.

Abstract
Agave americana is an abundant agricultural resource in tamaulipas (mexico), used 
to obtain of high-fructose fermentable liquor from natural or induced fermentations 
with yeast of genus Saccharomyces that obtaining the production of alcohol. the 
inulin is the main sugar from the agave, which can be hydrolyzate to a mixture of 
fructose (mainly) and glucose. the process to obtain fermentable sugars carry out 
traditionally involves low heat up to 72-96 h, where the inulin is hydrolysis to high-
fructose fermentable liquors. the aim of this work was study the production of lac-
tic acid by Lactobacillus rhamnosus in media made from high-fructose fermentable 
liquors obtained from the hydrolysis of inulin from Agave americana. the hydro-
lysates had a composition of 21.99 ± 0.65 g/l of fructose and 9.77 ± 0.77 g/l of 
glucose. the concentration of fructose, glucose and lactic acid was determinate for 
hplc using a refraction index detector. the results showed that it is possible to obtain 
lactic acid using high-fructose fermentable liquors from Agave americana, obtaining 
a maximum concentration of 9.19±1.12 g/l of lactic acid and a residual concentra-
tion of fructose and glucose of 11.10 ± 0.99 g/l and 5.79 ± 0.51 g/l, respectively. 
additional studies are required to optimize the production of lactic acid from high-
fructose fermentable liquors.

Introducción

el agave o maguey es de suma importancia en méxico, ya que ha estado ligado 
al desarrollo de culturas antiguas. en el estado de tamaulipas se han identi-
ficado de 20 a 26 especies, donde la mayor superficie cosechada pertenece al 
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grupo Americanae. en este estado, la explotación comercial se lleva a cabo con base 
en la producción de fibra donde se utiliza Agave lechuguilla y Agave fourcroydes, 
la producción de tequila donde se utiliza Agave tequilana y la producción de mezcal 
donde se usa Agave americana (Jacques-hernández, 2003).

el agave actualmente es utilizado para la elaboración de bebidas alcohólicas (pul-
que, aguamiel), bebidas alcohólicas destiladas (mezcal y tequila), así como para la 
obtención de fibras, alimento, ganadería, artesanías, ornamento y construcción, entre 
otros (garcía-mendoza, 1998; morales-carrillo y esparza, 2001).

el principal carbohidrato del agave o maguey es la inulina, la cual sirve de alma-
cén de energía, el cual es un polisacárido que se encuentra presente en tubérculos, 
raíces de dalias, alcachofas y dientes de león, además del agave. la inulina es la fruc-
tosana más difundida; su hidrólisis total produce, además de fructosa, de 5 a 6 % de 
moléculas de glucosa que se considera se encuentran en los extremos de las cadenas 
(gómez-ayala, 2003; badui, 1997).

la inulina es un carbohidrato no digerible que está presente en muchos vegeta-
les que consumimos regularmente, frutas y cereales, incluyendo el puerro, cebolla, 
ajo, trigo, chicoria, alcachofa y plátanos. industrialmente es obtenida de la raíz 
de la chicoria y es usada como ingrediente funcional, ya que ofrece una única 
combinación de interesantes propiedades nutricionales e importantes beneficios 
tecnológicos. 

la inulina ha sido definida como un carbohidrato poli-disperso que contiene 
principalmente, pero no exclusivamente, enlaces β(2→1) fructosil-fructosa. se 
encuentra una molécula de glucosa inicial, pero no es necesaria. Fructosano es el 
nombre más generalmente usado para cualquier compuesto que esté constituido 
mayormente por uno o más enlaces fructosil-fructosa. (Franck y de leenheer, 
2000). 

cuando nos referimos a la definición de inulina, los compuestos gFn y Fm son 
considerados dentro de la misma nomenclatura. en la inulina de la chicoria, n 
(el número de unidades de fructosa unidas a una glucosa terminal) puede variar 
de 2 a 70. esto también significa que la inulina es una mezcla de oligómeros y 
polímeros. 

la principal diferencia entre la inulina de la raíz de la chicoria con la inulina del 
agave es que la primera es una molécula lineal y la segunda una molécula ramificada 
(con distintos grados de ramificación). el agave presenta una mezcla compleja y 
sumamente ramificada con una glucosa interna y conteniendo ambos enlaces β(2→
1) y β(2→6), la estructura se muestra en la figura 1 (lópez et al., 2003). 
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Figura 1. Estructura química de la inulina del Agave

el ácido láctico (o ácido 2-hidroxipropionico) (figura 2) es un compuesto impor-
tante en la industria alimentaria, debido a sus propiedades como acidulante y conser-
vante; o a la intervención de la fermentación láctica en determinados procesos (por 
ejemplo, en la fabricación de yogur) (parajó et al., 1995). 

en el mundo, más del 50% del ácido láctico producido se utiliza en la industria 
alimentaria, ya sea como conservante o como acidulante; el interés por el ácido lácti-
co reside en que posee un elevado valor añadido, en la diversidad de materias primas 
de las que se puede partir para su producción industrial; y que su producción puede 
ser por vía química o por vía fermentativa (bustos-vázquez, 2005). 

Figura 2. Estructura espacial de los dos isómeros del ácido láctico

isomero l (+) isomero d (-)
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el ácido láctico y sus derivados tienen muchas aplicaciones en la industria ali-
mentaria y no alimentaria. en el área no alimentaria, poliésteres de ácido láctico 
pueden ser usados como plásticos degradables con una buena resistencia a la tensión, 
termoplasticidad, fabricabilidad y degradabilidad (demirci et al., 1993).

el ácido láctico es un producto químico versátil, usado como: �) acidulante, sa-
borizante y preservante en la industria alimentaria, farmacéutica, textil y de cuero; 
�) en la producción de bases químicas; �) base para la polimerización formando 
polylactato biodegradable (pla) (hofvendahl y hahn-hägerdal, 2000; luis téllez 
et al., 2003).

el ácido láctico puede producirse industrialmente por vía química o por vía fer-
mentativa; en los últimos años se ha producido un aumento de la proporción de 
ácido láctico producido por métodos biotecnológicos. aunque la producción bio-
tecnológica puede basarse en la utilización de hongos y bacterias, la gran mayoría 
de la bibliografía se refiere a la utilización para este fin de las bacterias lácticas, 
particularmente Lactobacillus (bacterias ácido tolerantes) (luis téllez et al., 2003; 
moldes et al., 1998).

casi todos los microorganismos producen una cierta cantidad de ácido láctico 
de la escisión de los hidratos de carbono y también es uno de los productos de la 
fermentación alcohólica, aunque en pequeña cantidad. el ácido láctico es, por lo 
tanto, el producto final de la fermentación láctica; en algunos casos es el único pro-
ducto final (homofermentación) y en otras ocasiones (heterofermentación) además 
de lactato se produce etanol y acetato (casp y abril, 2003).

las bacterias ácido lácticas (lab) son gram-positivas, no esporuladas, que pro-
ducen ácido láctico como su mejor producto final durante la fermentación de car-
bohidratos (axelsson, 2004). son usadas en la fermentación de la leche y el principal 
producto de este proceso es el lactato. para algunos productos lácteos, como man-
tequilla, el diacetilo producido por Lactobacillus lactis es el componente que más 
aporta al sabor (hoefnagel et al., 2002).

en la actualidad la elaboración de mezcal resulta atractiva, debido a las altas 
cotizaciones y gran demanda que este producto ha alcanzado en los mercados na-
cionales e internacionales. sin embargo, hay factores que limitan su elaboración, 
tales como materia prima, elevados costos de producción, falta de tecnología apro-
piada, carencia de asesoría técnica y comercialización deficiente (hidalgo-reyes 
et al., 2003) por lo que la búsqueda de nuevas alternativas para procesar el agave 
son necesarias.
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Objetivos

estudiar la viabilidad de la producción de ácido láctico por Lactobacillus rhamno-
sus, nrrl-b445, en medios hechos con jarabes de fructosa obtenido de la hidrólisis 
de la inulina del Agave americana y valorar el mejor método de esterilización del 
medio, esterilización por calor o por filtración.

Materiales y métodos

la cepa utilizada fue Lactobacillus rhamnosus, nrrl-b445, proporcionada por Na-
tional Center for Agricultural Research Service Culture Collection (peoria, illi-
nois, estados unidos). esta cepa se encontraba en estado puro y liofilizada. Fue 
transferida en condiciones asépticas a matraces con medio líquido que contenía una 
composición de 20 g/l de glucosa, 5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de pepto-
na, 2.27 g/l de citrato de sodio dihidratado, 2 g/l de K2hpo4 dibásico, 1 ml/l de 
tween 80, 0.580 g/l de mgso4⋅7h2o, 0.120 g/l de mnso4 monobásica, 0.05 g/l 
de Feso4⋅7h2o, 8.2 g/l de acetato de sodio. el ph del medio se ajustó a 5.85 con 
hcl. se incubó a 45 °c por 96 horas con agitación de 200 rpm. de ahí fue transferi-
da a placas petri que contenían las mismas proporciones del medio líquido además 
de 20 g/l de agar. semanalmente fueron transferidas a placas petri con medio nuevo 
para su mantenimiento. 

para los estudios de fermentación se preparó un inóculo con azúcares comerciales 
en un medio líquido que contenía una composición de 20 g/l de glucosa y los demás 
nutrientes antes mencionados. el ph del medio se ajustó a 5.85. se incubó a 45 °c 
por 48 horas en un fermentador innova 4900 new brunswick scientific (edison, 
new Jersey, estados unidos) con control de temperatura y agitación a 200 rpm. 

los hidrolizados de agave fueron obtenidos a partir de la hidrólisis de la inuli-
na del agave con ácido fosfórico al 1 % a 80 °c por 2 horas, donde se obtuvieron 
jarabes de fructosa con una concentración de 11.26 g/l de fructosa y 6.04 g/l de 
glucosa, los cuales fueron concentrados en un rotavapor. se prepararon los medios 
de cultivo con los jarabes de fructosa, obteniéndose una concentración de fructosa de 
22 g/l y una concentración de glucosa de 10 g/l, y los nutrientes fueron adicionados 
en las mismas condiciones que los medios sintéticos. 

se determinó la biomasa por peso seco cada 24 horas. esto se realizó pesando 
una muestra de 2 ml de cada matraz de estudio y colocándolo en un tubo de ensayo 
previamente pesado. se centrifugó a 3 000 rpm por 10 minutos a 21 °c en una cen-
trífuga refrigerada hermle labnet Z 323 K (alemania).
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se analizó una alícuota en un cromatógrafo de líquidos hewlett packard serie 
1 100, con una columna de intercambio iónico para separación de polisacáridos 
y ácidos orgánicos transgenomic icsepice-ion-300 y detector de índice de re-
fracción. 

Resultados

los resultados para la producción de ácido láctico y consumo de azúcares se mues-
tran en la tabla 1, éstos revelan que se puede obtener hasta 6.89 g/l de ácido láctico 
a partir de jarabes de fructosa obtenidos de la hidrólisis de la inulina del Agave 
americana con ácido fosfórico al 1% en medios esterilizados por autoclave con una 
concentración de fructosa de 20.14 g/l; también se obtuvo una concentración de 
fructosa residual de 14.99 g/l a las 96 horas de fermentación, lo cual indica que 
puede haber inhibición por el descenso del ph.

Tabla 1. Resultados de la producción de ácido láctico y consumo de azúcares  
en medios esterilizados por autoclave por Lactobacillus rhamnosus

Tiempo (h) Biomasa (g/L) Fructosa (g/L) Glucosa (g/L)
Ácido láctico 

(g/L)

0 3.87±1.09 20.14±0.79 8.09±1.54 0.00±0.00
24 4.43±1.98 20.88±0.76 8.45±0.38 2.99±1.99
48 6.32±0.42 18.88±0.77 7.39±0.32 3.90±0.90
72 8.88±0.98 15.43±0.43 6.78±0.29 5.99±0.78
96 9.09±0.76 14.99±0.92 5.13±0.21 6.89±0.31
120 8.12±0.14 13.92±0.73 4.11±0.87 5.68±1.08

en la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de la producción de ácido lác-
tico y consumo de azúcares en medios esterilizados por filtración. estos resultados 
indican que se puede obtener hasta 9.19 g/l de ácido láctico a partir de jarabes de 
fructosa obtenidos de la hidrólisis de la inulina del Agave americana con ácido fos-
fórico al 1% en medios esterilizados por filtración con una concentración de fructosa 
de 21.99 g/l, alcanzando una concentración residual de fructosa de 11.10 g/l a las 
96 horas.
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Tabla 2. Resultados de la producción de ácido láctico y consumo de azúcares  
en medios esterilizados por filtración por Lactobacillus rhamnosus

Tiempo (h) Biomasa (g/L) Fructosa (g/L) Glucosa (g/L)
Ácido láctico 

(g/L)

0 2.98±1.65 21.99±0.65 9.77±0.77 0.00±0.00
24 5.04±0.73 18.90±1.90 8.90±0.90 3.90±0.76
48 6.87±0.76 17.87±0.38 7.79±0.54 4.99±0.68
72 9.76±0.37 14.00±0.54 5.77±1.08 8.88±1.10
96 9.10±1.08 11.10±0.99 5.79±0.51 9.19±1.22
120 8.56±1.87 10.90±0.76 5.90±0.76 6.90±0.68

Conclusiones

los jarabes ricos en fructosa obtenidos a partir de la hidrólisis de la inulina del Agave 
americana por medio de hidrólisis con ácido fosfórico al 1 % pueden ser utilizados 
para la producción de ácido láctico. el método de esterilización por filtración generó 
más ácido láctico que la esterilización por calor.

se sugieren estudios adicionales para optimizar la producción de ácido láctico 
a partir de jarabes ricos en fructosa a partir de la hidrólisis de la inulina del Agave 
americana. 
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El mezcal de Agave salmiana:  
una bebida alcohólica étnica

The Mezcal from agave salmiana:  
an Ethnic Alcoholic Beverage

Barba de la Rosa, A. P.; De León-Rodríguez, A.�

Resumen
mezcal es una palabra derivada del náhuatl mexcalli, donde metl significa maguey e 
ixcalli significada cocinado o hervido. en la actualidad, mezcal se refiere a la bebida 
alcohólica obtenida por la fermentación y destilación artesanal del jarabe de Agave. 
existen varias especies de plantas del género agaves, tales como A. salmiana, A. an-
gustifolia, A. durangensis, A. potatorum y otras que se usan como materia prima. sin 
embargo, sólo la especie silvestre de A. salmiana se usa para la producción del mezcal 
en el altiplano mexicano, mientras que A. angustifolia y A. potatorum se usan en el sur 
de méxico. la clasificación de mezcales, estudios de la cinética del proceso fermenta-
tivo y el análisis químico por cromatografía de gases y espectrometría de masas, son 
descritas a lo largo de este capítulo.

Abstract
mezcal is a word derived from nahuatl mexcalli where metl means maguey and ixcalli 
means cocked or boiled. nowadays, mezcal refers to the alcoholic beverage obtained 
by artisan fermentation and distilling from Agave syrup. various species of agave 
plants such as A. salmiana, A. angustifolia, A. durangensis, A. potatorum and others 
are used as raw-material. however, only the wild-type A. salmiana is used for produc-
tion of mezcal in the mexican altiplano, whereas A. angustifolia and A. potatorum are 

1 división de biología molecular, instituto potosino de investigación científica y tecnológica. 
camino a la presa san José 2055, lomas 4ª, sección 78216, san luis potosí, slp, méxico, e-mail: 
aleonr@ipicyt.edu.mx
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used in south of mexico. classification of mezcals, kinetics studies on fermentative 
process and chemical analysis by gas chromatography and mass spectrometry are 
described through in this chapter.

Antecedentes

el pulque era la única bebida alcohólica conocida por los nativos mexicanos, 
pero con la llegada de los españoles a méxico en 1519 y la introducción 
del proceso de fermentación, nuevas bebidas con mayor grado de alcohol 

surgieron y fueron nombradas genéricamente como “vino de agave”. los pocos re-
portes existentes, refieren que la primera gran empresa productora de vino de agave 
se encontraba en el pueblo de tequila (Jalisco, méxico) por el sr. pedro de tagle en 
el siglo xvi (muria, 1994). el mezcal es entonces la bebida alcohólica predecedora 
del tequila, por lo que puede decirse que el tequila es una especie de mezcal, pero 
el mezcal no es una especie de tequila. las diferencias principales entre el mezcal 
y el tequila son la materia prima: el tequila es elaborado por A. tequilana, mientras 
que mezcal es elaborado con A. salmiana, A. angustifolia y A. potatorum; y el 
proceso de fermentación está totalmente controlado para la producción de tequila 
(cedeño 1995, arrizon y gschaedler 2002). debido a la popularidad del vino de 
mezcal, varias empresas se establecieron en diversas regiones de méxico. actual-
mente la norma oficial establece que los estados de oaxaca, guerrero, san luis 
potosí, Zacatecas y durango constituyen la región del mezcal (mmci, 1994).

otras bebidas provenientes de plantas del género Agave son denominadas por nom-
bres específicos tales como bacanora (producida en el estado de sonora a partir de 
Agave angustifolia Haw) y recientemente el Henequila o Sisal, elaborada a partir 
de Agave fourcroydes en la península de Yucatán; la raicilla, en Jalisco y el sotol, 
elaborado a partir de Dasilyrium spp.

Clasificación de mezcales

los mezcales se clasifican como mezcal tipo i o 100% agave, cuando los azúcares 
provienen exclusivamente de las mieles de agave. los mezcales tipo ii se conocen 
cuando el medio de cultivo es formulado con 80% de miel de agave y 20% de 
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azúcares obtenidos de otras fuentes como caña de azúcar, jarabe de maíz, entre 
otros.

los mezcales también se clasifican en tres tipos generales basados en el proceso 
que sigue después de la destilación, y éstos se conocen como: mezcal blanco, embo-
tellado justo después de la destilación; mezcal reposado, mantenido de 2 a 6 meses 
en barricas de encino blanco; y el mezcal añejado, que deberá mantenerse al menos 
12 meses en las barricas de encino blanco. de éstos, sólo a los mezcales blanco y 
reposado se les agrega de una a cuatro larvas de gusano; por esto, al mezcal se le 
conoce como “la bebida del gusano”.

Materia prima

la norma oficial mexicana nom-070-scfi-1994, publicada el 12 de junio de 1997, 
establece que las plantas autorizadas para la producción de mezcal son: Agave an-
gustifolia haw; Agave esperrima Jacobi (conocida como Agave scabra); Agave we-
beri cela; Agave potatorum zucc; Agave salmiana Otto Ex Salm SSP Crassispina 
(Trel) Gentry. las plantas que se usan para la producción de mezcal deberán crecerse 
en las regiones marcadas en la declaración general para la protección del mezcal, 
publicada el 28 de noviembre en el Diario Oficial de la Federación (mmci 1994). 
sólo el tipo silvestre de A. salmiana se usa para la producción de mezcal en la región 
del altiplano mexicano (san luis potosí y Zacatecas), mientras que A. Angustifolia y 
A. Potatorum son las especies usadas en el sur de méxico (oaxaca y guerrero) y A. 
durangensis en el estado de durango.

Proceso de producción

las plantas de agave deben tener el mismo estado de maduración y tamaño, usual-
mente entre ocho y diez años (figura 1a). el primer paso es la castración de la planta; 
ésta es una actividad básica para obtener el material crudo de alta calidad que con-
siste en la eliminación de inflorescencia. las plantas se cosechan después de 12 a 
24 meses de post-castración, luego de lo cual se eliminan las hojas hasta obtener las 
cabezas (también llamadas piñas) (figura 1b).
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la cantidad de azúcares en las cabezas se ve afectada por el tiempo de cosecha 
después de que las plantas fueron castradas. la figura 2 muestra la relación entre 
la madurez y la cantidad de azúcares totales en los componentes morfológicos de 
Agave salmiana. las cabezas alcanzan las más altas concentraciones de azúcar des-
pués de 24 meses post-castración. por otro lado, la cantidad de carbohidratos en las 
plantas se modifica durante año-estación como resultado de la adaptación al clima 
(aguirre-rivera et al., 2001). se ha estimado que se necesitarán 33 kg de material 
cosechado durante la primavera para la producción de 1 litro de mezcal y sólo 22-24 
kg son necesarios cuando la cosecha es en invierno.

Figura 2. Contenido de azúcares en cabezas, hojas y blade analizadas  
después de la castración 

Fuente: aguirre-rivera et al., 2001.
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Proceso de cocción

el proceso de cocción tiene tres objetivos principales: a) hidrolizar la inulina y otros 
fructo-oligosacáridos hasta obtener fructosa; b) suavizar el material para hacer más 
fácil el proceso de molienda; c) producir compuestos orgánicos característicos del 
aroma del mezcal.

el proceso de cocción se lleva a cabo en hornos de piedra usando calor húmedo 
o calor seco con rocas precalentadas. recientemente los productores de mezcal han 
aceptado muy satisfactoriamente la sustitución de los hornos de piedra por autocla-
ves para la cocción o a gran escala de las piñas de mezcal.

Proceso de molienda

las cabezas cocinadas se rompen en piezas para facilitar el proceso de molienda. 
los pedazos de plantas se muelen en molinos de piedra para extraer la miel de agave. 
una alta cantidad de material ligno-celulósico se obtiene y representa alrededor del 
40% del total del material crudo; este sub-producto se usa como combustible por 
algunas empresas. el jarabe es conducido por canales subterráneos a los fermenta-
dores. regularmente este jarabe de agave se diluye con agua a 10-11°bx antes del 
proceso de fermentación.

Proceso de fermentación

la etapa fermentativa se lleva a cabo en fermentadores abiertos formados por pilas 
de piedras cubiertas con madera (figura 4a). los fermentadores se llenan con el 
jarabe de agave a 10°bx, se adiciona sulfato de amonio como fuente de nitrógeno 
a una concentración final de aproximadamente 2 g/l y se inocula un caldo con los 
microorganismos seleccionados naturalmente de fermentaciones previas (figura 
4b). dentro de los varios microorganismos que llevan a cabo la fermentación al-
cohólica, Saccharomyces cerevisiae, Pichia sp y Zymomonas mobilis son los más 
abundantes.



82

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios ii

a) Fermentador vacío; b) Fermentador operando

el etanol es el principal producto de la fermentación alcohólica y alcanza concen-
traciones de 3 a 4 por ciento. la producción de metanol es inherente a la fermentación 
alcohólica producida a partir de la pectina, lignina y paredes celulares (cedeño, 1995). 
sin embargo, ya que el metanol tiene un efecto neurotóxico, la máxima concentra-
ción permitida es de 300 mg/100 ml de alcohol etílico anhidro (aproximadamente 
1200 ppm) (mmci, 1994; cedeño, 1995). la producción de alcoholes superiores tales 
como 2-butanol, 2-metil propanol y 2/3 metil-1-butanol ocurre por el catabolismo 
de aminoácidos, aldehídos que son reducidos por las alcohol deshidrogenasas a sus 
respectivos alcoholes, sin embargo, su razón de producción específica es más bajo 
que los esperados para etanol (pronk et al., 1996).

la figura 5 muestra una cinética típica de la fermentación en biorreactor en gran 
escala. la fermentación es inoculada con 5-8% del caldo prefermentativo y opera a 
un volumen de cinco mil l. la concentración de biomasa formada por una mezcla de 
bacterias y levaduras llega a una concentración final de 4 g/l, mientras que la pro-
ducción de etanol sigue un comportamiento de producción asociada, obteniéndose 
una concentración final de 22g/l. 

los azúcares se consumen durante la fase exponencial y paran alrededor de las 
ocho o nueve horas. en todo caso, los azúcares reductores y azúcares totales no se 
consumen completamente, alrededor de 13 g/l y 40g/l, respectivamente, perma-
necen en el residuo no fermentable. el ph del medio permanece constante a 4.32 
durante todo el proceso, mientras que la temperatura se incrementa durante la fase 
exponencial de 33 a 37°c y decae cuando se detiene el crecimiento celular.

b)

Figura 4. Fermentador industrial usado en la Empresa Saldaña (Zacatecas, 
México) 

a)
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Figura 5. Cinética típica durante la producción de mezcal  
en un fermentador a gran escala

Destilación

el jarabe fermentado se conduce por gravedad al compartimiento de destilación. la 
destilación es la operación unitaria en la que se concentran el etanol y otros com-
puestos orgánicos. los alambiques es la configuración más popular usada para la 
destilación del mezcal, sin embargo, el uso de otras configuraciones con las colum-
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nas de destilación de operación continua actualmente se usan para mejorar el proceso 
de recuperación. 

el alambique se construye con cobre, metal maleable, buen conductor del calor, 
resistente a la corrosión y cataliza la oxidación de tioles y mercaptanos que pueden 
conferir mal olor a la bebida.

Almacenamiento y añejamiento

el almacenamiento del mezcal se lleva a cabo en grandes tanques de plástico o acero, 
antes que el producto sea embotellado. el mezcal destinado a añejamiento se prepara 
para este proceso. el proceso de añejamiento es una transformación lenta del mezcal 
como resultado de reacciones intermoleculares durante el almacenamiento. la nor-
ma oficial mexicana establecida para el añejamiento establece que se debe llevar en 
barricas de 200l construidas con roble blanco. los mezcales reposados se conservan 
de dos a seis meses, mientras que los mezcales añejados deberán almacenarse por 
arriba de 12 meses.

Análisis y composición

el mezcal consiste de una armónica mezcla de compuestos que se producen durante 
la fermentación y otros provenientes de la materia prima, tales como terpenos y 
ácidos grasos de cadena larga. los compuestos principales del mezcal (cpm) se de-
finen como sustancias con concentraciones mayores de 10 mg/ml y normalmente 
son detectados y cuantificados por cromatografía de gases (cm) usando la inyección 
directa de las muestras. los compuestos minoritarios del mezcal son sustancias de-
tectadas sólo hasta después de que la muestra ha sido concentrada por extracción 
líquido-líquido o líquido-sólido (spme), seguida por el análisis de cromatografía de 
gases y después por espectrometría de masas (gc-ms) (de león-rodríguez et al., 
2006). la tabla 1 enlista los compuestos detectados en los diferentes tipos de mezcal. 
seis alcoholes, dos ésteres de etilo y ácido acético se clasifican dentro de los cpm 
(de león-rodríguez et al., 2006). para el tequila, estos compuestos son: etanol, 2/3 
metil-butanol, alcohol fenil-etilo, ácido acético, ácidos decanoico y dodecanoico 
(lópez, 1999). los alcoholes fenil-etilos son ácidos grasos de cadena larga, etil éste-
res que están presentes en mezcales, pero en pequeñas cantidades. 
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Tabla 1. Concentraciones de los principales compuestos encontrados  
en los diferentes tipos de mezcales en mg/L

Rta 

(min)
Compuesto

Blanco 
(n=4)

Blanco  
con gusano 

(n=�)

Reposado 
(n=�)

Reposado 
con gusano 

(n=�)

Añejado 
(n=�)

4.46 acetato de etilo 182±11 103±6 150±12 113±5 107±10
4.63 metanol 816±72 703±89 891±46 881±38 834±76
5.30 etanolb 42±1 39±2 39±2 42±0 42±5
6.66 2-butanol 61±17 54±19 66±20 56±6 nd
6.91 n-propanol 700±108 728±18 738±87 615±62 388±26
7.87 2 metil-propanol 17±4 nd nd 37±4 48±7

9.62 2/3-metil-1-bu-
tanol 30±7 26±10 nd 17±4 98±19

11.72 etil 2-hidroxi-
propanoato 105±13 101±4 117±15 109±17 192±32

13.26 Ácido acético 169±51 224±48 207±27 133±5 219±9
- high alcoholsc 809±122 808±32 843±64 876±52 533±51

a rt= tiempo de retención en columnas hp-innowax, b unidad para la concentración de etanol es % v/v, 
c suma de alcoholes con tres o más carbonos. nd= no detectable, n= número de marcas. los datos repre-
sentan el promedio ± desviación estándar de cada tipo de mezcal. adaptado de de león et al., 2006.

la figura 6 muestra un cromatograma de un mezcal reposado por (spme-gc-ms) 
y la tabla 2 presenta una lista de los 37 compuestos identificados en los diferentes 
tipos de mezcal. además de los seis alcoholes cmm, el butanol y el alcohol fenil-etilo 
fueron detectados también en mezcales reposados y añejados, mientras que los alco-
holes no saturados como 3-hexeno-1-ol y 6.9-pentadecadien-1-ol fueron detectados 
sólo en mezcales con gusanos (de león-rodríguez et al., 2006).

un grupo abundante de ésteres de acetato de etilo a octadecanoato de etilo y 
fenil-butanoato fueron detectados en el mezcal (de león-rodríguez et al., 2006). 
el grupo químico está bien caracterizado por su aroma a frutas que contribuye en 
el bouquet de las bebidas alcohólicas (lópez, 1999; terschure et al., 1998). el áci-
do acético, el propiónico y el hexanoico fueron encontrados en todos los mezcales, 
mientras que el ácido pentanoico se encontró solamente en mezcales blancos con 
gusano y mezcales añejados. 
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Figura 6. Cromatograma de un mezcal resposado analizado  
por spme-gc-ms

otros grupos químicos tales como aldehídos, cetonas, furanos, terpenos, naftale-
nos, alquenos y alquinos fueron también detectados. para tequilas, los compuestos 
minoritarios son ésteres ácidos, furanos, cetonas terpenos y otros (lópez, 1998).

pocos terpenos han sido reportados en tequila tales como derivados de linalil, ne-
rolidol, timol y terpineol (lópez, 1998, 2001). mientras que los terpenos encontrados 
en mezcales son limoneno, terpineol y terpineneo (de león-rodríguez et al., 2006). 
peña-Álvarez y otros autores (2004) caracterizaron los terpenos provenientes de tres 
especies de agave y demostraron la presencia de limoneno, terpineneo y terpineol en 
Agave salmiana, la materia prima usada para la producción de mezcal. se ha reporta-
do que los terpenos son liberados por las glicosidasas de levaduras durante el proceso 
de fermentación (King y dickinson, 2000, 2003). la presencia de limoneno en mez-
cal de A. salmiana es interesante, ya que ha sido reportado que bajas cantidades de 
limoneno induce la regresión de carcinomas mamarios y es clasificado como agente 
quemopreventivo y quemoterapeútico (croweel et al., 1991; hagg, 1992).
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Tabla 2. Compuestos detectados en mezcales por spme-gc-ms 

Rta Compuesto Mezcal

Alcoholes

 1.51 metanol 1,2,3,4,5
 3.66 2-butanol 1,2,3,4,5
 4.06 propanol 1,2,3,4,5
 5.88 2-metil-propanol 1,2,3,4,5
 8.72 butanol 3,4,5
10.26 2/3-metil-1-butanol 1,2,3,4,5
37.04 alcohol feniletilo 3,4,5
42.11 6,9-pentadecadien-1-ol 2,4
42.75 3-hexen-1-ol 2,4

Aldehídos y cetonas

 1.22 acetaldehído 1,2,3,4
13.07 3-hidroxi-2-butanona 1,2,3,4,5

Ésteres

 1.19 acetato de etilo 1,2,3,4,
 3.88 butanoato de etilo 1,2,3,4,5
 6.66 pentanoato de etilo 1,2,3,4,5
10.4 hexanoato de etilo 1,2,3,4,5
13.9 butanoato de pentilo 1,2,3,4,5
15.9 etil 2-hidroxoipropanoato 1,2,3,4,5
19.28 etil octanoato 1,2,3,4,5
27.81 etil decanoato 1,2,3,4,5
35.1 etil dodecanoato 1,2,3,4,5
39.77 etil hexadecanoato 1,2,3,4,5
43.43 etil octadecanoato 1,2,3,4,5

Continúa...
1) blanco 
2) blanco con gusano
3) reposado
4) reposado con gusano  
5) añejado 
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Rta Compuesto Mezcal

Ácidos

20.4 acético 1,2,3,4,5
24.2 propionico 1,2,3,4,5
32.12 pentanoico 2,5
35.44 hexanoico 1,2,3,4,5

Furanos

10.02 2-pentilfuran 1,4
21.20 Furfural 1,2,4,5
25.66 5-metil-2-furancarboxialdehído 1,2,4

Terpenos

 8.15 limoneno 1,2,3,4,5

29.96 3-metil-6-(1-metil-etilideno) 
ciclohexeno 1,3,4,5

30.2 terpineol 1,2,3,4,5
Otros

11.5 4-etil-1,2-dimetil benzene 1,2,3,4,5
22.79 metil-2-penteno 1,2,3,5
31.73 naftaleno 1,3,5
43.1 1,8-nonadienp 2,4
43.7 1-dodecino 2,4

1) blanco 
2) blanco con gusano
3) reposado
4) reposado con gusano  
5) añejado 
a tiempo de retención en la columna hp-ffAp. adaptado de león-
rodríguez et al., 2006.

sólo los mezcales con gusanos mostraron la presencia de 6.9-pentadecadien-1-ol, 
3-hexen-1-ol, 1.8-nonadiene, y 1-dodecine (tabla 3). el 3-hexen-1-ol se encuentra 
presente en alcohol de hoja verde y también en insectos. interesantemente, se ha re-

Tabla 2. Compuestos detectados en mezcales por spme-gc-ms.  
 (continuación)
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portado que el 3-hexen-1-ol presenta una actividad feromonal en elefantes e insectos 
(rassmusen, 2002; reinecke, 2002). 
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Biomineralización de oxalato de calcio en amaranto  
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Biomineralization of Calcium Oxalate in Amaranth  
(amaranthus hypochondriacus)
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Ramírez-González, D.�; Muñoz-Sandoval, E.�; Terrones, H.�; Terrones, M.�

Resumen
la formación mineral de micro y nano-cristales en sistemas vivos se conoce como 
biomineralización. los cristales de oxalato de calcio monohidrato (com) están am-
pliamente distribuidos en plantas, incluyendo a dicotiledóneas y monocotiledóneas. 
la función biológica de cristales de com en plantas no se encuentra bien caracteri-
zada ni es totalmente entendida; aparecen en una gran variedad de morfologías que 
son conservadas de una generación a la siguiente. el control de la morfología de un 
micro y nano-cristales incluye una serie de procesos genéticos altamente regulados, 
y una simple mutación puntual puede alterar drásticamente el tamaño y la forma del 
cristal.

amaranto (Amaranthus hypochondriacus) es un pseudo-cereal de semillas dicoti-
ledóneas que crece como un cereal. la calidad nutricional de las hojas de amaranto 
es comparable a las espinacas y es por lo tanto, una buena fuente para la nutrición 
humana. sin embargo, las hojas de amaranto también contienen grandes cantidades 
de oxalatos. en este estudio, examinamos los micro y nano-cristales de com extraídos 
de hojas y raíces de amaranto. mediante microscopía electrónica de barrido (sem) y 

1 división de biología molecular. 
*e-mail: apbarba@ipicyt.edu.mx
2 división de materiales avanzados. instituto potosino de investigación científica y tecnológica. 

camino a la presa san José 2055, lomas 4ª sección, 78216, san luis potosí, slp, méxico.
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técnicas analíticas, se caracterizaron dos diferentes tipos de cristales: uno exhibe la 
morfología pseudo-tetrahédrica similar a las encontradas en plantas de tabaco y toma-
te, y la otra consiste de drusas. observamos residuos de diferentes materiales como 
compartimentos membranales. el entendimiento de los mecanismos biológicos mole-
culares de control sobre la cristalización de com es vital para controlar el crecimiento 
de diferentes tipos de cristales usando plantas como micro y nano-fábricas capaces de 
operar a temperatura ambiente. estas técnicas podrían utilizarse en un futuro para la 
síntesis de novedosos nanomateriales inspirados biológicamente.

Abstract
the formation of mineral micro and nano-crystals in living systems is called biomin-
eralization. calcium oxalate monohydrate (com) crystals are contained in plants, 
including both dicotyledons and monocotyledons. the biological function of com 
crystals in plants has neither been well characterized nor fully understood; they appear 
in a variety of morphologies that are preserved from one generation to the next. the 
morphology control of a micro and nano-crystal consists of tightly regulated genetic 
processes, and a simple point mutation could drastically alter the size and shape of 
the produced crystal.

amaranth (Amaranthus hypochondriacus) is a pseudo-cereal that has dicotyledon 
seeds but grows as a cereal plant. the nutritional quality of amaranth leaves is com-
parable to spinach, and it is therefore a good source for human nutrition. however 
amaranth leaves also contain large amounts of oxalates. in this study, we examine 
the com mycro and nano-crystals extracted from amaranth leaves and roots. using 
scanning electron microscopy (sem) and allied analytical techniques, two different 
crystals were carefully characterized: one exhibiting the pseudotetrahedral morphol-
ogy similar to those found in tobacco and tomato plants, and the other consisting of 
druses. We also observed residues of different materials as membrane chambers. the 
understanding of molecular mechanisms that control the com crystallization is vital 
for achieving the growth of desired crystal morphologies, using plants as micro and 
nano-factories that are able to operate at room temperature. We envisage that these 
techniques could be used in the future for synthesizing novel biologically inspired 
nanomaterials..

Introducción

la biomineralización es el proceso de mineralización dentro de sistemas vi-
vos y es importante para la formación de partes duras, tales como huesos, 
dientes, caparazones, etcétera. este proceso es regulado por biomoléculas, 

típicamente proteínas. las proteínas, y quizá polisacáridos, regulan el balance entre 
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la saturación del cristal y la precipitación en solución, nucleación de los cristales, 
cese del crecimiento de cristal, y en general, la estructura del cristal (haugo, 2002). 
las proteínas, a través de sus interacciones únicas y específicas con otras macro-
moléculas, controlan la estructura y función de todos los tejidos duros y suaves en 
los organismos vivos. la biomimética es un campo emergente en el cual se usan las 
herramientas de biología molecular y nanotecnología para desarrollar tecnologías 
híbridas con mayor potencial. tomando lecciones de la biología, ahora pueden ma-
nipularse genéticamente los polipétidos para enlazar específicamente compuestos 
inorgánicos seleccionados para la aplicación en nano y biotecnología (sarikaya et 
al., 2003).

dentro de los minerales encontrados en organismos vivos, el calcio es el mineral 
más abundante, se encuentra involucrado en cerca de la mitad de los sistemas biomi-
neralizados conocidos en la actualidad. en plantas, los niveles citosólicos de calcio se 
mantienen constantes a través de la precipitación en forma de cristales de oxalato. 

Cristales de oxalato de calcio

la formación mineral es un fenómeno que se da en muchos géneros de plantas, sien-
do las formaciones de amorfas de sílice (fitolitos), los carbonatos de calcio amorfo 
(citolitos) y los oxalato de calcio, los más abundantes. en plantas superiores el oxala-
to de calcio es probablemente el mineral más comúnmente formado y típicamente se 
desarrolla dentro de cámaras intravacuolares membranosas de células especializadas 
llamadas idioblastos (Webb 1999, bouropuolus et al., 2001). 

la fórmula química del oxalato de calcio es cac2o4 y presenta una estructura 
cristalina monoclínica. en plantas el oxalato de calcio existe en dos formas: oxala-
to monohidrato (com) y menos común en su forma dihidratada (cod); pudiéndose 
formar en cualquier órgano o tejido dentro de las plantas. por ejemplo, se pueden 
encontrar cristales en raíces, tallos, hojas, flores, frutos y semillas y dentro de la 
epidermis y tejido vascular. además, cada especie de planta siempre forma cristales 
con la misma morfología en el mismo sitio de tejido, implicando que la morfología 
está bajo control genético. la cantidad de cristales formados varia y se ve influen-
ciada por condiciones ambientales, tales como intensidad de luz, temperatura y/o 
nutrientes de suelo.

las plantas forman micro y nano cristales con una gran variedad de morfologías 
(figura 1), que se pueden dividir en las siguientes categorías: a) prismas: consisten 
de formas regulares prismáticas simples. b) drusas: son conglomerados de cristales 
formados alrededor de un sitio de nucleación. c) estiloides: son agujas de cristales y 
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normalmente se forman uno en cada célula. d) rafidios: cristales en forma de aguja 
que se forman en manojos. e) cristal arena: son pequeños cristales tetraédricos que se 
forman en grupos o aglomerados (prychid y rudall, 1999; Webb, 1999; bouropoulos 
et al., 2001; meric y dane, 2004; Franceschi y nakata, 2005). 

los cristales de oxalato de calcio están ampliamente distribuidos dentro de las 
plantas, incluyendo a los grupos monocotiledóneas y dicotiledóneas. en monoco-
tiledóneas existen tres tipos principales de cristales de oxalato de calcio: rafidios, 
estiloides y drusas. actualmente la caracterización de los cristales en plantas se ha 
descrito como una característica para la clasificación taxonómica. 

Figura 1. Imágenes de microscopía de barrido de microcristales de oxalato  
de calcio con diferentes morfología de cristales de oxalato de calcio  

encontrados en plantas

 

5 μm 5 μm 20 μm

20 μm 2 μm

A) B ) C )

D) E )

5 μm 5 μm 20 μm

20 μm 2 μm

A) B ) C )

D) E )

Fuente: Webb, 1999; prychid y rudall, 1999; bouropoulos et al., 2001; 
Franceschi y nakata, 2005.

Funciones de cristales de oxalato de calcio

las funciones propuestas para los cristales de oxalato de calcio son el almacenamiento 
de calcio en una forma insoluble, lo que ayuda a mantener los niveles de calcio requeri-
dos dentro del citosol. también se les atribuye mecanismos de protección contra herbí-
voros y mejoran las propiedades mecánicas de los tejidos (Franceshi y nakata, 2005).

se ha descrito un posible papel de los cristales de oxalato de calcio como mecanis-
mos importantes para la detoxificación de metales pesados; sin embargo, en estudios 

 a) prismas b) drusas c) estiloides

	 d)	Rafidios	 e)	Cristal	arena
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recientes, los cristales en hojas de Phaseolus vulgaris fueron investigados a diferentes 
concentraciones de zinc, reportando que los metales pesados tienen una correlación 
negativa con el crecimiento de cristales de oxalato, sugiriendo que estos cristales no 
desempeñan un papel importante en la detoxificación de metales pesados en P. vulga-
ris, pero sí lo tienen en la regulación de calcio (Jáuregui-Zúñiga y cols., 2005).

Nucleación en el proceso de biomineralización

en biomineralización, el micro-medioambiente ejerce control sobre la nucleación y 
el crecimiento del cristal en tejidos mineralizados. esto es, el cristal formado es un 
diseño exacto de tamaño y forma.

a la fecha no se sabe con certeza cómo operan estos mecanismos, pero se ha descri-
to que in vitro algunas macromoléculas extraídas del tejido mineralizado son capaces 
de controlar la nucleación específica, por lo que existe mucho interés en estudiar estos 
mecanismos empleando plantas modelo. recientemente, se han utilizado plantas como 
tabaco (Nicotiana tabacum) y jitomate (Lypersicon esculentum); ambos miembros de 
la familia Solanaceae, y se reportó que los cristales se forman dentro de las vacuolas 
como la acumulación de numerosos cristales individuales (tipo arena) y adoptan mor-
fología pseudotetrahédrica o morfología con forma de corazón (figura 2).

un paso hacia la elucidación de los mecanismos que regulan la morfología del 
cristal, recientemente usando el modelo de Medicago truncatula y empleando mutan-
tes cmd4 y cmd6 de morfología de cristal defectuosa (figura 3), enfatiza que existe un 
control de la morfología ligado fuertemente a procesos genéticos (nakata, 2002).

Figura 2. Análisis morfológico de cristal representativos de com  
en hojas de tabaco

Fuente: bouropoulos et al., 2002.
a) sem micrografía b) morfología propuesta
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Matriz de la cristalización

se ha determinado que existen macromoléculas (proteínas), quizá carbohidratos, 
que regulan el balance entre la saturación del cristal, la precipitación en solución, 
nucleación y cese del crecimiento de cristales y morfología general del cristal. 
dentro de ellas dos tipos de proteínas son las que más han llamado la atención: 
proteínas ácidas y proteínas de marco. las proteínas ácidas son denominadas debido 
a su función íntimamente conectada con la naturaleza ácida y la abundancia de 
cadenas polares que están cargadas negativamente a un ph neutro. típicamente, 
son ricas en aspartato, glutamato, serinas fosforiladas, tirosina y treonina. estas 
proteínas están íntimamente asociadas con el mineral y la formación del cristal. 
la función de las proteínas de marco es precisamente como su nombre indica. son 
altamente insolubles, relativamente hidrofóbicas y típicamente entrecruzadas. por 
ejemplo, el colágeno encontrado en tejido óseo es una proteína típica de este tipo 
(haugo, 2005).

aunque las proteínas específicas de la matriz no han sido bien caracterizadas 
dentro de la biomineralización de plantas, se ha demostrado que hay un complejo de 
polipéptidos de 55, 60 y 73 kda que están relacionados con la formación del cristal 
de orgánico asociado con los cristales rafidios en uva (Vitis vinifera). en tomate y 
tabaco se ha demostrado que los polipéptidos promueven la nucleación de oxalato de 
calcio, mientras que en Pistia stratoites, estos polipéptidos tienen influencia sobre la 
morfología (li y cols., 2003; Jáuregui-Zúñiga et al., 2005).

a) control    b) mutante defectuosa cmd6 

Figura 3. Cristales de Medicago truncatula

Fuente: ����t��� ���������t��� �����
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Planta modelo

una planta modelo para los estudios genéticos puede ser una herramienta extrema-
damente importante en este campo. Arabidopsis, la planta modelo por tradición, no 
produce cristales normalmente, por lo que otras plantas como el tabaco, el jitomate, 
la lechuga y más recientemente, Medicago truncatula, se han utilizado para el es-
tudio de la biomineralización. el amaranto (Amaranthus hypochondriacus) es un 
pseudo-cereal que proporciona granos y hojas de alto valor nutricional. las semillas 
tienen un alto contenido de proteínas y su composición de aminoácidos está cercana 
al óptimo balance requerido en la dieta humana. debido a sus propiedades alimenti-
cias, el amaranto puede considerasrse como un alimento funcional. 

el amaranto puede crecer en suelos donde granos convencionales (maíz, frijol) 
no pueden ser cultivados (paredes-lópez et al., 1991). se ha descrito que la planta 
ayuda a la remediación de suelos, especialmente Amaranthus tricolor, y mejora 
la disipación de hidrocarburos aromáticos policíclicos, por lo que se ha usado en 
fito-remediación de suelos contaminados con metales pesados (ling y gao, 2004). 
la planta de amaranto tiene altos contenidos de ácido oxálico (arriba del 10%) y 
2-3% de glucósidos, por lo que se ha utilizado como preservativo biológico en 
silos; esto da como resultado que no existen señales de crecimiento de hongos 
(allaberdin, 2004).

por lo tanto, nosotros proponemos al amaranto (Amaranthus hypochondriacus) 
como una planta modelo para el estudio de morfologías y distribución de cristales de 
oxalato de calcio, con el fin de establecer las bases para el estudio de los mecanismos 
de crecimiento de cristales en plantas.

Aislamiento de cristales de oxalato de calcio

tejidos frescos (aproximadamente 200-300 g) se lavaron perfectamente con agua 
destilada y desionizada, y se colocaron por dos horas en agua desionizada conte-
niendo 1 mm de azida de sodio; se lavaron y se secaron al aire. las hojas secas se 
molieron por dos minutos en licuadora de laboratorio (Waring) con 200 ml de etanol 
absoluto (esto ayuda a minimizar la disolución de los cristales), y la mezcla resultante 
se filtró a través de cuatro capas de gasa. el filtrado se transfirió a tubos de centrífuga 
de polipropileno de 50 ml y fue centrifugado con etanol a cuatro mil rpm (5 min). 
el sobrenadante se eliminó y el precipitado se resuspendió en etanol. este proceso se 
repitió dos veces, seguido por tres lavados más con agua desionizada centrifugando 
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a cuatro mil rpm (5 min). el precipitado se mezcló con politungstato de sodio (3na-
Wo4.9Wo3-h2o, 20 ml) de 1.7 g/ml densidad y centrifugados tres veces a cuatro mil 
rpm (10 min). el sobrenadante, junto con material orgánico, no precipita bajo estas 
condiciones. Éste fue eliminado y el precipitado resuspendido, agitado y centrifugado 
tres veces más, lavando con agua desionizada a tres mil rpm (5 min), luego con etanol 
absoluto bajo las mismas condiciones, y finalmente las muestras se secaron al aire. si 
la pureza de los cristales no fuera la apropiada, la centrifugación con el líquido pesado 
se repite usando una densidad de 1.9 g/ml (bouropoulos et al., 2001).

Análisis morfológico de los cristales

las muestras fueron recubiertas por una pequeña película de oro en una evaporado-
ra cressigton sputter coater durante 20 segundos, con una corriente de 20 ma; se 
montaron en un soporte de aluminio con una cinta doble cara de carbono y fueron 
caracterizadas por microscopía electrónica de barrido (sem, por sus siglas en inglés) 
y por microscopía de transmisión de barrido electrónico de barrido (stem, por sus 
siglas en inglés), usando un microscopio xl30 sfeg de emisión de campo marca fei, 
que operaba a 5-10 kev.

la corroboración de la morfología de los cristales se realizó por microscopía de 
barrido por transmisión (stem) en un tecnAi xl30 sfeg.

Estudio edx (Energy Dispersive X Ray) y mapeo elemental

los estudios de edx y mapeo elemental se llevaron a cabo en un microscopio elec-
trónico de barrido tecnAi xl30 sfeg, equipado con un espectrómetro edx. el estudio 
edx permite determinar la composición química de las muestras, mientras que el 
mapeo elemental ofrece una vista de la distribución química de los elementos en las 
muestras.

Cristales de oxalato de calcio en amaranto

se encontraron dos tipos de cristales en las hojas de amaranto: arena de cristal con 
una	morfología	pseudo	tetrahédrica	y	un	tamaño	entre	1-3	μm	(figura	1),	y	cristales	
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en	formas	de	drusas	con	una	tamaño	entre	30	y	40	μm	(figura	2).	Se	observó	una	
mayor concentración de cristales en forma de arena de cristal que las drusas. los 
cristales encontrados en raíz y tallo del amaranto fue arena de cristal con una morfo-
logía	pseudo	tetrahédrica	con	un	tamaño	entre	1-3	μm	(figura	3).

Figura 1. Análisis morfológico de los cristales de oxalato de calcio  
en hoja de amaranto

 

1 µm

S E M

1 µm

S E M STEM 

Figura 2. Micrografía sem de cristales en forma de drusas encontrado  
en hojas de amaranto observada a dos diferentes aumentos 

 

10 µm10 µm 5 µm5 µm

a) micrografía sem: se observa 
una morfología pseudo 

tetraédrica 

b) micrografía stem: se 
corrobora  la misma

morfología.

	 a)	Barra	10	μm		 b)	Barra	5	μm
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Figura 3. Micrografía sem de cristales de oxalato de calcio  
con morfología pseudo tetrahédrica

 

SEM SEM 

en el espectro de edx se determina la composición química de la muestra y los 
resultados obtenidos se presentan en la tabla 1. con estos datos se observa que el 
cristal está compuesto por aproximadamente 2% de calcio. 

Tabla 1. Cuantificación química obtenida por espectroscopía de edx  
de cristales de oxalato de calcio en amaranto

Elemento Wt% At%

c 67.74 75.32
n 8.46 8.07
o 15.41 12.86
al 0.58 0.29
si 6.04 2.87
ca 1.77 0.59

Wt(%)=por ciento en peso 
at%=porciento área

en el mapeo elemental de la muestra se observa la distribución química del ca, 
si, y o; con esto es posible corroborar que los cristales son de oxalato de calcio 
(figura 4). 

 a) tallo  b) raíz
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Figura 4. Mapeo elemental utilizando edx de un cristal de oxalato de calcio 
extraído del tallo de amaranto 

en muchos tejidos mineralizados, las proteínas de matriz sólo pueden extraerse 
si el material está disuelto, lo mismo sucede en plantas (li et al., 2003). en algunos 
casos se ha observado que un subgrupo de proteínas de matriz están ocluidas dentro 
de la fase mineral, estas proteínas influencian la forma, crecimiento y propiedades 
mecánicas del mineral (Weiner y addadi, 1991). el material asociado al cristal, fue 
extraído y caracterizado por electroforesis en geles de poliacrilamida (figura 7).

a) imagen analizada, b) distribución de calcio, 
c) distribución de oxígeno, d) distribución de sílice

carril 1, marcador de peso molecular. carriles 2 y 
3, proteína soluble de hoja y tallo. carriles 4 y 5, 
proteínas insoluble de tallo y hoja.

Figura 6. Gel de poliacrilamida al 15% teñido con sypro ruby 
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al igual que trabajos previos, se observa que las proteínas de matriz asociada a 
los cristales está compuesta por varios polipéptidos. se ha reportado que los polipép-
tidos de alto peso molecular son los que muestran la más alta afinidad por los crista-
les de calcio a ph 5.6, y que estos polipéptidos inhiben la nucleación de cristales de 
oxalato de calcio en solución (Jáuregui-Zúñiga et al., 2005). el papel de las proteínas 
en la nucleación del oxalato de calcio es variable; se ha descrito una función dual: 
como inhibidor cuando están presentes en solución o como promotores cuando estas 
proteínas son adsorbidas en las superficies (campbell et al., 1989).

Retos para la investigación futura

numerosas preguntas acerca de la cristalización mediada por las células aún no 
han sido respondidas, por lo que existe una necesidad crítica para correlacionar las 
características bioquímicas y biofísicas; esto puede conllevar a las aproximaciones 
tradicionales tales como aislamiento y caracterización de organelos y membranas. 
aproximaciones contemporáneas, utilizando sondas inmunológicas y molecula-
res, pueden proporcionar nueva información acerca de la expresión y localización 
específica de las proteínas dentro de las células que forman cristales y, adicional-
mente, sondas fluorescentes pueden permitir la medición de factores físicos como 
ph y gradientes de calcio dentro y alrededor de las células. los estudios de genética 
molecular proporcionan oportunidades adicionales para identificar factores celulares 
que afectan la cristalización de oxalato de calcio, incluyendo genes expresados espe-
cíficamente en las células formadoras del cristal. 

el estudio de los mecanismos de nucleación y crecimiento de cristales podrá 
contribuir al entendimiento de una variedad importante de procesos de la biología 
celular de plantas y desarrollo, incluyendo la especialización de membrana, trans-
porte y secuestro de calcio, biosíntesis de oxalato y función vacuolar (Webb, 1999). 
además podrá extrapolarse a enfermedades en humanos como las piedras en el 
hígado y riñón. 
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Resumen
la planta C. papaya se encuentra presente en todos los países tropicales y subtropica-
les. en algunas culturas es considerada como una planta medicinal, debido a que sus 
semillas y hojas han sido utilizadas con fines curativos. por ello, C. papaya posee un 
gran potencial, ya que se puede aprovechar para consumo fresco o incorporándole 
valor mediante un proceso industrial para obtener un metabolito que pueda servir 
de materia prima en otros procesos, principalmente en la industria alimenticia y far-
macéutica. en esta revisión se investigaron los métodos de extracción utilizados para 
la recuperación de los componentes activos de las semillas, hojas, látex y pulpa de C. 
papaya, así como los posibles usos de los extractos obtenidos.

Abstract
C. papaya is found in all subtropical and tropical countries. in some cultures it is 
considered to be a medicinal plant, due to the fact that seeds and leaves have been 
used for curative purposes. because of this, C. papaya has great potential since it can 
be used for fresh consumption, or through an industrial process, a compound can be 
obtained that is able to be used as food and pharmaceutical product. in this revision 
the extraction methods utilized for recovery of the active compounds of the seeds, 
leaves, latex and pulp of C. papaya were investigated, as well as the possible uses for 
the extracts obtained.

1 departamento de biotecnología y ciencias alimentarias. instituto tecnológico de sonora, aparta-
do postal 541, cd. obregón, sonora, méxico, e-mail: dsanchez@itson.mx
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Introducción

el árbol de C. papaya se encuentra presente en todos los países tropicales y 
subtropicales; el fruto es muy conocido por su gran valor nutritivo así como 
valor económico, ya que durante el año 2002 la producción mundial fue de 

5 591 692 toneladas (Freire et al., 2003; lópez et al., 2004; monti et al., 2004). 
pertenece a la Familia Caricaceae, que agrupa cuatro géneros, de los cuales el más 
importante es Carica y las especies son diversas; sobresaliendo en méxico C. papa-
ya l., la cual es una planta herbácea gigante, dicotiledónea que puede producir fruto 
por más de 20 años. el fruto de la papaya es una baya, con semillas comestibles que 
tienen sabor parecido a la pimienta. cada fruta contiene alrededor de 1 500 semillas 
negras con una membrana gelatinosa (von loesecke y nolte, 1937). la papaya es 
una especie polígama y se clasifica en tres clases sexuales: masculina estaminada, 
hermafrodita bisexual, y femenina pistilada. estas tendencias al cambio de expre-
siones sexuales parecen deberse a las condiciones climáticas como la sequía y las 
variaciones de temperatura (revista claridades agropecuarias, 1999). 

Composición química de C. papaya

la fruta inmadura contiene papaína, la cual es considerada como el principal com-
ponente activo de C. papaya y es una enzima de uso industrial, principalmente para 
alimentos, clarificación de cervezas, ablandamiento de carne, preparación de proteí-
nas hidrolizadas, entre otros (monti et al., 2000, 2004). la papaína es una proteína 
que contiene 212 aminoácidos y posee una masa molecular aproximada a 23 000 
daltones (bruneton, 2001). se ha reportado que el látex de C. papaya contiene al-
gunas cistein proteinasas, como la quimopapaína, caricaína y glicil endopeptidasa 
(o’hara et al., 1995; silva et al., 1997; monti et al., 2000, 2004); además de una 
mezcla de terpenoides, ácidos orgánicos y alcaloides (murphy, 1999). la composi-
ción de glicéridos en semillas de C. papaya fue realizada por von loesecke y nolte 
(1937), obteniendo un 11.94% de ácido palmítico, 5.49% de ácido esteárico, 0.32% 
de ácido araquídico, 79.94% de ácido oleico y 2.22% de ácido linoléico. asimismo, 
en las semillas se ha encontrado cloroformo (lohiya et al., 2002). la pulpa de la 
fruta fresca contiene resina, grasa y pectina. por otro lado, las hojas del árbol de 
papaya, contienen un alcaloide llamado carpaína y un glucósido conocido como car-
posido (rajkapoor et al., 2002). también, en los brotes de hojas de C. papaya, se ha 
encontrado alfa-tocoferol (ching y mohamed, 2001) y flavonoides como quercetol 
y kaenpferol (miean y mohamed, 2001).
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Usos de los extractos de C. papaya 

en méxico se contemplan diversos usos de los extractos de C. papaya; de acuer-
do con vázquez (1999), los más importantes son: comestible (tallo, hoja y fruto), 
fabricación de chicle (látex), cosmético (aceite de la semilla), forrajero (hoja y fru-
to), obtención de enzimas proteolíticas (fruto), insecticida (látex), uso medicinal 
(fruto, látex, semilla y raíz), apicultura (flores) y saponífera (hojas). además, se ha 
reportado que algunos extractos de C. papaya presentan las siguientes propieda-
des: antibacteriana (emeruwa, 1982; vieira et al., 2001; rhoades y roller, 1999), 
anticonceptivas (lohiya et al., 2000, 2002; verma y chinoy, 2001, 2002), actividad 
hepatoprotectiva (rajkapoor et al., 2002), de control de algunos parásitos (idowu y 
sonde, 2003; ekanem et al., 2004), antimalaria (bhat y surolia, 2001) y antifúngica 
(nwachukwu y umechuruba, 2001). 

Métodos de extracción de compuestos activos de C. papaya 

la eficacia de los tratamientos con extractos de C. papaya depende de la concentra-
ción de los diferentes compuestos presentes. dicha cantidad difiere si proviene del 
fruto, látex, hojas o raíces; y el método de extracción varía con la edad de la planta, la 
parte de la planta que se va a extraer, el cultivo, así como el sexo del árbol. de acuerdo 
con murphy (1999), los análisis científicos de los componentes de las plantas siguen 
un patrón lógico. primero, se realizan investigaciones para una posible actividad an-
tibacterial utilizando el extracto acuoso o extracción de alcohol, y puede ser seguido 
por varios métodos orgánicos de extracción. debido a que casi todos los compuestos 
activos contra microorganismos (que han sido identificados en las plantas), son com-
puestos aromáticos u orgánicos saturados, son obtenidos más a menudo por la ex-
tracción con etanol o metanol. de hecho, muchas investigaciones han evitado el uso 
de la fracción acuosa. por otro lado, los taninos y terpenoides que se han encontrado 
en la fase acuosa son obtenidos por extracción con solventes menos polares. 

para extracciones alcohólicas, las partes de las plantas son secadas, molidas y 
entonces son remojadas en etanol o metanol por periodos prolongados. después la 
mezcla es filtrada y lavada, para ser secada bajo condiciones de presión reducida. 
por otro lado, cuando se utiliza agua para las extracciones, las partes de las plantas 
son remojadas en agua destilada, secadas y filtradas. el filtrado puede ser centri-
fugado (aproximadamente a 20 000 g por 30 minutos) varias veces para lograr la 
clarificación. en la tabla 1 se muestran los principales solventes para la extracción 
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de los diversos componentes activos de las plantas, entre ellos algunos compuestos 
presentes en C. papaya (murphy, 1999).

Principales componentes activos de C. papaya

Carotenoides

se ha demostrado que el consumo de carotenoides está ligado a la disminución de 
la incidencia de cáncer. además, representan una fuente de provitamina a, no son 
tóxicos, presentan actividad antioxidante y participan en la desactivación de radi-
cales libres producidos en el metabolismo celular (breithaupt et al., 2001; moreno 
et al., 2003). algunas de las propiedades físicas y químicas más importantes de los 
carotenoides son las siguientes: solubles en lípidos y solventes no polares, se extraen 
fácilmente con solventes no polares, son sensibles a la luz y oxígeno, además su 
degradación se acelera por los radicales libres que se forman en la oxidación lipídica 
(moreno et al., 2003).

Tabla 1. Solventes utilizados para la extracción  
de diversos componentes activos en plantas

Agua Etanol Metanol
Clorofor-

mo
Dicloro-
metanol

Eter Acetona

antocianinas taninos antocianinas terpenoi-
des

terpenoi-
des alcaloides Flavono-

les

almidones polifenoles terpenoides Flavonoi-
des terpenoides

taninos poliacetileno saponinas coumarinas

saponinas Flavonoles taninos Ácidos 
grasos

terpenoides terpenoides Xantoxilenas
polipéptidos esteroles totarol
lectinas alcaloides Quasinoides

propoles lactonas

con base en la investigación de breithaupt y otros autores (2001), en los extrac-
tos no saponificados de 62 frutas y verduras (entre ellas C. papaya), se ha determina-
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do la cantidad de ésteres de carotenoides en plantas. muestras de 20-200 g de pulpa 
de C. papaya fueron trituradas por 1 minuto y los carotenoides fueron extraídos 
agitando las muestras con metanol/etilacetato/éter de petróleo (1:1:1 v/v/v; 25ml). 
los extractos combinados se secaron con 10g de sulfato anhidro de sodio. el resi-
duo se disolvió en metanol/éter/bht (1:1:0.01 v/v/v; 2 ml). después se filtraron 
y la solución fue analizada por hplc. la saponificación de los extractos se realizó 
según el método de breithaupt. la mayor parte de las frutas y verduras investigadas 
mostraron concentraciones de carotenoides de hasta 1.5 mg/100g de la planta. la 
atención especial fue dedicada al éster criptoxantina, para lo cual se purificó a partir 
de la papaya y se utilizó para la síntesis de criptoxantina de laurato, de miristato y de 
palmitato, representando a los ésteres criptoxantinos, que se encuentran en mayor 
proporción en las plantas. de los análisis realizados se obtuvieron 2436 µg de ésteres 
de carotenoides por cada 100g de C. papaya.	La	concentración	de	β-criptoxantina	
libre	y	ésteres	de	β-criptoxantina	estaba	compuesta	de	la	siguiente	manera:	β-crip-
toxantina	de	laurato	(892	±	26	µg/100g),	β-criptoxantina	libre	(143	±	2	µg/100g),	
β-criptoxantina	de	miristato	(103	±	2	µg/100g)	y	β-criptoxantina	de	palmitato	(86	±	
2 µg/100g) (breithaupt et al., 2001). 

por otro lado, moreno y otros autores (2003) llevaron a cabo una investigación para 
evaluar mediante un estudio cinético la pérdida de carotenoides totales liofilizados, 
obtenidos mediante remoción con solventes orgánicos del pericarpio de C. papaya. 
se removieron los pericarpios manualmente de frutos maduros, y se sometieron a un 
proceso de extracción de carotenoides con solventes orgánicos, según procedimiento 
establecido por moreno-Álvarez y otros autores en 1999. la fase no polar, previa 
decantación, se liofilizó y las muestras se almacenaron a 25°c y ph 6.0 en completa 
oscuridad. los extractos concentrados se resuspendieron en 10ml de n-hexano y 
diluidos en el mismo solvente a una relación 1/10ml; la cuantificación del contenido 
de carotenoides totales se efectuó mediante estándar de betacaroteno. con base en 
los resultados obtenidos por moreno y otros autores (2003), la concentración de ca-
rotenoides en el pericarpio de C. papaya fue de 2.29 mg/kg.

en otra investigación, netto y otros autores (2002), proponen una cuantificación 
no destructiva de la concentración de clorofila y nitrógeno utilizando un medidor 
portátil de clorofila (spad-502). hojas de papaya de diferentes edades fueron co-
lectadas y se estableció una relación entre el contenido de clorofila y de extractos de 
carotenoides, así como del contenido de nitrógeno. los resultados muestran que este 
método es seguro para la determinación no destructiva de pigmentos fotosintéticos 
(clorofila y carotenoides), ya que las técnicas basadas en el uso de solventes orgáni-
cos son destructivas. este método puede ser usado indirectamente para la interpreta-
ción del proceso fotoquímico de C. papaya.



110

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios ii

Papaína

la papaína se purifica generalmente por técnicas de separación de proteínas (alternando 
precipitaciones y solubilizaciones) y por técnicas clásicas de cromatografía de afinidad 
(bruneton, 2001). el látex fresco se puede obtener a partir de las hojas o frutos de C. 
papaya, por medio de un corte por donde se segregan las enzimas proteolíticas. en 
diversas investigaciones (o’hara et al., 1995; silva et al., 1997; monti et al., 2000, 
2004), se ha reportado que el látex de C. papaya contiene una mezcla de cistein 
endopeptidasas, como la papaína, quimiopapaínas a y b, endopeptidasa de papaya 
III,	endopeptidasa	de	papaya	IV	y	la	endopeptidasa	Ω.	De	acuerdo	con	Bruneton	
(2001), la quimiopapaína puede constituir un método terapéutico de las hernias dis-
cales, mientras que la papaína se propone en terapéutica digestiva y dietética como 
una enzima de sustitución en casos de insuficiencia gástrica o duodenal. 

o’hara y otros autores (1995) analizaron la estructura cristalizada de la cistein 
endopeptidasa obtenida a partir del látex de C. papaya, el cual fue purificado por 
cromatografía seguido de una inactivación selectiva de otra cistein proteinasa con 
yodo-acetato. el látex es rico en enzimas degradativas, incluyendo las quitinasas, las 
cuales pueden digerir esqueletos de insectos y artrópodos. 

mukherjee y Kiewitt (1996) han evaluado el látex como un biocatalizador en 
la esterificación de varios ácidos grasos con 1-butanol en la presencia de ácido 
mirístico como referencia estándar. el látex fue molido en un mortero hasta obte-
ner un polvo fino. se llevó a cabo una esterificación seguida de una extracción de 
lípidos, para finalizar con un análisis cinético. la papaína obtenida a partir de C. 
papaya ha demostrado tener actividad lipolítica. esto concuerda con lo encontrado 
por gandhi y mukherjee (2000), quienes investigaron la actividad de la lipasa de 
C. papaya (cpl) con respecto a diversos sustratos o sus derivados, enfocándose a la 
aplicación de la cpl como biocatalizador de la transesterificación en la síntesis de 
triacigliceroles.

por otro lado, monti y otros autores (2000) reportan un método para la cristaliza-
ción de papaína a partir de látex de frutos verdes de C. papaya, sin involucrar el uso 
de agentes sulfhídricos. 

Polifenol oxidasa (ppo)

algunas enzimas detectadas en frutos de C. papaya han sido parcialmente caracteri-
zadas como peróxidasas, invertasas y catalasas. pero, la polifenol oxidasa de papaya 
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(ppo) no ha sido muy estudiada. cano y otros autores (1996) caracterizaron la ppo de 
frutos de C. papaya y establecieron las posibles diferencias entre los frutos herma-
froditas y femeninos. Frutos de papaya hermafrodita y femenina fueron almacenados 
a 14°c con una humedad relativa de 90-95% y se eligieron 10 frutos en diversos 
intervalos de almacenamiento: un día (fruto verde), cinco días (verde maduro), 10 
días (maduro) y 15 días (muy maduro). los frutos fueron pelados y cortados en reba-
nadas. se congelaron con nitrógeno líquido y luego fueron liofilizados por 48 horas, 
después fueron almacenados a -24°c hasta su análisis. para la determinación del 
total de sustancias pécticas, se utilizó el método de colorimetría del ácido galactúro-
nico producido por la hidrólisis alcalina de compuestos pécticos. la extracción de la 
enzima fue a partir de 0.5 g del liofilizado, el cual fue homogenizado por 1 minuto 
con 20 ml de solución buffer. después fue centrifugado por 30 minutos a 18 mil g 
a 4°c. la concentración de carotenoides y pectinas encontradas por cano (1996) se 
muestran en la tabla 2. 

Tabla 2. Concentración de carotenoides y pectinas en C. papaya

Componente
Fruto inmaduro Fruto maduro

Hermafrodita Femenino Hermafrodita Femenino

Carotenoides totales 
(g/100g fruto)

8.76 ± 1.02 8.25 ± 0.98 8.84 ± 0.87 10.26 ± 0.76

Pectinas totales (g/100g 
fruto)

0.35 ± 0.07 0.34 ± 0.05 0.42 ± 0.04 0.45 ± 0.06

Tocoferoles

la vitamina e es protectora contra aproximadamente 80 enfermedades, como el 
cáncer, cardiovasculares, daño por radicales libres en la membrana celular y dnA, 
oxidación de lipoproteína de baja densidad, desórdenes en la piel, ojos y otros cons-
tituyentes del cuerpo rico en lípidos. el tocoferol, la forma más común de encontrar 
a la vitamina e en la naturaleza, es biológicamente activo, y se puede transportar y 
mantener en grandes cantidades por los componentes del cuerpo. soon y mohamed 
(2001), determinaron por hplc la concentración de vitamina e presente en 62 plantas 
tropicales comestibles, entre ellas, los brotes de hojas de C. papaya. los brotes de 
hojas de C. papaya fueron lavados, cortados y secados a 40°c y a continuación moli-
dos y suspendidos en 30 ml de agua; se añadieron 21 g de koh disuelto en 100 ml de 
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etanol, así como 0.25 g de ácido ascórbico por cada gramo de la muestra para evitar 
la oxidación. se llevó a cabo la saponificación a 80°c durante 40 minutos, se enfrió 
a temperatura ambiente y se añadieron 300 ml de etanol/agua. se añadió n-hexano/
etil acetato (9:1), se mezcló y se extrajo tres veces en un embudo de separación. las 
fases orgánicas fueron combinadas y lavadas con 100 ml de agua hasta la liberación 
del álcali. se filtraron y evaporaron a sequedad. el residuo fue disuelto en 20 ml de 
n-hexano, secado en atmósfera de nitrógeno y congelado a -20°c. por hplc se deter-
minó	el	contenido	de	α-tocoferol	en	los	brotes	de	hojas	de	C. papaya, encontrándose 
20.78 ± 0.54 mg/100 mg en peso seco.

Flavonoides 

los flavonoides tienen un gran efecto bioquímico y farmacológico, incluyendo an-
tioxidante, antiinflamatorio, antiplaquetas, antitromboticos y antialérgicos. pueden 
inhibir enzimas como la prostaglandina, lipoxigenasa y cicloxigenasa, que están 
muy relacionadas con la generación de tumores. miean y mohamed (2001) realiza-
ron un estudio para determinar el contenido de flavonoides (quercetol, kaenpferol y 
apigenina) en 62 plantas tropicales comestibles, dentro de las cuales se encontraban 
los brotes de hojas de C. papaya. para ello, éstos se lavaron y secaron en un horno a 
40°c;  las muestras fueron molidas y se añadieron 62.5 % de metanol que contenía 
tbhq. por cada 20 ml de metanol se añadieron 6 ml de hcl. la solución de extrac-
ción consistió en hcl 1.2 m en 50 % de metanol. esto fue mezclado y reflujado por 
dos horas a 90°c. se analizó el extracto crudo por medio de hplc utilizando meta-
nol/agua (50:50, v/v) en la fase móvil. la concentración total de flavonoides en los 
brotes de hojas de C. papaya fue de 1 264 mg/kg de peso seco, de los cuales 811 ± 
0.06 mg/kg peso seco, corresponden a quercetol y el resto es de kaenpferol. 

Carpaína

coke y rice (1965) investigaron la configuración de la carpaína. para ello llevaron a 
cabo el aislamiento de este compuesto a partir de las hojas de C. papaya. las hojas 
fueron extraídas continuamente durante cuatro días con una solución de 89 % etanol, 
10 agua y 1% ácido acético. la mezcla fue extraída continuamente con éter para 
remover todo el material ácido insoluble. la solución acuosa fue entonces preparada 
con 160 g de carbonato de potasio y extraída con éter. el extracto fue lavado varias 
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veces con agua y extraído con ácido clorhídrico al 5 por ciento. los extractos ácidos 
acuosos fueron combinados y extraídos con éter. la solución de éter fue combinada, 
secada y concentrada. los sólidos que se cristalizaron y fueron separados por filtra-
ción, arrojando de 4 a 5 g de carpaína por cada 7 kg de hojas secas.

Componentes volátiles

en la tabla 3 se presentan algunos de los principales compuestos volátiles encontra-
dos en C. papaya en diversas investigaciones. por ejemplo, Flath y Forrey (1977) 
desarrollaron un experimento para la obtención de los componentes volátiles en 
fruto de C. papaya, la cual fue cortada en rebanadas delgadas y colocadas en una 
olla apropiada para su concentración, donde fue hervida al vacío y los compuestos 
volátiles fueron retenidos en las trampas, para ser extraídos dos horas después con 
éter. la concentración de ácidos libres en la pulpa de la papaya fue determinada de 
la siguiente manera: pulpa de papaya (2.91 kg) fue picada y colocada en un frasco, 
después de 18 horas a temperatura ambiente, el material fue prensado para extraer 
el látex, el cual fue combinado con éter. esta solución fue lavada con naoh 2n. el 
material básico acuoso fue extraído nuevamente con éter y acidificado con 35 ml de 
hcl 6n. después de la purificación los concentrados fueron analizados por cromato-
grafía de gases con espectrofotometría de masas (gc-ms), y 106 compuestos fueron 
identificados siendo el linalol el componente de mayor concentración seguido de dos 
óxidos de tetrahidrofuranol de linalol. también se incluyen 30 alcoholes, un pequeño 
número de componentes carbonilos, 32 ésteres, pequeñas concentraciones de tres 
acetatos, halogenados de bajo peso molecular (metileno, cloroformo y 1.2-dibro-
moetano), entre otros. sólo cuatro componentes tienen las concentraciones mayores 
al 0.5 % en la mezcla de la muestra.

después, macleod y pieris (1983) identificaron los compuestos volátiles pre-
sentes en C. papaya, con referencia a los productos de glucosinolato. las papayas 
fueron peladas, se removieron las semillas, y la pulpa fue mezclada con agua y ex-
traída con pentano por tres horas en el aparato de likens y nickerson, y las muestras 
se examinaron por cromatografía de gases-espectrofotometría de masas. también se 
analizaron las semillas de papaya en busca de productos de glucosinolato. el compo-
nente más abundante en la papaya fue el metil butanoato (46.7 µg/kg), en contraste 
con el 68 % de linalol obtenido de papaya hawaiana por Flath y Forrey (1977). el 
segundo compuesto más abundante fue el fenilacetonitrilo (17.1 µg/kg), producto de 
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la degradación del benzilglucosinolato. además, macleod y pieris (1983) identifica-
ron 18 compuestos nuevos.

Tabla 3. Compuestos volátiles presentes en C. papaya

Compuestos volátiles de c. papaya
óxido de linanol a Ácido octanoico pentano-2,4-diona metil octanato
óxido de linanol b 2-propanol metilciclohexano etil benzoato

linalol 2-metil-1-propanol 2-metilbutanol metil salicilato
4-terpineol 1-butanol butanodiona butil hexanoato

hexanol 1-pentanol metil butanoato etil octanato
heptanol 3-hexanol tolueno γ-Octanato

benzaldehído α-Terpineno piridina metil geranato
octanol β-Felandreno o-Xileno triacetin
nonanol limoneno estireno butil benzoato
decanol (Z)-β-Ocimeno metil nicotinato 3-metilbutil benzoato

etil acetato (E)-β-Ocimeno metil dodecanoato metil tiocianato
etil butirato γ-Terpineno Ácido hexanoico Fenilacetonitrilo

2-propil-butirato terpinoleno alcohol benzil benzil isotiocianato
metil hexanoato cariofileno benzil butanoato α-Felandreno
γ-Hexalactona pentadecano 2-Feniletanol terpeno

Fuente: Flath y Forrey, 1977; macleod y pieris, 1983; heidlas et al., 1984; schwab et al., 1989; Flath 
et al., 1990.

por otro lado, heidlas y otros autores (1984) determinaron por cromatografía de 
gases-espectrofotometría de masas los terpenos presentes en la pulpa de C. papaya, 
encontrando que el componente de mayor concentración fue el linanol, coincidien-
do con lo reportado por Flath y Forrey (1977). schwab y otros (1989) estudiaron los 
componentes aromáticos del fruto de C. papaya por medio de hidrólisis enzimática, 
identificaron 47 compuestos aromáticos en C. papaya. 

Flath y otros investigadores (1990) examinaron las emisiones volátiles de C. pa-
paya. se utilizó una cámara consistente en un frasco de 12 litros con un cuello alar-
gado, y fue sellado con dos anillos. asimismo, se inyectó aire hacia el frasco pasando 
a través de una columna de carbón activado. se colocó un tubo con una trampa hasta 
el fondo del frasco que estaba conectado a uno de los anillos que lo sellaban. se 
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introdujeron seis papayas, se estableció un flujo de aire de un litro por minutos. des-
pués de dos horas la trampa fue removida. se añadió cicloheptanona y ciclodecanona 
en las trampas para provocar la desorción de los compuestos volátiles. la separación 
de los compuestos se llevó a cabo en columnas cromatográficas, para su identifica-
ción y cuantificación. los compuestos con mayor concentración encontrados fueron 
el linalol, bencil isotiocianato y fenilacetonitrilo. 

muchos de los ésteres en frutas tropicales son fuertes contribuidores de los aromas 
de las mismas. metil y etil ésteres, similares a los encontrados por pino y otros (2002) 
en su investigación sobre la caracterización de compuestos volátiles en guayaba (Psi-
dium friedrichsthalianum) de costa rica, fueron encontrados también en C. papaya.

Obtención de ácidos no volátiles

chan y otros autores (1971) identificaron los ácidos no volátiles presentes en los 
extractos de C. papaya. se preparó un puré de papaya, separando las cáscaras y 
semillas e inactivando las enzimas por calor. para la extracción de ácidos orgánicos, 
un kg de puré fue mezclado con 2 l de metanol, se filtró y se colocó el concentrado 
en un evaporador para remover el metanol. este concentrado entonces fue percola-
do a través de una columna de resina catiónica dowex 50W X4, y después por una 
columna de resina aniónica amberlite ira 400. la columna fue lavada con 1500 ml 
de agua, para remover los azúcares, y luego con 20 ml de metanol, seguidos de 200 
ml de agua. los ácidos fueron eluídos con 100 ml de ácido fórmico 6n, seguido de 
agua, hasta obtener alrededor de 250 ml. después se evaporó por 16 horas para re-
mover el ácido fórmico. el extracto fue analizado por cromatografía de capa fina con 
etanol y por cromatografía de gas-líquido con metanol. los ácidos fueron esterifica-
dos, se añadieron 5 ml de bF3-metanol 14% (v/v) a 2 ml del extracto de papaya en 
metanol y se dejaron reaccionar 16 horas. entre los ácidos obtenidos de C. papaya, a 
partir	de	tres	mezclas	de	solventes	diferentes	están	el	ácido	α-ketoglutarico,	málico,	
cítrico, ascórbico, tartárico, oxálico, glucónico y galacturónico. 

Actividad biológica de los extractos

de acuerdo con murphy (1999), existen dos razones para estar interesado en los ex-
tractos antimicrobianos de las plantas: primero, es muy probable que estos fotoquí-
micos encuentren su objetivo en el arsenal de drogas ya preescritas por los médicos; 
y segundo, el público se ha interesado cada vez más en su uso, ya que una planta y 
sus compuestos están disponibles sin receta médica en tiendas de hierbas medicina-
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les. el uso de extractos de planta, así como otras formas alternativas de tratamientos 
médicos, gozan de gran popularidad en estados unidos, donde se informó que en 
1996 las ventas de medicinas botánicas aumentaron 37% sobre 1995. además, se ha 
reportado que las hojas, semillas, raíz y extractos de la fruta de C. papaya, poseen 
actividad antibacteriana, antiviral y fungicida (lohiya et al., 2000).

Actividad antihepatóxica 

los extractos de etanol de C. papaya han sido evaluados por su actividad antihepa-
tóxica, contra el ccl4, que induce la hepatoxicidad. rajkapoor y otros (2002) evalua-
ron el uso de dichos extractos al medir parámetros bioquímicos, así como cambios 
hispatológicos en el hígado. las frutas fueron cortadas en pedazos pequeños, se-
cadas y molidas. el polvo fue sometido a una extracción con etanol (95 % v/v). el 
etanol fue removido por destilación y el extracto fue suspendido en goma de acacia 
al 5% y utilizado para esta investigación. se utilizaron cuatro grupos de ratas, los 
grupos i y ii, fueron tratados con goma de acacia, mientras que el iii y iv, con etanol y 
extractos acuosos de C. papaya en dosis de 250 mg/kg durante 7 días. al séptimo día 
se suministró ccl4, 30 minutos después de la última dosis de todas las ratas, excepto 
para el grupo i. después de 36 horas, todas las ratas fueron sacrificadas, y la sangre 
fue recolectada, centrifugada y el suero fue separado. se removió el hígado de las 
ratas sacrificadas y se llevaron a cabo estudios hispatológicos. los resultados de esta 
investigación muestran que el etanol y los extractos acuosos de C. papaya poseen 
una buena actividad hepatoprotectora, aunque los mecanismos por los cuales esta 
actividad se lleva a cabo no son totalmente conocidos. 

Actividad antimalaria

praveen y surolia (2001) desarrollaron una investigación en la búsqueda de nuevas 
drogas contra la malaria, utilizando plantas tradicionales curativas de la india. los 
extractos acuosos y orgánicos obtenidos a partir de partes específicas de las plantas 
Swertia chirata, C. papaya y Citrus sinensis fueron probados contra el organismo 
causante de la malaria, Plasmodium falciparum fck 2 in vitro. se utilizaron corteza 
y pulpa de fruta inmadura de C. papaya, las cuales fueron secadas al sol y pulve-
rizadas. el polvo fue mezclado en éter de petróleo, metanol y agua. los solventes 
fueron evaporados hasta la sequedad, y el residuo fue almacenado en frascos a 25-
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30°c hasta su análisis. la corteza cruda de C. papaya mostró la actividad antimalaria 
más alta de todos los extractos utilizados. la extracción del elemento activo de esta 
planta es de gran potencial, ya que crece abundantemente en las zonas tropicales, y 
por lo general la corteza es desechada.

Protección contra enfermedades crónicas

los beneficios específicos que se pueden obtener a partir de frutas y vegetales han 
sido conocidos por siglos y, más recientemente, estudios epidemiológicos han de-
mostrado claramente que los alimentos basados en plantas pueden brindar protec-
ción contra enfermedades crónicas. por ejemplo, la elevación de lipoproteínas de 
baja densidad (ldl) en la sangre, como el colesterol, es un factor de riesgo para la 
aterosclerosis. es por ello que nizar y otros investigadores (2002) llevaron a cabo un 
experimento utilizando extractos de 12 plantas tropicales comestibles, entre ellos, los 
brotes de hojas de C. papaya, para medir su actividad antioxidante, así como la mo-
dulación del receptor de ldl en células hepg2. los brotes de hojas fueron lavados, 
secados, cortados en pedazos pequeños y liofilizados. el material seco fue entonces 
molido y se llevó a cabo una extracción con metanol (10% w/v). la fase orgánica 
fue filtrada, secada al vacío a 40°c y almacenada a -8°c en oscuridad. en general, 
el uso de los extractos de C. papaya y otras plantas tienen un gran potencial como 
nutracéuticos para la prevención de enfermedades cardiovasculares. 

Propiedades anticonceptivas

lohiya y otros autores (2000) reportan que los extractos de C. papaya han mostrado 
una eficiencia anticonceptiva en animales, por ello, los efectos sobre la inmovili-
zación de espermatozoides humanos fueron analizados in vitro. las semillas de C. 
papaya fueron pulverizadas y sometidas a una extracción por el método soxhlet con 
cloroformo a 58°c durante 12x3 horas. después se llevó a cabo una purificación por 
cromatografía utilizando benceno, cloroformo y etilacetato como eluentes. a conti-
nuación, la fracción cromatográfica del benceno fue subfraccionada con metanol y 
etilacetato, y los residuos fueron utilizados para una purificación por cromatografía 
de capa fina (tlc). el extracto, las fracciones y componentes obtenidos por la tlc, 
fueron disueltos en medio biggers Whitten y Whittingham (bww), suplementado 
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como	señala	Lohiya	y	otros	(2000).	Muestras	de	semen	de	250	μL fueron añadidasμL fueron añadidasl fueron añadidas 
a	250	μL de extracto de semilla deμL de extracto de semilla del de extracto de semilla de C. papaya, y fueron precalentados a 37°c. se 
tomaron como aptas para la evaluación in vitro, las muestras de semen con cuentas 
mayores a 50 millones de esperma por mililitro, con morfología normal, motilidad 
rápida, lineal y progresiva, y con viabilidad mayor a 50 por ciento. con base en los 
resultados, la fracción del cloroformo obtenido por cromatografía con benceno y sus 
subfracciones de metanol y etilacetato, así como los componentes aislados por tlc, 
mostraron un efecto de inmovilización in vitro de espermatozoides humanos. un 
posible enfoque útil puede ser la combinación de extractos de C. papaya con otros 
espermicidas, ya que además de la inmovilización instantánea del esperma, contiene 
acción antimicrobial. 

además, lohiya y otros autores (2002) probaron la eficacia anticonceptiva del 
extracto de cloroformo de las semillas de C. papaya utilizado en monos Presbytis 
entelhus entellus dufresne.

por otro lado, verma y chinoy (2001) analizaron el efecto del extracto de semilla 
de C. papaya sobre la cauda del epidídimo en el microambiente de las ratas. el ex-
tracto acuoso crudo de semilla de papaya, administrado oral o intramuscularmente, 
causa una reducción significativa en la cuenta de espermatozoides, en la motilidad 
y fertilidad en ratas. las semillas de C. papaya madura fueron pulverizadas. una 
suspensión acuosa de 5 mg de polvo en 100 ml de agua destilada fue preparada y 
sometida al método soxhlet por una hora, repitiendo esto de tres a cuatro veces más 
para la extracción completa del agua. los filtrados fueron colectados y evaporados 
en baño maría hasta la sequedad. verma y chinoy (2001) concluyeron que el extrac-
to de la semilla de papaya causa un decremento significativo en el contenido total 
de proteínas y ácido sialico del fluido del cauda epidídimo luminar, así como en la 
formación de pellet de espermas. la disminución del contenido total de proteínas 
ocasiona un efecto anticonceptivo debido a que las proteínas contribuyen a la madu-
ración de los espermas. 

en otro experimento de verma y chinoy (2003), se evaluó el efecto del extracto 
acuoso de la semilla de papaya sobre la respuesta contráctil del epidídimo. la ex-
tracción de las semillas siguió el mismo procedimiento que se menciona en la inves-
tigación de verma y chinoy (2001). en este estudio se concluyó que el tratamiento 
con extracto acuoso de las semillas de C. papaya causa una reducción significativa 
de la respuesta contráctil.
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Propiedades antibacterianas 

se ha reportado que las hojas, semillas, raíz y extractos de la fruta de C. papaya, 
poseen actividad antibacteriana, antiviral y fungicida (emeruwa, 1982; rhoades y 
roller, 1999; nwachukwu y umechuruba, 2001; vieira et al., 2001; idowu y sonde, 
2003; ekanem et al., 2004). estos extractos son particularmente sensibles con Can-
dida albicans, virus del mosaico del tabaco y un gran número de bacterias incluyen-
do Salmonella, Staphylococcus y Pseudomonas (lohiya et al., 2000).

emeruwa (1982) realizó una investigación acerca de una sustancia presente en 
extractos de C. papaya, que tiene una actividad antibacterial contra Staphylococ-
cus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Shigella 
flexneri. Frutos maduros e inmaduros de C. papaya fueron separados en epicarpio, 
endocarpio y semillas. después cada parte, incluyendo las hojas, fueron sometidas 
a una extracción con etanol por 24 horas. los extractos se recuperaron por filtra-
ción y centrifugación. el extracto crudo de cada parte fue sometido a una salazón 
con sulfato de amonio y suavemente ajustado al 30% con acetona, se mantuvo en 
reposo por 30 minutos, y después fue filtrado. se analizó la sensibilidad de las espe-
cies bacterianas a los extractos de C. papaya, la determinación de la concentración 
mínima de inhibición del extracto, el efecto de la temperatura y ph en la actividad 
antibacteriana del extracto y otras pruebas. los extractos del epicarpio, endocarpio 
y semillas, tanto del fruto maduro como del inmaduro, generan altos grados de ac-
tividad antibacteriana en contra de s. aureus, B. cereus, E. coli ,Ps. aeruginosa y S. 
flexneri. también se comparó la concentración mínima de inhibición de los extractos 
de C. papaya, con penicilina g y tetraciclina, siendo significativos para la papaya 
como se muestra en la tabla 4.

por otro lado, rhoades y roller (2000) realizaron una investigación para de-
terminar	 si	 el	 quitosán	 (poli-β-1,4-glucosamina),	 así	 como	 los	 hidrolizados	 del	
quitosán, pueden ser utilizados como conservadores en la industria alimenticia. se 
llevó a cabo la degradación del quitosán, siguiendo tres métodos diferentes. uno 
de ellos fue el tratamiento con látex crudo de papaya, el cual fue disuelto en agua 
destilada en concentraciones de 2.0 g/l, y filtrado. cinco gramos por litro de la 
solución de quitosán fueron preparados en 10 mm de solución buffer de ácido acé-
tico-acetato de sodio. se mezclaron las soluciones de látex de papaya y quitosán 
(1:4) y se mantuvo a temperatura ambiente por 20 horas. el quitosán degradado 
fue esterilizado y almacenado a 4°c por no más de 24 horas, antes de analizar la 
actividad antimicrobiana. el quitosán nativo y el degradado por el látex de papaya 
inactivaron la población natural de levaduras presentes en jugo de manzana pas-
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teurizado, hasta el punto de que los microorganismos no se podrían detectar hasta 
dos semanas después. 

Tabla 4. Concentración mínima de inhibición del extracto  
de C. papaya comparado con Penicilina G y Tetraciclina

Bacterias
Concentración mínima de inhibición

Penicilina  
(mg x �0-�/ml)

Tetraciclina  
(mg x �0-�/ml)

Extracto de papaya 
(mg/ml)

S. aureus 0.12 – 0.24 0.2 0.2
B. cereus 0.12 – 0.24 0.2 0.3
E. coli 0.12 – 0.24 0.2 1.5
Ps. aeruginose 0 0 2.5
S. flaxneri 0 0 4.0

en otro trabajo, vieira y otros autores (2001) realizaron un experimento para com-
probar el efecto antimicrobial de extractos de hojas de Psidium guajava y C. papaya, 
y fueron estudiados utilizando Staphylococcus aureus y Escherichia coli, aislados de 
camarones frescos. los extractos de Psidium guajava y C. papaya fueron preparados 
de la siguiente manera: muestras de 30 g de cada hoja joven se secaron por una hora 
en un horno a 120°c, y luego molidas. se utilizaron tres solventes para la preparación 
de los extractos: agua destilada, acetona y etanol en cuatro concentraciones diferen-
tes (20%, 50%, 60% y 80%). cada extracto fue hervido por 15 minutos, filtrado, y 
hervido de nuevo por otros 15 minutos para una mayor uniformidad. la actividad 
antimicrobiana de los extractos de guayaba y papaya en agua, acetona y etanol, fue 
evaluada por dos métodos: difusión radial en agar de dos capas perforadas (rdAp) y 
difusión por disco (dd). en conclusión, en el tratamiento de diarrea causada por E. 
coli o Staphylococcus aureus, los brotes de hojas de guayaba y papaya constituyen 
una opción factible, debido a su acción curativa y la gran facilidad de obtenerlos así 
como su bajo costo. 

ekanem y otros autores (2004) analizaron los efectos del extracto metanólico 
crudo de hojas de Mucuna pruriens y semillas de C. papaya contra el parásito Ichth-
yophthirius multifiliis en condiciones in vivo e in vitro. el ciliado I. multifiliis es el 
parásito más patógeno de los pescados mantenidos en cautiverio, por lo que consti-
tuye un problema sanitario en la acuacultura.

el efecto de los extractos de las plantas fue analizado a 600, 800 y 1 000 mg/lt 
utilizando 10 peces dorados en cada tanque, que contenía 3 lt. de las soluciones. los 
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peces fueron analizados cuidadosamente para observar cualquier signo de aumento 
de la frecuencia de respiración o si presentaban un comportamiento errático. los 
resultados de esta investigación han demostrado que las preparaciones de plantas 
tradicionales medicinales tienen un potencial para el control del I. multifillis durante 
el cultivo de peces.

Propiedades fungicidas

nwachukwu y umechuruba (2001) analizaron la eficiencia de extractos de hojas de 
Ocimum basilicum, Vernonia amygdalina, Cymbopogen citrates, Azadirachta indica 
y C. papaya sobre los principales hongos (Aspergillus Níger, Aspergillus flavus, Botr-
yodiplodia theobromae y Fusarium moniliforme) que crecen en las semillas del frijol 
africano (Sphenostylis stenocarpa). las pruebas in vitro fueron llevadas a cabo para 
determinar los efectos de los extractos de hojas en el crecimiento radial de hongos en 
las semillas del frijol africano. por cada 15 ml de agar dextrosa de papa, 5ml de cada 
extracto acuoso de las plantas fue añadido. el medio con el extracto fue inoculado en 
el centro con 5 mm de disco de inóculo de cada hongo e incubado a 25 ± 2 °c por 14 
días, y después de este periodo, se calculó el porcentaje de inhibición del crecimien-
to del micelio. para las pruebas in vivo, las semillas fueron remojadas por separado 
en el extracto crudo de cada planta durante una hora, mientras que las semillas sin 
tratamiento fueron remojadas en agua destilada. las semillas tratadas y no tratadas 
fueron incubadas a 20 ± 2°c por una semana, y se determinó el crecimiento fúngico 
y el porcentaje de germinación. todos los extractos de hojas fueron efectivos en la re-
ducción de la incidencia de hongos en semillas. este resultado indica que los extractos 
de hojas de C. papaya, así como de las otras plantas, probablemente tienen algunas 
propiedades fungicidas que inhiben el crecimiento de los hongos en las semillas. esto 
coincide con lo indicado por lohiya y otros autores (2000), quienes dicen que puede 
ser debido a que el látex de C. papaya cuenta con una mezcla de terpenoides, alcaloi-
des como la carpaína y ácidos orgánicos que son de actividad general, es decir, actúan 
contra varios tipos de microorganismos como bacterias, hongos y protozooarios. 

Conclusión

una de las ventajas principales que posee la C. papaya es que es un árbol que se 
encuentra disponible en muchos países. se han demostrado en diversos estudios las 
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propiedades medicinales que poseen los extractos de C. papaya como antibacteria-
nas, anticonceptivas, actividad hepatoprotectiva, antimalaria y antifúngica. dichas 
propiedades son gracias a la gran cantidad de compuestos químicos que se encuen-
tran en las semillas, hojas, látex y pulpa de C. papaya, por lo que actualmente se 
considera como una fuente de metabolitos de interés para la industria de alimentos 
y farmacéutica. 
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La introducción de transgénicos de maíz a México:  
¿están completamente considerados  

los riesgos biológicos?
Introduction of Transgenic Corn to Mexico:  

Are the Biological Risks Considered?

Cervantes Martínez, J. E.�*, Mata  Vázquez, H.�; Rangel Torres, E.�;
García Delgado, M. A.�; Bustos Vázquez, G.�

Resumen
la biotecnología y los productos transgénicos recientemente han revolucionado la 
agricultura en los países desarrollados; sin embargo, el éxito de ello en algunos 
países como méxico no está asegurado, ya que representan riesgos biológicos im-
portantes en las zonas de diversidad genética de especies vegetales debido a que 
pueden provocar efectos desconocidos, principalmente en lo que se refiere al maíz, 
considerado como un cultivo básico y tradicional de los mexicanos. las empresas 
transnacionales están tratando de introducir maíz a méxico y argumentan que no 
existe riesgo biológico para los maíces criollos. el presente trabajo tiene como fun-
damento explicar algunos factores importantes que influyen en el flujo genético entre 
maíces criollos en sistemas tradicionales y analizar los riesgos que implican la in-
troducción y uso de los maíces transgénicos. se estudia cómo ocurre el flujo genético 
entre parcelas vecinas de maíz en sistemas tradicionales de acuerdo a resultados de 
investigaciones, así como la acumulación de efectos genéticos en las poblaciones a 
través del tiempo y el cambio que ocurre en su estructura genética. la selección por el 
agricultor y mecanismos en las estructuras reproductivas también definen el grado en 
que ocurre dicho flujo. en análisis conjunto, indica que el flujo genético del maíz está 
presente a gran distancia y a través del tiempo en proporciones considerables, y no 
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es posible por ahora determinar con exactitud los límites para evitarla. por tanto, la 
intención de introducir los maíces transgénicos a méxico para producción comercial 
debe posponerse hasta no disponer de información suficiente acerca de cómo evitar 
el flujo genético y determinar los efectos en los maíces criollos. sin embargo, gran-
des intereses económicos en juego pueden influir fuertemente para que sugerencias 
como las aquí presentes no sean tomadas en cuenta, y la semilla transgénica sea 
sembrada en un corto plazo.

Abstract
biotechnology and transgenic products have been played an important role of 
agriculture successful in developed countries; however, its successful in some de-
veloping countries as mexico is a concern nowdays, because such as products are 
representing biological risks in regions where genetic diversity is important. by trans-
genic, unknown genetic effects could be introduced to crop species, mainly in maize 
because is a basic crop and traditional food for mexican people. international companies 
want introduce transgenic corn into mexico, and they do not take importance about risk 
of gene flow toward landraces. the present has as object to explain some important fac-
tors of gene flow among landraces in traditional systems and to analyze risks involved 
in introduction and use of transgenic maize. in this study is analyzed how gene flow 
occurs among neighbouring corn fields in traditional systems according research re-
sults, and accumulated effects in populations across time and their genetic changes. 
selection by farmers of landraces and mechanisms involved in corn reproductive 
structures also are responsible of gene flow occurrence. global analysis is interpreted 
as gene flow in corn occurs at long distance at higher level, and it is not possible by 
now determinate factors to avoid it. that is why, suggests given by companies to 
use transgenic corn are not appropriate to do it. so, is suggested that introduction of 
transgenic corn to mexico must be postponed until enough information is available 
about gene flow and their risks toward land races; however, economic interest playing 
a important role, can be too important to avoid suggests here presented, and maybe 
transgenic corn seed will be planted in a short term.

Importancia y productividad del maíz

el maíz es un cultivo importante en méxico tanto por el área de siembra culti-
vada, como por el alto consumo per cápita y de sus valores tradicionales. se 
cultivan más de ocho millones de hectáreas con aproximadamente 20 millo-

nes de toneladas de grano. el consumo por persona promedio es de 120 kg/ha. para 
este consumo no es suficiente la producción nacional obtenida, ya que se importan 
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5.5 millones de toneladas anuales para cubrirlo. dicha importación es en su mayor 
parte de estados unidos.

a pesar del alto volumen producido a nivel nacional, éste no es provocado por 
alto rendimiento unitario, pues apenas llega a las 2.5 t/ha. este rendimiento es bajo 
considerando que hay regiones en el país donde se obtienen más de 10 t/ha. el 
uso de variedades improductivas, así como problemas de plagas, enfermedades y 
malezas son, además del poco uso de fertilizantes y en general baja utilización de 
insumos y tecnología de producción, los principales factores que influyen en esos 
resultados.

una solución parcial, pero muy efectiva, lo constituye usar variedades e híbri-
dos altamente productivos. para ejemplificar el potencial de lo anterior, se ha com-
probado que el maíz puede rendir hasta 27 t/ha. esto ocurrió durante 2002 cuando 
el agricultor Francis childs de manchester, iowa, lo obtuvo en 20 acres usando un 
híbrido transgénico, alta fertilización al suelo y foliar, además de alta población de 
plantas (70 mil/ha), sembrando en surcos a 20 pulgadas de amplitud (50.9 cm).

Cultivo y beneficio de los transgénicos

el área cultivada con el total de transgénicos, considerando todas las especies, es de 
52 millones de hectáreas en el mundo, de las cuales, de maíz son el 23% (12 millones 
de hectáreas). la mayor parte del área sembrada con maíz transgénico corresponde 
a resistencia a insectos, principalmente en lo que se refiere a gusanos de la raíz y del 
tallo. estados unidos es el país que más usa transgénicos de maíz, siguiéndole ar-
gentina, canadá y china. con relación a la venta de semilla de maíz transgénico, la 
compañía monsanto es quien más la distribuye (90%), seguida de syngenta, dupont 
(pioneer), bayer crop science y dow.

se ha generado el maíz bt (bt corn), maíz que contiene un químico encontrado 
en una bacteria (B. turingiensis) que es tóxico a insectos, pero no a humanos. tam-
bién hay transgénicos resistentes a heribicidas, los cuales soportan la aplicación de 
dichos químicos, que matan hierbas pero no al maíz con el transgene insertado que 
da la resistencia.

en general los beneficios potenciales humanitarios pueden definirse en la figura 1. 
esto es, los transgénicos que proporcionan resistencia a plagas, herbicidas, enferme-
dades y sequía, mejoran las condiciones del campo proporcionando alimento barato 
y en mayor volumen, teniendo como consecuencia la reducción del hambre y me-
jorando la salud. proporcionan además en otras especies de cultivo, mejor nutrición 
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y vacunas comestibles. el uso reducido de pesticidas en granjas son los efectos am-
bientales positivos esperados.

Figura 1. Beneficios potenciales del uso de transgénicos

Riesgos ambientales y económicos

Éstos se pueden dar por la transferencia de genes a criollos de maíz o variedades tra-
dicionales. por ejemplo, las plantas resistentes a herbicidas podrían cruzarse y crear 
super-malezas. para evitar lo anterior se podrían crear plantas andro-estériles que 
producen polen, y producir transgénicos cuyo polen no contenga genes extraños o 
bien crear zonas o franjas de cultivos de maíz no-transgénicos alrededor de cultivos 
transgénicos, entonces dichas franjas no cosecharlas.

en este tópico hay una competencia desigual, al eliminarse la competencia li-
bre en el mercado de la semilla, ya que los transgénicos están patentados y no 
pueden usarse libremente. con esta tecnología patentada, los productores de maíz 
están forzados a comprar la semilla cada año; sin embargo, algunas compañías 
han reducido su costo o donado semillas de maíz transgénico a naciones pobres en 
desarrollo.
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Riesgos a la salud

las reacciones alérgicas que mucha gente tiene a algunos alimentos es otro aspecto 
importante en las propiedades de los transgénicos, y constituye un factor de riesgo. 
por ejemplo, en el caso de la nuez brasileña, se creó una transgénica de soya con un 
gen insertado de dicha nuez; más tarde se encontró que tal gen codifica para un alér-
gico mayor. como consecuencia de este problema, se abandonó el interés comercial 
en la variedad de soya. esta misma situación puede ocurrir en el maíz que en méxico 
es de consumo directo. por tanto, a los maíces transgénicos (también a los no-trans-
génicos) se les debe practicar pruebas estrictas. las pruebas deben incluir, entre otras 
cosas, respuesta alérgica potencial y comparación de los alimentos versus todos los 
agentes alérgicos conocidos.

Aceptación pública y problemas sociopolíticos

las preguntas más comunes que se hace el público cuando escucha algo de transgé-
nicos son las siguientes: ¿Qué es eso?, ¿qué beneficio obtengo de él?, ¿es seguro?, 
¿tengo la oportunidad de escoger?, ¿es natural?

las respuestas no son muy sencillas de encontrar ni de explicar, pero a grandes 
rasgos se puede sugerir que: “productos y consumidores deben ponerse de acuer-
do y educarse sobre la tecnología de que se trata y también sobre la que desea el 
consumidor”; sin embargo, es el consumidor quien debe decidir. la mayoría de los 
transgénicos de maíz benefician directamente a los productores; pero es de esperarse 
que si se genera un producto no alérgico o vacuna ingerida la reacción del público 
será muy positiva. Quizá entonces, los recursos se deberán utilizar hacia productos 
útiles a los consumidores. 

por otro lado, las pruebas de bioseguridad son ahora estimadas a corto plazo. 
esto significa que no hay información para largo plazo, o bien no se han publicado 
los resultados. asimismo, el etiquetado de productos no se da en la mayoría de los 
casos, sólo en algunos países europeos, y este aspecto (el etiquetado) podría dar a 
los consumidores la oportunidad de decidir si usarlo o no.

la organización Greenpeace ha mencionado aspectos negativos de los transgé-
nicos argumentando que sirven a unos cuantos agroindustriales que cultivan gran-
des superficies con riego y agroquímicos, y que los transgénicos no pueden usarse 
exitosamente en milpas. afirman que con ellos se refuerza el control de la ali-
mentación mundial por parte de unas pocas transnacionales. Quienes los siembran 
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tienen que pagar el costo de las semillas, más las regalías por usar esa tecnología. 
contaminan la agricultura orgánica y generan dependencia de los agricultores ha-
cia unos pocos transnacionales. además, fomentan las patentes de semillas y seres 
vivos.

Contaminación

desde 1996 a 2005, la contaminación ha ocurrido principalmente en maíz, y también 
en forma de liberaciones ilegales y por efectos adversos a la agricultura. la conta-
minación en maíz ha ocurrido por ejemplo en europa (principalmente en españa), 
donde se ha verificado la siembra de maíz transgénico junto al maíz normal, ello 
facilita la contaminación debido a la condición alógama de la especie. además, se ha 
observado cerca de predios recién sembrados, sacos de semillas abandonados, o en 
el borde de canales y acequias de riego, con algunas semillas dentro. por tanto, éste 
también puede ser un factor de descontrol de los transgénicos.

por otra parte y en el caso de la contaminación de maíz criollo en méxico, se 
ha reportado que ésta ya se dio en oaxaca; sin embargo, hay controversia en los 
resultados obtenidos en el análisis genómico de maíces criollos presumiblemente 
contaminados por transgénicos.

Diversidad del maíz

méxico posee una gran diversidad genética en maíz, la cual está representada por 
más de 35 razas diferentes. además, el teosinte, un pariente cercano del maíz, aún 
está presente en muchas regiones productoras. el riesgo es que se pierda esta diver-
sidad con el paso del tiempo al influir fuertemente en el valor selectivo por los genes 
transgénicos. hasta ahora el mantenimiento de la diversidad genética del maíz se 
debe a selección local y al intercambio de semilla.

se han hecho estudios para conocer el grado de flujo genético entre parcelas 
adyacentes de maíz criollo y mejorado, tratando de simular la contaminación que 
podría resultar de los transgénicos hacia los criollos. según la mayoría de los resul-
tados, la contaminación ocurre fuertemente los primeros dos metros (60%), dismi-
nuyendo en forma exponencial hasta llegar a cerca del 1% a los 30 m. este resultado 
se presenta con el viento a favor, ya que en sentido inverso también ocurre pero en 
menor proporción (figura 2). 
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otro aspecto considerado en la contaminación o flujo genético ha sido la prefe-
rencia del polen en las variedades criollas y mejoradas. al realizar polinizaciones 
con mezcla de polen de ambos tipos de maíces y polinizando jilotes de ambos, se ha 
encontrado que las variedades criollas prefieren a su propio polen. Ésta podría ser 
una barrera reproductiva; sin embargo, la polinización por polen extraño de cual-
quier forma ocurre, y es de esperarse que fecunde (cuadro 1).

 la acumulación de flujo genético a través del tiempo se ha detectado al analizar 
genéticamente las variedades criollas antiguas y las recientes, donde el análisis de 
conglomerados muestra como las variedades de maíz criollas antiguas van tomando 
similitud con las recientes, debido al flujo genético entre ellas a través del tiempo 
(figura 3).

La introducción de maíz transgénico a México

hay fuertes presiones económicas que están influyendo para que el maíz transgé-
nico sea introducido y comercializado en méxico. los trasnacionales argumentan 
que contribuirían a solucionar problemas de producción; sin embargo, ello sólo be-
neficiaría a parte del 31% del área de maíz que es empresarial. hasta ahora existe 
moratoria en el uso de transgénicos para uso comercial, pero actualmente se está 
analizando un proyecto maestro para evaluar transgénicos a ciclo abierto. por tanto, 
el ensayo como su producción comercial no se permite por ahora, debido a que no se 
han cuantificado los riesgos que representan.

Figura 2. Contaminación de parcelas de maíz adyacentes
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Figura 3. Acumulación de flujo genético a través del tiempo,  
según análisis de conglomerados de sistemas isoenzimáticos
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Incidencia de hongos micotoxigénicos en maíz cultivado  
y almacenado en el norte de Tamaulipas, México
Incidence of Micotoxigenic Fungi in Cultivated and  

Stored Maize at Northern Tamaulipas, Mexico

Hernández-Delgado, S.�; Reyes-Méndez, C. A.�;  
Reyes-López, M. A.�*; García-Olivares, J. G.�; Mayek-Pérez, N.�

Resumen
el presente trabajo consistió en dos fases. en la primera se efectuaron colectas de grano 
de maíz de junio a septiembre de 2005 (500 a 1 500 g) en bodegas ubicadas en díaz 
ordaz (cuatro), reynosa (tres) y río bravo (tres), tamaulipas. en total, se tomaron 97 
muestras de maíz (54 de maíz amarillo y 43 con grano blanco). diez granos de cada 
una de ellas se desinfectaron y cultivaron en medio papa-dextrosa-agar a 30 ºc por 
tres días en oscuridad. el experimento se repitió dos veces. se registró el número de 
colonias o semillas infectadas con hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus y 
Penicillium. la identidad de cada género se confirmó mediante la observación de la 
morfología de conidias y de micelio, y la ayuda de literatura especializada. la segunda 
fase se realizó en campo y laboratorio. se cultivaron 25 híbridos (14 con grano amarillo 
y 11 con grano blanco) de maíz de diferentes casas comerciales de méxico y estados 
unidos en un diseño experimental de bloques completos al azar con cuatro repeticiones 
en río bravo, tamaulipas, el 30 de agosto de 2005. la cosecha se realizó el 23 de ene-
ro de 2006 formando un compuesto de 200 g del grano de cada unidad experimental. 
la semilla se procesó en laboratorio de modo similar a lo indicado en la primera fase 

1 centro de biotecnología genómica-instituto politécnico nacional. blvd. del maestro s/n esq. 
elías piña, col. narciso mendoza, 88710, reynosa, tam., méxico. 

2 campo experimental río bravo-instituto nacional de investigaciones Forestales, agrícolas y 
pecuarias, km 61 carretera matamoros-reynosa, río bravo, tamps., méxico.
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del trabajo. en el grano de almacén se observó que el maíz amarillo exhibió 50.3% de 
incidencia de Aspergillus, 5.5% de Fusarium y 15.9% de Penicillium (71.7% en total). 
en maíz blanco, la incidencia de Aspergillus fue de 44.6%, 6% de Fusarium y 10.4% 
de Penicillium (61% en total). en campo, los maíces amarillos mostraron mayores inci-
dencias de Aspergillus (3.1%), Fusarium (76.9%) y Penicillium (11.6%) que los maíces 
blancos (2.4, 63.6 y 7.9%, respectivamente). los maíces amarillos dk-697 y dk-1060; 
garst 8222, 8285 y 8288; y golden acres 8112, 8311 y 8460 mostraron mayores inci-
dencias combinadas de hongos micotoxigénicos; mientras que los maíces blancos tigre, 
h-437, h-436 y asgrow 7573 presentaron las menores incidencias. los híbridos de gra-
no blanco uAp-1851, dk-2010 y asgrow 7573 no presentaron incidencia de Aspergilli. 
los resultados indican que entre los hongos potencialmente micotoxigénicos detecta-
dos en maíz blanco o amarillo almacenado en el norte de tamaulipas, Aspergillus (A. 
flavus y A. niger) muestra las mayores incidencias (mayores al 40%), mientras que en 
campo, las mayores incidencias las muestra Fusarium (mayores a 60%).

Abstract
this research work consisted on two phases: in the first maize grain was collected 
from June to september 2005 ((500 to 1500 g) in silos located in díaz ordaz (four), 
reynosa (three) and río bravo (three) counties in tamaulipas. in total, 97 maize 
grain samples were collected (54 of yellow grain and 43 with white grain). ten grains 
per sample were disinfested and cultivated in potato-dextrose-agar medium to 30 ºc 
during three days at darkness. the experiment was repeated twice. the number of 
colonies or seeds infected by fungi from the genera Fusarium, Aspergillus and Peni-
cillium was registered. the identity of each genus was confirmed by the conidia and 
mycelium morphology characterizations and the use of specialized literature. the sec-
ond phase was conducted under field conditions and laboratory. twenty-five maize 
hybrids (14 with yellow grain and 11 with white grain) from different companies of 
méxico and usA were sown (august 30, 2005) in a randomized complete block design 
with tour replications in río bravo, tamaulipas. harvest was conducted at January 
23, 2006 and a composite of 200 g from each experimental unit was performed. seeds 
were analyzed in laboratory as been described in the first phase. in samples from silos, 
yellow maize showed 50.3% of Aspergillus incidence, 5.5% of Fusarium and 15.9% 
of Penicillium (71.7%). in white maize, the incidence of Aspergillus was 44.6%, 6% 
of Fusarium and 10.4% of Penicillium (61%). under field conditions, yellow maize 
showed higher incidences of Aspergillus (3.1%), Fusarium (76.9%) and Penicillium 
(11.6%) than white maize (2.4, 63.6 and 7.9%, respectively). Yellow maize hybrids 
dk-697 and dk-1060; garst 8222, 8285 and 8288 and golden acres 8112, 8311 and 
8460 showed the highest micotoxigenic fungi incidences, while white maize hybrids 
tigre, h-437, h-436 and asgrow 7573 exhibited the lowest incidences. White grain 
hybrids uAp-1851, dk-2010 and asgrow 7573 did not show incidence of Aspergilli. 
results indicate that among the potentially micotoxigenic fungi detected in white or 
yellow maize stored at northern tamaulipas, Aspergillus (A. flavus, A. niger and A. 
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parasiticus) show the highest incidences (higher than 40%), while under field condi-
tions the highest incidences were showed by Fusarium (up 60%).

Introducción

el cultivo del maíz es de importancia capital para méxico, debido a que consti-
tuye, junto con el frijol, la base de la alimentación de millones de mexicanos. 
para el 2004, en el país se sembraron aproximadamente 8.4 millones de hectá-

reas con maíz, con una producción de grano de alrededor de 21.7 millones de tone-
ladas y un rendimiento unitario promedio de 2.6 ton ha-1. en el caso del estado de 
tamaulipas, el maíz se cultivó en poco más de 220 mil hectáreas con una producción 
de alrededor de 710 mil toneladas y rendimientos unitarios promedio de 3.2 ton ha-1 
(siAp, 2006). de acuerdo con el inegi (2005), se consumen anualmente poco más de 20 
millones de toneladas de maíz y, dadas las variaciones en los volúmenes de producción 
del grano en el país, en ocasiones existe la necesidad de importar el grano de otros 
países, principalmente estados unidos. para ello e independientemente del origen del 
grano, nacional o importado, en méxico sólo se cuenta con la norma nom-188-ssA1-
2002 (diario oficial de la Federación, 2002) que regula el contenido de aflatoxinas en 
cereales para el consumo humano y animal. dicha norma cubre arroz, cebada, avena, 
centeno, maíz, sorgo y trigo. sin embargo, dicha norma se refiere al contenido de afla-
toxinas totales, aunque se sabe que no todas las aflatoxinas tienen la misma toxicidad 
y, además, los cereales incluidos en la norma pueden estar contaminados por otras 
micotoxinas igualmente peligrosas como las aflatoxinas. de lo anterior se infiere que 
los cereales están sujetos en méxico a un control parcial en cuanto a micotoxinas se 
refiere y, finalmente, no se conocen los grados de exposición de la población humana 
que consume maíz en su dieta (martínez-Flores y garcía-aguirre, 2003). 

a pesar de que el potencial productivo del maíz es mayor al consignado en las 
estadísticas de producción de méxico, una serie de factores adversos de naturaleza 
biótica (enfermedades, plagas, malezas) y abiótica (sequía, salinidad, altas tempera-
turas) afectan constantemente dicha producción. en el caso del estado de tamaulipas, 
la mayor proporción de la superficie cultivada con maíz bajo condiciones de riego 
se concentra en la región norte, mientras que el resto de la superficie se cultiva en 
condiciones de temporal con sorgo. dicha región se caracteriza por ser de temporal y 
por la incidencia de periodos de sequía y altas temperaturas intermitentes. aunado a lo 
anterior, se registra constantemente la incidencia de plagas insectiles y de hongos fito-
patógenos que principalmente infectan al grano. entre los géneros fúngicos que des-
tacan en maíz se encuentran Aspergillus, Fusarium y Penicillium, mismos que aparte 
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de los efectos nocivos que pudieran ocasionar en el cultivo, tienen efectos nocivos en 
los consumidores del grano. las plagas de la mazorca tales como el gusano cogollero 
(Spodoptera frugiperda) y el gusano elotero (Heliothis zea) incrementan la infesta-
ción por hongos al funcionar como vectores, debido a que causan heridas en las espa-
tas y granos del maíz por donde ingresan dichos hongos (rodríguez del bosque et al., 
1995; rodríguez-del bosque, 1996). los tres géneros sobresalen por la producción 
de micotoxinas: en Aspergillus son comunes las aflatoxinas, destacando en el caso de 
A. flavus las aflatoxinas b1, m1, y g1; en Fusarium son importantes la fumonisina, 
zearalenonas y los tricotecenos, entre otras; mientras que en Penicillium destacan 
patulina, citrina y ocratoxina a. los efectos en el corto y largo plazo después del 
consumo de micotoxinas se traducen en desórdenes fisiológicos, citotóxicos e inmu-
nosupresivos; así como en teratogénesis, mutagénesis y carcinogénesis (albright, 
2001; peraica y dominan, 2001; Fundohan et al., 2003; munkvold, 2003).

este trabajo surge con la necesidad de mejorar el conocimiento sobre la biología 
de los hongos micotoxigénicos en el maíz en tamaulipas, méxico; apoyar en el diseño 
de estrategias de manejo integrado que tiendan a minimizar sus daños directos al cul-
tivo y a los consumidores, entre las que destaca la identificación y aprovechamiento de 
nuevas fuentes de resistencia a la infección por hongos toxigénicos. por ello, los objeti-
vos del presente trabajo fueron: �) determinar la incidencia de hongos potencialmente 
micotoxigénicos en grano de maíz cosechado directamente en campo y almacenado en 
diferentes lugares del norte de tamaulipas, méxico; �) identificar asociaciones entre 
la incidencia de los hongos micotoxigénicos y las condiciones de cultivo (ambiente, 
germoplasma de maíz) o de almacenamiento (ambiente, tipo de grano).

Materiales y métodos

Incidencia de hongos micotoxigénicos en grano de maíz almacenado

se realizaron colectas de grano de maíz de junio a septiembre de 2005, en bodegas ubi-
cadas en díaz ordaz (cuatro), reynosa (tres) y río bravo (tres), tamaulipas. en total, 
se tomaron 97 muestras de maíz (54 de maíz amarillo y 43 con grano blanco), mismas 
que consistieron en 500 a 1 500 g cada una. diez granos de cada muestra se desinfecta-
ron y posteriormente se cultivaron en medio de cultivo papa-dextrosa-agar a 30 ºc du-
rante tres días en oscuridad. el experimento se repitió dos veces. se registró el número 
de colonias o semillas infectadas con hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus y 
Penicillium. la identidad de cada género se confirmó mediante la observación de la 
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morfología de conidias y de micelio, y la ayuda de literatura especializada: Fusarium 
(booth, 1971; nelson et al., 1983 y 1994; chelkowski, 1989); Aspergillus (raper y 
Fennell, 1965; Kilch y pitt, 1988); Penicillium (piff, 1979). la relación de bodegas 
muestreadas y el número de muestras obtenidas se consigna en el cuadro 1.

Incidencia de hongos micotoxigénicos en maíz cultivado en campo

se cultivaron 25 híbridos (14 con grano amarillo y 11 con grano blanco) de maíz de 
diferentes casas comerciales de méxico y estados unidos (cuadro 2) en un diseño 
experimental de bloques completos al azar con cuatro repeticiones en río bravo, 
tamaulipas, a partir del 30 de agosto de 2005. la cosecha se realizó el 23 de enero 
de 2006. formando un compuesto de 200 g del grano de cada unidad experimental. 
la semilla se procesó en laboratorio de modo similar a lo indicado en la primera 
fase del trabajo. adicionalmente, se registraron algunas variables del crecimiento 
(altura de planta y de mazorca, aspecto de planta) y fenológicas (días para floración 
femenina y masculina) (cuadro 2), así como las condiciones climáticas durante el 
desarrollo del experimento (temperaturas máximas y mínimas, precipitación pluvial 
y humedad relativa) (figura 1).

Cuadro 1. Almacenes de maíz muestreados por municipio y porcentajes  
de infección por hongos toxigénicos en el norte de Tamaulipas, 2005

Reynosa Río Bravo Díaz Ordaz

Cantú- 
Noyola

Conagry
Guadalupe-
Benavides

Río Bravo Palomera Merco Grain

A* F P A F P A F P A F P A F P A F P

Maíz amarillo

n=�6 n=�6 n=0 n=0 n=�8 n=4

65 6 14 41 4 11 - - - 70 4 14 37 7 24 70 4 14
Maíz blanco

n=6 n=0 n=9 n=7 n=4 n = 17
43 6 13 - - - 51 8 4 50 2 11 33 5 6.2 43 6 17

* a = Aspergillus sp., F = Fusarium sp., p = Penicillium sp. 
n = tamaño de muestra por almacén.
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Cuadro 2. Híbridos de maíz cultivados en Río Bravo durante 2005

Híbrido Color de 
grano

Tipo de grano Días para floración

Masculina Femenina

dk-697 amarillo dentado 54 56
dk-1060 “ semi-cristalino 56 57

garst 8222 1t “ dentado 57 58
garst 8285 “ dentado-harinoso 59 60
garst 8288 “ “ 54 54

asgrow 7573Y “ semi-dentado 57 58
n 83-n5 “ “ 59 60

golden acres 8112 “ dentado-harinoso 59 61
golden acres 8311 “ “ 58 58
golden acres 8460 “ “ 59 63

p-31r88 “ semi-dentado 55 57
p-31g98 “ dentado 58 60

e-179 “ - 59 61
e-182 “ - 53 54

dj 2060 blanco - 57 58
tigre “ dentado 54 55
puma “ “ 55 57
h-439 “ semi-cristalino 58 59
h-437 “ semi-dentado 56 58

asgrow 7573W “ dentado 58 59
dk 2010 “ “ 57 59
h-436 “ semi-cristalino 65 67

pioneer 3025 “ dentado 55 56
uAp-1790 “ “ 55 56
uAp-1851 “ “ 59 62
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Análisis estadístico

a partir de los datos de incidencia de hongos micotoxigénicos en grano almacenado 
se calcularon los porcentajes de infección, de acuerdo con el origen del material 
(bodega) y el tipo de grano (blanco o amarillo). en el caso de los datos de campo, 
los porcentajes de infección por cada género se normalizaron con la transformación 
arcoseno raíz del porcentaje y, posteriormente, se sometieron al análisis de varianza 
donde la fuente de variación fue el híbrido de maíz y las repeticiones. en los casos 
en que dicho análisis detectó diferencias significativas, las medias se separaron con 
el valor de tukey (p=0.05). Finalmente, se realizó un análisis de correlación simple 
de pearson entre los porcentajes de infección por hongos en la semilla en el germo-
plasma sembrado en campo y algunas características fenológicas y del crecimiento 
(martínez-garza, 1988). el análisis estadístico se realizó en el programa sAs versión 
6.12 para Windows (sAs institute, cary, carolina del norte, estados unidos).

Fenología: F = Floración, llg = llenado de grano, mF = madurez fisiológica 
meses del año: s = septiembre, o = octubre, n = noviembre, d = diciembre

Figura 1. Condiciones climáticas de campo durante el desarrollo  
de 25 híbridos de maíz en Río Bravo, Tamaulipas en 2005 
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Resultados

en el grano de almacén se observó que el maíz amarillo exhibió 50.3 % de incidencia 
de Aspergillus, 5.5 % de Fusarium y 15.9 % de Penicillium (71.7 % en total). en 
maíz blanco, la incidencia de Aspergillus fue de 44.6 %, 6 % de Fusarium y 10.4 % 
de Penicillium (61 % en total) (cuadro 1). el análisis de varianza de los porcentajes 
de infección por cada género de hongos y porcentaje total de infección detectó di-
ferencias significativas entre híbridos para los casos de infección por Fusarium, por 
Penicillium y total (cuadro 3). en campo, los maíces amarillos mostraron mayores 
incidencias de Aspergillus (3.1 %), Fusarium (76.9 %) y Penicillium (11.6 %) que 
los maíces blancos (2.4, 63.6 y 7.9 %, respectivamente). los maíces amarillos dk-
697 y dk-1060; garst 8 222, 8 285 y 8 288; y golden acres 8 112, 8 311 y 8 460 
mostraron mayores incidencias combinadas de hongos micotoxigénicos; mientras 
que los maíces blancos tigre, h-437, h-436 y asgrow 7 573 presentaron las meno-
res incidencias. los híbridos de grano blanco uAp-1851, dk-2010 y asgrow 7573 no 
presentaron incidencia de Aspergilli. los resultados indican que entre los hongos po-
tencialmente micotoxigénicos detectados en maíz blanco o amarillo, almacenado en 
el norte de tamaulipas, Aspergillus (A. flavus, A. niger y A. parasiticus) muestra las 
mayores incidencias (mayores al 40%), mientras que en campo, las mayores inciden-
cias las muestra Fusarium (mayores a 60%) (cuadro 4). el análisis de correlación no 
encontró asociación positiva significativa entre los valores de incidencia de hongos 
y las características del crecimiento y/o fenológicas registradas en campo, aunque se 
observó una relación negativa no significativa (p=0.05) entre ciclo biológico (días a 
floración masculina y femenina) con la incidencia de hongos potencialmente toxigé-
nicos de los tres géneros (datos no incluidos).

Cuadro 3. Cuadrados medios del análisis de variación de los porcentajes  
de infección por hongos toxigénicos en semillas de 25 híbridos  

de maíz cultivados en Río Bravo, Tamaulipas, durante 2005

Género Híbridos (�4 g.l.) Error (7� g.l.)
Coeficiente de
variación (%)

Aspergillus 42.4 ns 47.9 102.7
Fusarium 350.4 ** 124.9 18.7
Penicillium 307.1 ** 80.8 58.7
total 59.7 ** 16.9 15.1
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Cuadro 4. Porcentajes de infección por hongos toxigénicos en grano  
de 25 híbridos de maíz cultivados en Río Bravo durante 2005

Híbrido Aspergillus Fusarium Penicillium Total

dk-697 2.5 86.2 1.2 89.9
dk-1060 5.0 53.7 27.5 86.2

garst 8222 1t 1.2 80.0 28.7 100
garst 8285 1.2 83.7 22.5 100
garst 8288 7.5 81.2 5.0 93.7

asgrow 7573Y 2.5 52.5 8.7 63.7
n 83-n5 2.5 85.0 0 85.0

golden acres 8112 2.5 73.7 2.5 78.7
golden acres 8311 5.0 80.0 10.0 95.0
golden acres 8460 3.7 86.2 2.5 92.4

p-31r88 1.2 80.0 21.2 100
p-31g98 2.5 80.0 2.5 85.0

e-179 3.7 76.2 7.5 87.4
e-182 2.5 78.7 22.5 100

dj 2060 7.5 46.2 12.5 66.2
tigre 1.2 50.0 2.5 53.7
puma 2.5 56.2 5.0 63.7
h-439 3.7 62.5 3.7 69.9
h-437 3.7 48.7 16.2 68.6

asgrow 7573W 0 58.7 6.2 64.9
dk 2010 0 78.7 7.5 86.2
h-436 2.5 50.0 12.5 65.0

pioneer 3025 1.2 71.2 15.0 87.4
uAp-1790 3.7 87.5 1.2 92.4
uAp-1851 0 90.0 5.0 95.0

dmsh (p = 0.05) 2.9 7.4 4.8 2.2
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Discusión

en este trabajo se observó mayor incidencia de hongos toxigénicos en maíz blanco 
almacenado, mientras que en campo se observó un comportamiento inverso. en al-
macén, la incidencia de Aspergilli fue mayor, mientras que en el campo la misma fue 
significativamente baja. a pesar de esto, el manejo durante la cosecha, transporte y 
almacenaje generalmente redunda en el incremento de las infecciones en el grano. 
una cosecha inoportuna y utilizando cosechadoras mal calibradas que generan daño 
mecánico al grano, así como una deficiente desecación del mismo antes del alma-
cenamiento, promueven el incremento de Aspergilli y de Penicillium en el grano de 
maíz (munkvold, 2003). posterior a lo antes expuesto, el manejo inadecuado de las 
temperaturas en el almacén también es un factor promotor de infecciones por hon-
gos micotoxigénicos. munkvold (2003) indicó que las temperaturas óptimas para 
almacenar granos no deben exceder preferentemente los 20 °c. en los almacenes 
donde se tomaron muestras de grano de maíz para este trabajo y de acuerdo con lo 
reportado por los encargados de los mismos, las temperaturas medias oscilan entre 
los 24 y los 28 °c diariamente, de modo que son más calientes y favorables para el 
desarrollo de hongos potencialmente micotoxigénicos. a pesar de que las altas in-
cidencias de hongos micotoxigénicos no necesariamente indican de manera directa 
una alta producción de micotoxinas, es notable el hecho de que el efecto potencial de 
estas últimas es acumulativo en los sistemas biológicos expuestos o consumidores 
del grano contaminado. por ello, las instituciones involucradas en la sanidad de los 
alimentos deben implementar y/o mantener las medidas necesarias para promover y 
mantener la inocuidad del grano de maíz producido en el norte de tamaulipas. tal 
como martínez-Flores y garcía-aguirre (2003), robinson-Fuentes y otros autores 
(2005) lo indicaron, y nuestros resultados lo confirman, es importante mantener el 
muestreo constante para la cuantificación de la incidencia de hongos micotoxigéni-
cos y sus micotoxinas en los almacenes e inclusive en el mismo campo de cultivo 
y en el grano recién cosechado, de modo que paulatinamente se reduzca el riesgo 
sanitario que representa el consumo de maíz contaminado, principalmente en el caso 
de estratos poblacionales económicamente menos favorecidos donde el consumo de 
maíz es de importancia básica.

mientras que en grano almacenado el género predominante fue Aspergillus (A. fla-
vus, A. niger y A. parasiticus), en maíz cultivado en campo en río bravo, tamaulipas, 
la incidencia de Fusarium fue significativamente mayor. la incidencia de Fusarium 
observada en campo en este trabajo (76%) fue mayor al reportado por Kedera y otros 
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(1999) en maíz cultivado en Kenia (47%); bucio-villalobos y otros (2001) en gua-
najuato, méxico (35%) y bucio-villalobos y otros (2005) (31%) también en diversas 
localidades de guanajuato, méxico, aunque menores a las incidencias reportadas en 
maíz cultivado en nepal (desjardins et al., 2000), donde se reportaron incidencias 
mayores a 95 por ciento. de manera similar, los porcentajes de infección por Asper-
gilli potencialmente toxigénicos en grano almacenado son similares a los reportados 
por martínez-Flores y garcía-aguirre (2003) en un estudio realizado también en 
el norte de tamaulipas, donde particularmente destacó dicho género por sus altas 
incidencias de hongos toxigénicos y la presencia de aflatoxinas en el maíz amari-
llo importado principalmente de estados unidos. en tres localidades de brasil se 
observaron incidencias parecidas a las aquí consignadas en cuanto a hongos mico-
toxigénicos en tres híbridos de maíz: 77% de Fusarium; 15% de Aspergillus y 47% 
de Penicillium (almeida et al., 2000). la relación inversa encontrada entre las inci-
dencias de Aspergilli y Fusarium en grano de campo y grano almacenado observa es-
trecha relación con las condiciones ambientales favorables para el desarrollo de ambos 
géneros en este estudio. shelby y otros (1994) sugirieron que el clima seco justo antes 
del inicio del periodo de polinización es un factor importante para promover la mayor 
incidencia de Fusarium y la consiguiente producción de sus toxinas. por su parte, 
Widstrom (1990) y shephard (1996) indicaron que la mayor incidencia de Fusarium 
y la producción de toxinas se relacionan con climas secos y calientes. en campo, el 
periodo de floración del germoplasma del maíz evaluado en río bravo coincidió con 
un periodo de alrededor de 15 a 20 días con prácticamente nula precipitación pluvial, 
humedad relativa mayor al 60 % y temperaturas medias máximas superiores a 28 ºc 
(figura 1). aunque estas condiciones climáticas también son apropiadas para la infec-
ción exitosa del grano de maíz en campo por Aspergilli (payne, 1987; sauer, 1987; 
bucio-villalobos et al., 2001), posiblemente la infección del género fue menor debido 
a las menores incidencias de propágulos vegetativos en el ambiente de la localidad 
de prueba en comparación con las mostradas por Fusarium (bucio-villalobos et al., 
2001).

en campo se detectaron algunos híbridos con grano blanco que presentaron redu-
cidas incidencias de hongos micotoxigénicos (tigre, h-437, h-436 y asgrow 7 573) 
e incluso se observaron algunos híbridos que no mostraron infección por Aspergilli 
(uAp-1 851, dk-2 010 y asgrow 7 573) (cuadro 4). bucio-villalobos y otros (2001) 
y munkvold (2003) señalaron que los altos niveles de resistencia a hongos toxi-
génicos son difíciles de alcanzar debido principalmente a la inconsistencia de los 
resultados por efectos ambientales; técnicas de inoculación artificial deficientes; 
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ausencia de genes mayores y el alto costo de las evaluaciones en campo, especial-
mente de los niveles de micotoxinas en el grano. a la fecha se han detectado algunas 
fuentes de resistencia a A. flavus tales como tex6, gt-mas:gk, oh516, lb31 y 
mi82 (campbell y White, 1995; hamblin y White, 2000; Walker y White, 2001). 
sin embargo, se ha tenido poco éxito en la utilización y aprovechamiento de dichas 
fuentes de resistencia debido a problemas de adaptación y dificultades para incor-
porar la resistencia poligénica a germoplasma elite (munkvold, 2003). también, en 
el caso de la infección por Fusarium se han identificado fuentes de resistencia en 
maíz y se ha determinado la naturaleza poligénica de dicha resistencia, aunque ésta 
última ha sido difícil de incorporarse en híbridos elite de maíz (King y scott, 1981; 
holley et al., 1989; headrick y pataky, 1991). los esfuerzos actuales en Fusarium 
se concentran en el mapeo de loci de caracteres cuantitativos (qtl) y la selección 
asistida por marcadores moleculares, aunque la varianza fenotípica explicada no sea 
mayor al 45 % (pérez-brito et al., 2001). entonces, el uso y aprovechamiento de los 
híbrido destacados en este trabajo requerirá de evaluaciones tanto en condiciones 
de campo como controladas para ratificar su posible resistencia a la infección por 
hongos toxigénicos. posteriormente, otros estudios serán necesarios para el mejor 
aprovechamiento de la resistencia. por ejemplo, se ha observado asociación entre la 
resistencia a hongos toxigénicos y al estrés ambiental por sequía (munkvold, 2003); 
los híbridos resistentes muestran pericarpio de la semilla más grueso que los sus-
ceptibles, dicho pericarpio funciona como barrera a la infección (hoenisch y davis, 
1994). los híbridos con espatas de la mazorca más cerradas tienden a ser tolerantes 
a la infección por Fusarium en california, estados unidos (Warfield y davis, 1998). 
inclusive, los híbridos que no mantienen erguidas las mazorcas al alcanzar la madu-
rez fisiológica muestran menores incidencias por Fusarium (munkvold, 2003). sin 
embargo, en ausencia de resistencia genética o marcadores genéticos de la misma, 
mucha de la selección para la obtención de bajos niveles de infección por hongos y 
sus toxinas es el resultado de la selección de características de mazorca y grano que 
reducen indirecta o físicamente la invasión de los hongos, más que a través de una 
reacción de resistencia específica a los patógenos. todo lo anterior llevó a duvick 
(2001) a plantear la producción de organismos genéticamente modificados (ogm) 
con resistencia a los hongos toxigénicos y/o a sus toxinas, ya sea reduciendo la in-
fección del patógeno; insertando genes capaces de degradar las toxinas o bien, redu-
ciendo la acumulación de toxinas al interrumpir su ruta de biosíntesis. estrategias de 
mejoramiento genético del maíz que integren una o varias de las características antes 
descritas, seguramente tendrán éxito en la obtención de germoplasma con resistencia 
aceptable y consistente a hongos micotoxigénicos.
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Conclusiones

1) los hongos potencialmente toxigénicos detectados en maíz blanco o amarillo del 
género Aspergillus (A. flavus, A. niger y A. parasiticus) muestran las mayores inciden-
cias (superiores al 40%) en grano almacenado en el norte de tamaulipas, mientras que 
en campo, las mayores incidencias las muestra Fusarium (mayores a 60 por ciento).

2) los híbridos de maíz amarillo dk-697, dk-1060, garst 8222, garst 8 285, garst 
8 288 y golden acres 8 112, 8 311 y 8 460 mostraron las mayores incidencias combi-
nadas de hongos toxigénicos; mientras que los maíces blancos tigre, h-437, h-436 
y asgrow 7 573 presentaron las menores incidencias. los híbridos de grano blanco 
uAp-1851, dk-2010 y asgrow 7 573 no presentaron incidencia de Aspergilli. dicho 
germoplasma deberá evaluarse para ratificar su posible tolerancia a la infección de 
hongos en la mazorca.
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of Sorghum Straw with Calcium Carbonate  
and Ammonium Hydroxide for the Xylitol Production
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Resumen
en los últimos años se han realizado muchos estudios sobre el aprovechamiento de ma-
teriales alternativos como materia prima para la síntesis de productos biotecnológicos. 
en el área de los recursos naturales destacan los materiales lignocelulósicos de origen 
vegetal. entre los procesos alternativos para su aprovechamiento podemos citar la ob-
tención de disoluciones de azúcares y su posterior transformación biotecnológica a 
una gran variedad de productos de alto valor añadido, tales como xilitol, ácido láctico, 
astaxantina, etc. el objetivo de este trabajo fue estudiar las condiciones de neutraliza-
ción de los licores de paja de sorgo con carbonato de calcio e hidróxido de amonio con 
el propósito de aumentar el rendimiento del proceso. al concentrar los hidrolizados de 
paja de sorgo aumenta la concentración de azúcares y del ácido presente, por lo que es 
necesario llevar a cabo una etapa de neutralización. se tomó una alícuota de 25 ml de 
hidrolizado concentrado, el ph inicial del hidrolizado fue de 0.28. se adicionó carbo-
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universidad autónoma de tamaulipas, calle 16 y lago de chapala, s/n. col. aztlán. reynosa, tam., 
méxico, 88740. 
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nato de calcio (de 0 a 10 g) y se agitó para llevarse acabo la reacción y formar sulfato 
cálcico para después eliminarlo por medio de una bomba de vacío. en esta neutraliza-
ción se midió el ph y después se tomó otra alícuota de 5 ml del hidrolizado tratado 
con carbonato de calcio y se llevó a un ph de 5, 6 o 7 con hidróxido de amonio 5 m. 
al agregar el carbonato de calcio se observó un aumento del ph (0.28 ± 0.16 - 6.08 ± 
0.19) y con la adición progresiva de caco3 se mostró una disminución del volumen 
de hidrolizado (25.0 ± 0.0 - 5.75 ± 1.50 ml). para ajustar el ph a 6 fueron necesarios 
11.95 ± 0.37 ml de hidróxido de amonio, mientras que para el ph 7 se adicionaron 
12.18 ± 0.32 ml. los resultados obtenidos sugieren que es factible neutralizar el hidro-
lizado con carbonato de calcio e hidróxido de amonio para eliminar el ácido y utilizar 
el hidrolizado como medio de fermentación para la producción de aditivos.

Abstract
in the last years many studies has been carried out about the use of new materials 
as raw material for the synthesis of biotechnological products. in the area of envi-
ronmental resources the lignocellulosic materials are the main studied. among the 
alternative processes, the production of sugar solutions and their further biotransfor-
mation in great variety of products such as xylitol, lactic acid, or astaxanthin can be 
cited. the objective of this work was the study of the neutralization conditions of the 
hydrolysates of sorghum straw with calcium carbonate and ammonium hydroxide to 
increase the yield of this stage. a sample of 25 ml of concentrated hydrolysate was 
obtained; the initial ph of hydrolysate was 0.28. calcium carbonate was added (from 
0 to 10 g) with agitation to react and form calcium sulphate and then remove it by 
vacuum. during the neutralization the ph was measured, then a sample of 5 ml of 
the hydrolysate treated with calcium carbonate was obtained and adjusted to ph 5, 
6 or 7 with ammonium hydroxide 5 m. When the calcium carbonate was added, an 
increase in ph was observed (0.28 ± 0.16 - 6.08 ± 0.19). the progressive addition of 
caco3 gave a decrease in the volume of the hydrolysate obtained (25.0 ± 0.0 - 5.75 
± 1.50 ml). to adjust the ph to 6, 11.95 ± 0.37 ml of ammonium hydroxide was 
needed while to adjust to ph 7, 12.18 ± 0.32 ml were added. the results obtained 
suggested that it is feasible to neutralize the hydrolyzates with calcium carbonate and 
ammonium hydroxide to neutralize the acid of the hydrolysis and use the hydrolizates 
as fermentative media for food additive production.

Introducción

en los últimos años se han llevado a cabo estudios para la búsqueda y el apro-
vechamiento de materiales alternativos, como materia prima en la síntesis 
de productos. entre estas materia primas destacan el carbón y los recursos 
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naturales. en el campo de los recursos naturales, destacan los materiales lignocelu-
lósicos, de origen vegetal. 

sobre la base de procedencia de los mismos se puede distinguir entre:

 • Materiales de origen forestal. el grupo más importante, que constituye un 
70% de la masa total de los materiales lignocelulósicos.

 • Materiales de origen agrícola. como los residuos de cosechas, paja, resto de 
podas, etc.

 • Materiales de origen urbano. entre los que cabe destacar residuos como papel 
de prensa o embalajes de cartón, así como hojas o el césped cortado de par-
ques y jardines. 

 • Materiales de origen industrial. principalmente residuos de procesos relacio-
nados con la industria maderera (astillas, corteza, etc.) o los generados por las 
industrias alimentarias.

entre las ventajas que presentan los materiales lignocelulósicos como materias 
primas para transformación industrial se han citado: enorme abundancia, amplia dis-
tribución geográfica, carácter renovable, fácil accesibilidad, en muchos casos, inde-
pendientes de factores estacionales, su bajo coste por unidad de masa.

 a estos factores habría que añadir que los procesos que utilizan residuos como 
materia prima presentan beneficios en una doble vertiente: además de la comercia-
lización de los productos finales, se obtiene la ganancia ecológica derivada de la 
desaparición del propio residuo que se ha procesado.

el interés de la utilización de estos materiales se basa en el deseo de aprovechar 
de forma racional las fuentes de materias primas naturales y renovables para ob-
tener una amplia gama de productos adaptados a las exigencias del mercado. un 
uso eficiente de los constituyentes de estos materiales es la limitación del impacto 
ambiental y la economía del proceso, factores clave en la búsqueda de métodos 
alternativos.

actualmente, la única aplicación industrial de los materiales lignocelulósicos es 
la fabricación de pasta de papel. entre los procesos alternativos para su aprovecha-
miento destacan los basados en la obtención de disoluciones de azúcares y su pos-
terior transformación biotecnológica a una gran variedad de productos de alto valor 
añadido, que van desde moléculas sencillas (como xilitol, ácido láctico, etanol, etc.) 
a otras complejas (aromas o colorantes alimentarios) (bustos, 2001). 

en méxico, en 1998, el sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) ocupa el tercer lugar 
en superficie de siembra, después del maíz (Zeamays L.) y frijol (phaseolus vulgaris 
L.), y segundo lugar en cuanto a la producción en grano. actualmente el área de 
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siembra del cultivo es de 1 252 millones de hectáreas con una producción anual de 
4 023 millones de toneladas. tamaulipas, guanajuato, Jalisco, michoacán y sinaloa 
son los estados productores de grano de sorgo más sobresalientes del país (Kondo y 
cols., 1998). el cultivo del sorgo es uno de los más importantes en méxico, ocupa 
el tercer lugar después del maíz y el frijol. en 1999 se sembraron cerca de los dos 
millones de hectáreas. los estados con mayor superficie de siembra son tamaulipas, 
con más de un millón de hectáreas; sinaloa, con más de 200 mil hectáreas y el bajío 
(guanajuato, michoacán y Jalisco), con cerca de 500 mil hectáreas (Zavala y cols., 
2002). desde el año 2003, méxico ocupa el primer lugar mundial en producción de 
sorgo con 11 millones de toneladas al año. asimismo, méxico ha alcanzado el récord 
mundial en rendimiento de sorgo hasta 17 toneladas por hectárea (usabiaga, 2004).

cuando se desea utilizar residuos agroindustriales para la producción biotecno-
lógica de diferentes aditivos alimentarios, es necesario llevar a cabo una serie de 
etapas de fraccionamiento que varían en función del producto de interés. la mayo-
ría de los residuos agroindustriales presentan una naturaleza lignocelulósica, cuyo 
fraccionamiento está condicionado por el hecho de que la celulosa, las hemicelulo-
sas y la lignina son de naturaleza polimérica con un alto grado de entrecruzamiento, 
existiendo entre ellas uniones físicas y químicas; de tal modo que los procedimientos 
clásicos de fraccionamiento (cristalización, precipitación, extracción) no son satisfac-
torios para su separación individual, ya que el aislamiento de uno de los polímeros 
implica la degradación de la estructura de los otros (patel y cols., 1992; hofvendalh 
y hahn-hägerdal,1999). 

la composición lignocelulósica de la paja de sorgo es en peso seco: celulosa 
35.09 ± 0.76 %; hemicelulosa 23.96 ± 0.70% (del cual xilano es el 19.16 ± 0.56 
%); lignina de Klason 25.41 ± 0.60%. (téllez-luis et al., 2002a, b). la fracción de 
hemicelulosa se puede separar fácilmente por medio de una hidrólisis ácida donde se 
obtienen azúcares fermentables, principalmente xilosa, que se puede utilizar como 
medio de fermentación para producir xilitol (canilha et al., 2003).

al utilizar un microorganismo u otro depende básicamente del producto que se 
quiera obtener, así como de las condiciones de operación que se pretendan emplear. 
en general, para la producción biotecnológica de ácido láctico se emplean bacterias 
por ser éstas más rápidas que los hongos, mientras que para la producción de xilitol 
se utilizan levaduras, ya que las bacterias por lo general no tienen la capacidad de 
fermentar los azúcares a xilitol. de acuerdo al origen, los compuestos inhibidores 
se dividen en tres grupos importantes: ácidos débiles, derivados del furano y com-
puestos fenólicos; estos compuestos limitan la utilización eficiente de los hidro-
lizados para la fermentación de etanol durante la fermentación. la fermentación 



159

evAluAción de lA neutrAlizAción de hidrolizAdos de pAjA de sorgo

puede ser mejorada desarrollando métodos específicos de desintoxicación, elegir 
un microorganismo adaptado u optimizar la estrategia de fermentación (palmqvist 
y cols., 1999). 

el xilitol tiene muchas ventajas como aditivo, no participa en la reacción de 
maillard por lo que no confiere color durante el almacenamiento, es poco meta-
bolizado por lo que no contribuye a la obesidad y la incorporación de xilitol a las 
fórmulas aporta un sabor refrescante parecido al de mentol (olinger y cols., 2001; 
parajó y cols., 1998).

Materiales y métodos

Preparación de hidrolizado de paja de sorgo

la paja de sorgo fue molida, tamizada y seleccionada con un tamaño de partícula 
menor a 0.5 milímetros. se determinó el contenido de humedad para la preparación 
de los hidrolizados con el fin de ajustar la cantidad de agua en que se adicionaron 
para la preparación de los hidrolizados. se sometió a una hidrólisis ácida con ácido 
sulfúrico en una concentración de 2%, temperatura de autoclave de 122° c y tiempo 
de una hora. la relación sólido/líquido fue de 1/10. después se filtró para obtener 
un líquido conteniendo principalmente xilosa, manosa, galactosa, glucosa, así como 
ácido acético y furfural (téllez, 2001).

Neutralización con carbonato de calcio e hidróxido de amonio 

los hidrolizados de paja de sorgo se prepararon de acuerdo a las condiciones cita-
das en la literatura por téllez (2001). una vez obtenido el hidrolizado concentrado 
fue necesario neutralizarlo, para lo cual se tomó una alícuota de 25 ml de hidroli-
zado, se midió el ph inicial y se agregó a cada alícuota una cantidad de carbonato 
de calcio (de 0 a 10 g), se agitó y el sulfato de calcio formado durante la reacción 
fue eliminado por filtración al vacío. en esta neutralización previa se midió el ph y 
después se tomó otra alícuota de 5 ml para titularse con hidróxido de amonio 5m 
y elevar el ph hasta valores de 5, 6 o 7. se registraron la cantidad de hidróxido de 
amonio utilizado, el volumen de hidrolizado, el ph, la concentración de azúcares 
finales.
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Determinación de monosacáridos, ácidos orgánicos  
y etanol por hplC

se analizó la composición de los licores de paja de sorgo por cromatografía líquida 
de alta resolución (hplc, hewlett packard serie 1100) con una columna de inter-
cambio iónico para separación de polisacáridos y ácidos orgánicos (transgenomic 
icsepice-ion-300) y detector de índice de refracción. el eluyente utilizado fue ácido 
sulfúrico 0.005 n (0.145 ml/l) con un flujo de 0.4 ml/min; la temperatura de la 
columna fue de 45º c y el volumen de inyección fue de 10 µl. los resultados se 
compararon contra un estándar de azúcares comerciales de concentración conocida 
(1 g/l). 

Resultados

al concentrarse los hidrolizados de paja de sorgo también se concentra la cantidad 
de azúcares y el ácido que se encuentra presente. al mismo tiempo, al momento de 
neutralizar el licor con la sal de carbonato de calcio fue necesario utilizar mayor 
cantidad de sal para alcanzar un ph de 5-6. al agregar más carbonato de calcio se 
observó una pérdida significativa de licor que queda embebido en el sulfato de calcio 
insoluble formado como producto de la reacción. 

Tabla 1. Condiciones utilizadas para el ajuste de pH

Condiciones Valores Unidades

hidrolizado 25 ml
carbonato de calcio 1-10 g

hidróxido de amonio lo necesario para ajustar  
el ph a 6 ó 7 ml

ph inicial 0.28
ph Final 6 o 7

considerando lo anterior, se realizó un estudio donde se utilizó carbonato de cal-
cio e hidróxido de amonio para disminuir la pérdida de licores. la tabla 1 muestra 
las condiciones utilizadas para el ajuste de ph.
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en la tabla 2 se observa el comportamiento que se obtuvo al utilizar carbonato de 
calcio e hidróxido de amonio. el ph inicial del hidrolizado fue de 0.28. conforme 
se adicionó el carbonato de calcio ocurrió un aumento del ph (0.28 ± 0.16 - 6.08 ± 
0.19), observándose que un aumento en la concentración de caco3 ocasionó una 
disminución en la cantidad de hidrolizado (25.00 ± 0.0 – 5.75 ± 1.5 ml). el ph final 
se ajustó con hidróxido de amonio y se registró el volumen utilizado, para el ph 6 
(11.95 ± 0.37 - 0.08 ± 0.03 ml) de hidróxido de amonio y para ph 7 (12.18 ± 0.32 
- 0.08 ± 0.04 ml) de hidróxido de amonio.

Tabla 2. Ajuste del pH del hidrolizado de paja de sorgo

%  
de  
sal

CaCO
�
 

(g)

Promedio 
del vol. ml 
cuando se 
agregó el 
CaCO

� 
(g)

Promedio 
del pH

pH 6
NH

4
OH 

ml gasta-
do pH 6

Ph7
NH

4
OH 

ml gasta-
do pH 7

0 0 25.00 ± 0.00 0.28 ± 0.16 6.15 ± 0.17 11.95 ± 
0.37 7.41 ± 0.36 12.18 ± 

0.32
4 1 17.50 ± 0.58 0.44 ± 0.22 6.11 ± 0.10 9.38 ± 0.64 7.22 ± 0.24 9.50 ± 0.61
8 2 15.75 ± 2.36 0.35 ± 0.04 6.47 ± 0.32 7.38 ± 1.23 7.14 ± 0.01 7.53 ± 1.25
12 3 16.00 ± 5.35 0.36 ± 0.03 6.18 ± 0.29 6.48 ± 0.71 7.19 ± 0.09 6.63 ± 0.69
16 4 12.50 ± 4.20 0.78 ± 0.21 6.18 ± 0.14 2.88 ± 0.79 7.15 ± 0.15 3.03 ± 0.84
20 5 8.75 ± 1.26 1.38 ± 0.06 6.31 ± 0.42 1.65 ± 0.19 7.22 ± 0.25 1.80 ± 0.18
24 6 7.33 ± 0.58 5.01 ± 0.24 6.30 ± 0.26 0.15 ± 0.07 7.19 ± 0.21 1.53 ± 2.05
28 7 8.18 ± 1.73 5.77 ± 0.06 6.53 ± 0.33 0.08 ± 0.03 7.13 ± 0.06 0.10 ± 0.00
32 8 5.75 ± 1.50 6.08 ± 0.19 6.08 ± 0.19 7.17 ± 0.01 0.08 ± 0.04

Discusión

en el proceso de la hidrólisis de la paja de sorgo se utilizan ácidos diluidos para rom-
per los enlaces entre los azúcares en la hemicelulosa. de los azúcares presentes desta-
ca el alto contenido de xilosa y durante la hidrólisis se liberan sustancias que inhiben 
el crecimiento de algunos microorganismos. una variable importante que determina el 
crecimiento del microorganismo en los medios de hidrolizados y que puede tener un 
efecto positivo o negativo es el ph. 
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el ph ácido de los hidrolizados de la paja de sorgo proviene de la hidrólisis 
con ácido sulfúrico. el hidrolizado es concentrado para eliminar agua y obtener una 
mayor cantidad de azúcares; como consecuencia, también se concentra el ácido sul-
fúrico de tal forma que se necesita una cantidad mayor de carbonato de calcio para 
ajustar el ph a 6-7, necesario para el crecimiento de los microorganismos.

el carbonato de calcio se utilizó para eliminar una parte del ácido sulfúrico, en 
forma de sulfato de calcio, y posteriormente se ajustó el ph con hidróxido de amo-
nio para obtener sulfato de amonio, el cual es una fuente de nitrógeno que puede ser 
aprovechada por los microorganismos.

en la figura 1 se muestra el efecto del carbonato de calcio y el hidróxido de 
amonio durante el ajuste del ph en hidrolizado de paja de sorgo. puede observarse 
que conforme se incrementa la cantidad agregada de carbonato de calcio el ph se 
mantiene relativamente constante a un valor de 0.36, aumenta ligeramente a 1.38; 
y con un incremento menor en la cantidad de carbonato de calcio, el ph se incre-
menta rápidamente hasta un valor de 5.01 y continúa hasta un ph de 6.08. este 
comportamiento es similar al que tienen los aminoácidos para llegar a su punto 
isoeléctrico.

la figura 1 sugiere que es necesario agregar 11-12 ml de hidróxido de amonio 
para alcanzar un ph 6 o 7 en 5 ml de hidrolizado de paja de sorgo concentrado, pero 
cuando se utiliza una combinación de carbonato de calcio e hidróxido de amonio, se 
necesita de un 15 a 20% de carbonato de calcio para alcanzar un ph de 1.38, donde 
se obtiene un volumen de hidrolizado de 12.50 ± 4.20 – 8.75 ± 1.26 ml y después se 
ajusta el ph con 2-2.5 ml de hidróxido de amonio 5 molar para ajustar 5 ml de hi-
drolizado a un ph de 6 o 7. esta combinación es adecuada en el sentido de que no se 
necesita una cantidad elevada de carbonato de calcio o de hidróxido de amonio con 
lo que se minimiza la concentración de sal de sulfato de calcio y se evita la dilución 
del hidrolizado. esta combinación de materiales permite que el proceso sea rentable, 
sin embargo, la neutralización con la mezcla de carbonato de calcio e hidróxido de 
amonio no es técnicamente factible. 

en la técnica de neutralización utilizada por barrera (2002) fueron necesarios 
60 g/l de carbonato de calcio para neutralizar el hidrolizado de paja de sorgo, lo 
cual fue suficiente para alcanzar un ph de 6.5 a 7 produciendo un hidrolizado con 
concentraciones normales (barrera, 2002). ambas técnicas utilizadas fueron adecua-
das, pero la neutralización utilizando únicamente carbonato de calcio es un proceso 
factible y rentable.
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Conclusiones

no es rentable ajustar el ph con carbonato de calcio, ya que es necesario agregar 
cantidades mayores a 15% para ajustar el ph a 7 y únicamente se obtiene un volu-
men de 12 ml de hidrolizado de paja de sorgo.

con una concentración de 60 g/l de xilosa en el hidrolizado durante la neutrali-
zación con carbonato de calcio se registró hasta un 68% de pérdida de hidrolizado 
después del proceso de clarificación, neutralización y filtración. 
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Cuantificación de glucosamina en quitina de residuos de 
camarón por hplc

Quantification of Glucosamine from Shrimp  
Waste by hplC

Sánchez-Machado, D. I.�; López-Cervantes, J.�*;  
Gutierrez-Coronado, M. A.�; Delgado-Rosas, K. E.�

Resumen
el presente trabajo describe un método hplc para el análisis de glucosamina en quitina 
obtenida a partir de la fermentación de residuos de camarón. la quitina fue hidroliza-
da con ácido clorhídrico y la glucosamina obtenida fue derivatizada con 9-fluorenil 
metil cloroformato (fmoc). la separación se llevó a cabo en una columna hypersil ods 
c18 250 mm x 4.6 mm, 5 µm, a 38 °c y con detección ultravioleta a 264 nm. la fase 
móvil fue un gradiente de tres soluciones: fase a (30mm fosfato de amonio ph 6.5 en 
15:85 metanol-agua), fase b (15:85 metanol-agua) y fase c (90:10 acetonitrilo-agua) 
a una velocidad de flujo de 1.20 ml/min. el método propuesto muestra una adecuada 
repetibilidad (rds, 2.58%), límite de detección (2 µg/ml) y exactitud (89.05%). el 
método ha sido aplicado para la cuantificación de glucosalina en la determinación de 
la pureza de quitina de residuos de camarón.

Abstract
this work presents an hplc method for the quantification of glucosamine in chitin. 
the method includes an acid hydrolysis of chitin. the chromatographic separation 
was achieved using a hypersil ods 5 µm column (250 x 4.6 mm) at 38°c, precolumn 
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do postal 541, cd. obregón, sonora, méxico. 
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derivatization	with	9–fluorenylmethyl-chloroformate	and	ultraviolet	detection	(λ	=	
264 nm), the mobile phase was a mixture of phase a: 30 mm ammonium phosphate 
(ph 6.5) in 15:85 v/v methanol/water, phase b: 15:85 v/v methanol/water, and phase 
c: 90:10 v/v acetonitrile/water, with flow rate 1.2 ml/min. the hplc method pro-
posed showed adequate repeatability (rsd, 2.58%), accuracy (89.05% recovery) 
and sensitive detection limit (2 µg/ml). the method was successfully applied to 
the quantitation of glucosamine for the determination of the purity of chitin from 
shrimp waste.

Introducción

la quitina es un homopolímero que se encuentra en el exoesqueleto de in-
sectos y crustáceos, y también en las paredes celulares de la mayor parte 
de los hongos y en muchas algas. la quitina es un polímero lineal similar 

a la celulosa, pero que consiste en residuos de N-acetilglucosamina	con	enlaces	β-
(1→4).	En	la	actualidad	este	biopolímero	se	obtiene	industrialmente	aislándolo	de	
desperdicios generados en el procesamiento de crustáceos, tales como caparazones 
de camarón y jaiba (pinelli et al., 1998). recientemente, se han establecido nue-
vas formas de utilizar la quitina. una de las aplicaciones más importantes es para 
inmovilizar enzimas. además, estos polímetros pueden servir como acarreadores 
no absorbibles de ingredientes altamente concentrados (colorantes, saborizantes y 
nutrientes), cuya descarga puede ser controlada por la lisozima (luvian et al., 
1993).

la glucosamina es un amino azúcar. la glucosamina es un componente natu-
ral de las glicoproteínas encontradas en tejidos conectivos y membranas de la mu-
cosa gastrointestinales. además, tiene potencial terapéutico para el tratamiento de 
una variedad de enfermedades incluyendo artritis, enfermedades inflamatorias del 
intestino, y de daño inflamatorio general (Zhu et. al., 2005). también, los amino 
azúcares constituyen entre 5 y 12% de n2 orgánico al suelo, y los más importantes 
son glucosamina, galactosamina, ácido murámico, y manosamina, aunque existe una 
diversidad de otros aminoazúcares. las células fúngicas contienen en sus paredes 
grandes cantidades de glucosamina, aunque el exoesqueleto de los invertebrados y 
las paredes de célula bacterianas también hacen una cierta contribución al contenido 
de glucosamina.
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existe una gran variedad de métodos para la determinación de los amino azúca-
res después de la hidrólisis de la materia orgánica, como lo son cromatografía de 
gases, el cual es muy sensible y tiene una alta especificidad, pero el procedimiento 
de la derivatización de los productos de la hidrólisis es llevado a cabo con compo-
nentes volátiles; con excepción del método de detección amperiométrica, en hplc 
también se necesita derivatización para determinar los amino azúcares, sin embar-
go, esto se puede realizar hoy automáticamente en sistemas hplc como derivatiza-
ción en pre-columna (appuhn, 2004). entre los reactivos que son utilizados en la 
derivatización pre-columna se incluyen fenilisotiocianato (pitc), orto-ftalaldehído 
(opA), y cloruro de 9-fluoroenilmetil cloroformato (fmoc-cl), (haynes, 1991).

en toda industria moderna rentable destinada a la producción de alimentos se 
producen cantidades de residuos orgánicos que, de no ser utilizados en la generación 
de otros productos para el consumo humano o animal, representan un problema ope-
racional y legal para la industria, y una fuente potencial de contaminación ambien-
tal. este problema es uno de los más críticos para la industria de la pesca a nivel 
mundial, debido a las grandes cantidades de residuos orgánicos que se generan y se 
descargan en el mar o en tierra (vertederos). actualmente estos residuos orgánicos 
representan un 60% de la materia total resultante del procesado de pescadería para 
el consumo humano. 

dada la preocupación que genera la disposición de estos residuos como po-
sibles contaminantes del medio ambiente (agua, suelos y aire) y la incapacidad 
de costear un sistema de manejo de desperdicios efectivos, se crea el interés en 
evaluar nuevas tecnologías alternas para su disposición que sean económicamente 
factibles.

el procesar el residuo de camarón no sólo resuelve un problema ambiental, sino 
que también ayuda a obtener productos tales como la quitina, la cual tiene un alto 
valor comercial esto dependiendo de su grado de pureza y de sus propiedades. el 
grado de pureza que se obtenga en la quitina depende del tratamiento que se le dé a 
la misma. por ello, en este trabajo se propone un método hplc para cuantificar la glu-
cosamina presente en la quitina obtenida y así determinar su calidad. por lo anterior 
en esta investigación se pretende desarrollar una alternativa para conocer la pureza 
de la quitina obtenida del fermentado de la cabeza de camarón. de esta manera se 
aprovecharan los desechos de la industria camaronícola.

el objetivo de este estudio fue analizar la pureza de la quitina de residuos de ca-
marón a partir de la cuantificación de glucosamina, mediante cromatografía líquida 
de alta resolución (hplc).
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Materiales y métodos

Patrones y reactivos químicos

todas las soluciones fueron preparadas con agua ultra pura purificada con un siste-
ma nano pure dlamon (barnstead internacional, bodoque, iowa). fmoc (9-fluorenil 
metil cloroformato) (sigma, san luis, missouri, estados unidos) se disolvió en ace-
tonitrilo (emd chemicals inc. darmstadt, alemania, grado hplc); el buffer de boratos 
fue preparado con ácido bórico y agua ajustando el ph a 8.5 con hidroxido de sodio 
1m (productos Químicos monterrey, nuevo león, méxico). 

el reactivo para eliminar el fmoc sin reaccionar (cleavage) se preparó utilizando 
hidróxido de sodio 0.85 m con hidroxilamina 0.5m y 2-metiltioetanol (sigma-aldri-
ch, st. louis, estados unidos); la solución para ajustar el ph de la reacción (Quench) 
se preparó con ácido acético glacial y acetonitrilo (productos Químicos monterrey, 
nuevo león, méxico). los reactivos fosfato de amonio, metanol y acetonitrilo utili-
zados para la composición de la fase móvil fueron adquiridas en emd chemicals in.

Preparación de la muestra

hidrólisis de la muestra

se depositan 100 mg de quitina seca en tubos con rosca y se tratan con hcl 6n por 
7 horas a una temperatura de 100°c. la muestra después de ser tratada es filtrada 
y lavada con agua grado hplc; posteriormente se diluyen en matraces volumétri-
cos de 100 ml. previamente a la derivatización, 300 µl de la solución patrón o de 
muestra se pasan a un vial, y se llevan a sequedad en condiciones de vacío por 6 
horas a 60ºc.

derivatización

para llevar a cabo la derivatización, se tomaron los viales con el residuo seco y se 
redisolvieron	con	300	μl	de	buffer	de	boratos	a	pH	8.5,	posteriormente	a	la	muestra	
ya	disuelta	se	le	agregan	300	μl	del	reactivo	fmoc- cl, y se agitan 90 segundos en el 
vortex,	después	de	trascurrido	el	tiempo	se	añaden	180	μl	del	reactivo	Cleavage	y	
la solución se mezcla en el vortex y se deja reposar por 3.5 minutos. posteriormente 
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se	agregan	420	μl	del	reactivo	Quench,	se	agita	y	se	filtra	utilizando	una	membrana	
millipore de 0.45 µm; luego la muestra está lista para ser analizada por hplc. 

equipo y condiciones hplc

para el análisis se utilizó un cromatógrafo de líquidos equipado con un auto mues-
treador y un detector de fluorescencia controlado con un software (Wincrom), la 
temperatura de la columna se controla a 38ºc con un calentador de columna; todo el 
equipo utilizado es proporcionado por gbc instrumental, australia. la separación se 
lleva a cabo con una columna de fase reversa 4.6 mm sge hypersil ods c18, para el 
análisis cromatográfico se inyectan 5 µl de la muestra derivatizada. 

la fase móvil está compuesta por una mezcla de tres soluciones de distinta compo-
sición: fase a: 30 mm fosfato de amonio (ph 6.5) disuelto en una mezcla de metanol-
agua (15:85); fase b: metanol-agua (15:85); y la fase c: acetonitrilo-agua (90:10).

la glucosamina es separada con un gradiente de elusión, el cual se muestra en la 
tabla 1. la velocidad de flujo utilizada fue de 1.20 ml/min. la longitud de onda del 
detector de fluorescencia es de 264 nm excitación y 316 nm de emisión.

Tabla 1. Programa de la bomba (flujo en gradiente)

Tiempo (min) % Eluente A % Eluente B % Eluente C

0 17 68 15
32 10.8 43.2 46

34.05 0 0 100
36.50 0 0 100
36.55 17 68 15

43 17 68 15

Resultados y discusión

la quitina es un polímero de la n-acetil-glucosamina. por lo tanto, actualmente se 
dispone de diversos métodos para la cuantificación indirecta de quitina en bacterias, 
hongos, insectos y raíces. la hidrólisis de quitina puede ser enzimática o química, 
ácida o alcalina, y la subsiguiente medición de la glucosamina producida, se puede 
realizar por colorimetría, cromatografía de gas-líquidos o con hplc. en este trabajo 
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se presenta el desarrollo de un método hplc para la cuantificación de glucosamina, 
el cual fue aplicado a muestras de quitina obtenidas por fermentación láctica de re-
siduos de camarón. 

Ensayos preliminares

en los ensayos previos, tanto la glucosamina pura como la glucosamina obtenida de 
la hidrólisis de las muestras fueron convertidas en fmoc-derivados para producir un 
producto fluorescente. los fmoc-derivados fueron detectados por ultravioleta y por 
fluorescencia. en fluorescencia, las longitudes de onda seleccionadas para excitación 
y emisión fueron 270 nm y 316 nm, respectivamente; mientras que para absorción uv 
la longitud óptima correspondió a 264 mm. en la figura 1 se muestran los cromatogra-
mas para ambos tipos de detección. en el cromatograma del patrón la glucosamina se 
observa como tres picos con tiempos de retención de 18.24, 19.72 y 20.44 min. este 
mismo perfil fue encontrado en los hidrolizados de quitina comercial y de quitina 
obtenida de la fermentación láctica de residuos de camarón. además, la relación de 
los tres picos no varía entre los diferentes tipos de muestras, manifestándose mayor 
interacción entre el segundo y tercer picos. en la cuantificación de la glucosamina en 
los hidrolizados de quitina se seleccionó la detección por ultravioleta.

Preparación de la muestra

para determinar la cantidad óptima del hidrolizado de la muestra a utilizar en el aná-
lisis, se llevaron a cabo ensayos preparando hidrolizados con 100, 200 y 300 mg de 
muestra en 5 y 10 ml de hcl 6 n. posteriormente, los hidrolizados fueron filtrados al 
vacío con papel Whatmann núm. 41, y diluidos a 100 ml con buffer de boratos (ph 
8.5). con estos ensayos se determinó que la cantidad óptima de muestra a utilizar 
correspondía a los hidrolizados preparados a partir de 100 mg de muestra en 5 ml de 
hcl 6 n y diluidas a 100 ml de buffer de boratos que fueron sonificados por 1 min 
a temperatura ambiente.

Condiciones cromatográficas

diferentes columnas cromatográficas han sido utilizadas para el análisis de ami-
noazúcares como la glucosamina, en este estudio se seleccionó una columna 25 cm 
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x 4.6 mm sge hypersil ods c18 5µm. de acuerdo a las recomendaciones de lópez-
cervantes y otros autores, 2006, para la separación de fmoc-derivados fueron selec-
cionados como componentes de la fase móvil fase a: 30 mm fosfato de amonio; fase 
b: metanol-agua (15:85); y fase c: acetonitrilo-agua (90:10); y se llevaron ensayos 
variando la relación de los componentes en el gradiente de la bomba, velocidades 
de flujo de la fase móvil y temperaturas de la columna. estos ensayos facilitaron 
optimizar las condiciones cromatográficas del método, lo cual permitió separar los 
tres picos que identifican a la glucosamina. en la tabla 2 se muestran las condiciones 
seleccionadas.

Tabla 2. Condiciones cromatográficas propuestas  
para la cuantificación de glucosamina

Parámetro Condiciones

columna 25 cm x 4.6 mm sge hypersil ods c18 
5µm 

eluyente

Fase a: 30 mm fosfato de amonio ph 
6.5
Fase b: metanol-agua (15:85)
Fase c: acetonitrilo-agua (90:10)

velocidad de flujo 1.2 ml/min
detección ultravioleta: 264 nm
temperatura 38ºc

Identificación de glucosamina

para confirmar la identificación de glucosamina a través de los tres picos obser-
vados en el cromatograma, se determinó el espectro de absorción de cada uno de 
los picos detectados en las muestras del hidrolizado de quitina, y se compararon 
con los observados en la solución estándar de glucosamina. encontrándose que la 
serie de picos corresponden a la glucosamina. la figura 2 muestra el cromatograma 
de una muestra con los espectros de absorción de cada pico, lo cual indica que per-
tenecen al mismo compuesto. otro método para la identificación de la glucosamina 
es la comparación de los cromatogramas de un blanco y del patrón con la muestra 
analizada, como se muestra en la figura 3. 
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Figura 1. hplc cromatogramas de glucosamina en hidrolizados de quitina  

a) detector uv (264 nm)

5

5 1� 15 �� �5 3� 35

1� 15 �� �5 3� 35

b)	Detector	de	fluorescencia	(λex	270	nm,	λem	316	nm)
tiempo (min)

tiempo (min)
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(a) blanco,

(b) patrón

(c) muestra

Figura 3. Comparación entre cromatogramas (A) Blanco, (B) Patrón,  
(C) Muestra
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Validación del método

linealidad

la curva de calibración fue determinada con cuatro diferentes concentraciones de 
la muestra patrón de glucosamina en el rango de 338 µg/ml hasta1354 µg/ml, las 
cuales fueron inyectadas por duplicado (tabla 3). la recta patrón para glucosamina 
se obtuvo graficando la concentración contra el área del pico, r2 = 0.9995, y según la 
asociación española de Farmacéuticos de la industria (2001), es adecuado, debido 
a que el valor recomendable para el coeficiente de correlación es ≥ 0.999 aunque en 
caso de impurezas se admite ≥ 0.990.

la representación gráfica de la recta de regresión en un sistema de coordenadas, 
junto con los valores experimentales, permite visualizar la bondad del ajuste. la rec-
ta patrón es expresada matemáticamente como y = ax+b. si la recta no pasa cerca del 
origen de coordenadas significa que el método a evaluar está afectado por un error 
sistemático por defecto o por exceso en el intervalo estudiado. si existen diferencias 
apreciables significa que la linealidad no es buena.

Tabla 3. Datos de calibración de glucosamina

Tiempo de reten-
ción (min)

Cantidad 
(µg/ml)

Área

18.240 338.56 894 342
19.721 677.12 1 881 307
20.445 1 015.68 2 786 166

1 354.24 3 683 757
y = 2739 x – 6883
r2 = 0.9995

precisión

la precisión es conocer la variabilidad o el más-menos del método de ensayo. esta 
variabilidad se puede deber a errores aleatorios. para evaluar este parámetro se llevó 
a cabo el análisis de una misma muestra cuatro veces, los valores se muestran en la 
tabla 4, en donde se observa la desviación estándar relativa rsd (%), la cual es de 2.58.
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Tabla 4. Valores de precisión del método

Ensayos
Glucosamina mg/g mate-
ria seca

1 688.2
2 706.4
3 719.6
4 731.1

promedio 711.32
desviación estándar 18.42
rsd (%) 2.58

recuperación

para llevar a cabo la recuperación del método, se añaden sobre una o varias mues-
tras cantidades conocidas de un analito patrón. lo anterior se realizó adicionando 
glucosamina (605 mg/g matera seca), antes de la hidrólisis de la quitina y después 
se cuantificó el contenido total por hplc. los datos se muestran en la tabla 5 (cuatro 
ensayos de la misma muestra), donde se observa que la recuperación es de 89.05%, 
la cual se considera aceptable debido al efecto que podrían tener las condiciones de la 
hidrólisis y la derivatización sobre la glucosamina.

Tabla 5. Valores de recuperación del método

Ensayos
Glucosamina mg/g 

materia seca

1 86.3
2 87.0
3 90.6
4 92.3

promedio 89.05
desviación estándar 2.87
rsd (%) 3.22
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Análisis de la muestra

humedad y cenizas

el muestreo se llevó acabo analizando once muestras obtenidas de diferentes fer-
mentaciones, realizando el análisis por duplicado bajo las condiciones ya estable-
cidas del método. en la tabla 6 se muestran los valores obtenidos de humedad y de 
cenizas tanto de la muestra proveniente del residuo de camarón como de la quitina 
comercial. 

el contenido de cenizas y humedad son parámetros de calidad importantes para 
determinar la pureza de la quitina, y éstos fueron comparados con los resultados de 
investigaciones previas. el contenido de humedad obtenido de la quitina del residuo 
de camarón es de 2.3%, el cual es similar al reportado por shahidi y otros (1991), 
mientras que cremades y otros investigadores (2001) reportan valores de cenizas 
de 1.09%, lo cual indica que el método para remover los minerales es eficaz encon-
trándose que tanto la quitina comercial como la obtenida del residuo de camarón son 
muy similares a las reportadas. 

Tabla 6. Contenido de humedad y cenizas en quitina

Muestra Humedad (%)
Cenizas g/�00g 

materia seca

Quitina residuo  
de camarón

1 2.33 1.07
2 2.35 1.01
3 2.39 1.07

Quitina  
comercial

1 3.41 1.02
2 3.44 1.17
3 3.12 1.04

Contenido de glucosamina en la quitina

la quitina obtenida de residuo de camarón y la quitina comercial presentan resulta-
dos muy similares en cuanto al contenido de glucosamina, los cuales son de 89.91% 
y 89.82%, respectivamente (tabla 7). el contenido de glucosamina representa la cali-
dad de la quitina así como otros parámetros ya mencionados. la pureza de la quitina 
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obtenida a partir de los residuos de camarón es de 93.71% (89.91% glucosamina, 
1.5% cenizas, 2.3% humedad); esto se puede deber, según Wu y otros (2004), a 
factores tales como el tipo y concentración de ácido, la temperatura y el tiempo de 
hidrolizado de la quitina, los cuales no son los óptimos para la recuperación de la 
glucosamina.

Tabla 7. Contenido de glucosamina en quitina

Ensayos
Quitina del residuo 

 de camarón
Quitina  

comercial

1 914.6 972.8
2 863.8 815.8
3 919.1 906.1

promedio 899.1 898.2
desviación estándar 30.7 78.7
rsd (%) 3.41 8.76

Conclusión

en este trabajo se presenta un método hplc sensible y reproducible para el análisis 
y cuantificación de glucosamina en quitina de la cabeza de camarón, utilizando una 
derivatización con fmoc. la validación del método se considera satisfactoria debido 
a que se obtuvieron niveles de recuperación de un 89% y una buena precisión del 
método con valores de coeficiente de variación mayores de 0.999, lo cual implica un 
gran potencial para la investigación y análisis de rutina. 

de tal manera que al llevar a cabo el análisis del contenido de glucosamina en la 
quitina, se puede confirmar la pureza de la misma, así como también las condiciones 
óptimas de la hidrólisis; por lo tanto, el método debe ser aplicable para la determina-
ción rutinaria de glucosamina y la pureza de la quitina en residuos de camarón.
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Conversión microbiana de ácido ferúlico a vainillina
Microbial Conversion of Ferulic Acid to Vanillin 
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Resumen
la manera más adecuada de disponer los residuos, desde el punto de vista medioam-
biental, es su conversión en productos con alto valor añadido. entre las posibles al-
ternativas para aprovechar los residuos agroindustriales, se ha detectado un creciente 
interés en la hidrólisis de su fracción lignocelulósica para obtener disoluciones ricas 
en ácido ferúlico y su sucesiva bioconversión en vainillina, uno de los principales 
compuestos aromáticos de interés para la industria alimentaria en el mundo entero.

en vista de una futura producción industrial de vainillina a partir de esos hidro-
lizados, este trabajo fue dirigido en medios semidefinidos, para la selección, de las 
mejores condiciones para realizar la transformación. un análisis sobre cinco dife-
rentes transformantes de Escherichia coli mostró que E. coli jm109 (pbb1) aseguró 
las más elevadas productividades volumétricas y específicas, así como las mayores 
velocidades de conversión del ácido ferúlico. el mejor cosustrato para sostener el 
metabolismo energético de esta cepa durante la bioconversión del ácido ferúlico en 
vainillina fue el extracto de levadura, mientras una relación entre los volúmenes del 
medio y del contenedor de 0.5 y 100 rpm fueron las mejores condiciones de agitación. 
los mayores rendimientos de producto fueron obtenidos a 30°c después de tiempos 
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de bioconversión relativamente cortos (1-2 h), como necesita un proceso industrial. 
pruebas adicionales realizadas a concentraciones iniciales variables de ácido ferúlico 
evidenciaron una inhibición por exceso de sustrato responsable por una disminución 
exponencial de la productividad.

el reciclaje de biomasa de cuatro bioconversiones sucesivas demostró la posibilidad 
de emplear este sistema de células en reposo para la producción continua de vainillina. 
entre los soportes de inmovilización testados (poliuretano, esponja sintética y vidrio 
poroso), la esponja sintética mostró ser el mejor material en términos de formación de 
vainillina y de productividad al término de las pruebas de inmovilización. por tanto, 
ésta fue usada en bioconversiones continuas utilizando una columna de lecho fijo con 
células de E. coli jm109 (pbb1) inmovilizadas. el rendimiento máximo de vainillina 
(Y

V/F
 = 0.851 mol/mol) fue obtenido a una velocidad de dilución de 0.022 h-1. con 

base en estos resultados prometedores, los esfuerzos futuros serán direccionados a la 
preparación y sucesiva bioconversión de disoluciones ricas en ácido ferúlico a partir 
de corncobs, un subproducto del procesamiento del maíz dulce. 

Abstract
the most environmentally friendly way to dispose wastes is their conversion into 
high added value-products. among the possible alternatives to exploit agroindustrial 
residues, increasing interest has been paying to the hydrolysis of their lignocellu-
losic fraction to give ferulic acid-rich solutions and their successive bioconversion 
to vanillin, one of the main flavouring compounds of concern for the food industry 
worldwide.

in view of future industrial production of vanillin from such hydrolyzates, this work 
has been addressed towards to the selection, in semi-defined media, of the best con-
ditions to perform the transformation. a screening among five different Escherichia 
coli transformants showed that E. coli jm109 (ppb1) ensured the highest values of 
the volumetric and specific productivities as well as the highest ferulic acid conver-
sion rates. the most suitable co-substrate to sustain the energetic metabolism of this 
strain during ferulic acid-to-vanillin bioconversion was yeast extract, while a ratio of 
medium to vessel volume of 0.5 at 100 rpm were the best agitation conditions. the 
highest product yields were obtained at 30 °c after relatively short bioconversion 
times (1-2 h), as those required for an industrial process. additional tests performed 
at variable starting ferulic acid levels (S

o
) demonstrated the occurrence of excess sub-

strate inhibition responsible for an exponential decrease in the specific productivity 
with increasing S

o
. 

biomass recycling from four successive bioconversion steps demonstrated the pos-
sibility of employing such a resting cell system for the continuous production of van-
illin. among the tested immobilization supports (polyurethane, synthetic sponge and 
porous glass) the synthetic sponge proved to be the best material in terms of both 
vanillin formation (C

v
 = 0.080 g/l) and productivity (Q

v
 = 0.019 g/l h) at the end of 
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entrapment tests. thus, it was used in continuous bioconversions using a fixed-bed 
column with immobilized E. coli jm109 (pbb1) cells. the highest vanillin yield (Y

P/S
 = 

0.851 mol/mol) was obtained at a dilution rate of 0.022 /h.
on the basis of these promising results, future attempts will deal with the prepara-

tion and subsequent bioconversion of solutions rich in ferulic acid from corn cobs, a 
by-product from sweet corn processing.

Introducción

el creciente interés de la industria alimentaria en el uso de biocatalizado-
res como una respuesta al aumento de la demanda de productos naturales 
(murray y cols., 1988), recientemente está estimulando la búsqueda de rutas 

alternativas para producir vainillina (ramachandra rao y ravishankar, 2000).
la vanillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) es un importante compuesto sa-

broso y aromático que se extrae principalmente del frijol o vaina de la orquídea 
tropical vainilla. pero menos del 1% de la producción de vainillina en el mundo 
proviene de la vainilla natural, ya que su costo es también muy alto (de dos mil a 
cuatro mil pesos por kg-1) con respecto al (< 15 pesos por kg-1) de la vainillina sin-
tetizada por procesos químicos (lomascolo y cols., 1999; muheim y lerch, 1999). 
el alto y variable costo de la vainillina natural se debe a varias causas, como la 
escasa disponibilidad de las vainas de vainilla, fluctuaciones de los rendimientos de 
la cosecha asociadas al clima, decisiones políticas y económicas, cultivo intensivo, 
polinización, cosecha y maduración de las vainas, pues el uso de un sustrato natural o 
catalizador podría permitir que el mismo producto sea clasificado como natural 
(schreier, 1992), se espera una producción biotecnológica de este compuesto.

la vainillina es usada tanto en aplicaciones alimentarias como de otro tipo, en 
fragancias y preparaciones farmacéuticas. la vainillina sintética es usada como un 
intermediario en la producción de herbicidas, agentes antiespumantes o medicinas 
(hocking, 1997) y productos caseros, así como deodorantes y lustradores de pisos. 
a causa de su propiedades antimicrobianas y antioxidantes (burri y cols., 1989; da-
vidson y naidu, 2000), la vainillina podría ser usada como conservante de alimentos, 
pero este campo de uso potencial es entorpecido por su fuerte olor en las concentra-
ciones inhibitorias requeridas (gould, 1996). 

la gran diferencia entre los precios de la vainillina natural y la sintética, así 
como el incremento de la demanda por sabores “naturales” y “saludables” han es-
timulado un gran interés de la industria de aromas para producir vainillina natural 
de otras fuentes naturales de bioconversión. esta común orientación en la produc-
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ción de sabores y fragancias fue analizada extensivamente (cheetham, 1993, 1997; 
hagedorn y Kaphammer, 1994; rosazza y cols., 1995; häusler and münch, 1997; 
Krings y berger, 1998).

para que sea económicamente viable, se tiene que encontrar un precursor, quími-
camente cerrado de la vainillina, barato y fácilmente disponible. el ácido ferúlico, 
un producto muy conocido de la degradación de la lignina por descomposición de 
hongos (Kirk, 1971) y bacterias (betts and dart, 1988), fue estudiado a fondo como 
materia prima (rosazza y cols., 1995), siendo un compuesto fenólico natural. el 
ácido ferúlico libre puede ser producido a partir de residuos agrícolas comunes, así 
como de cereal y pulpa de remolacha a través de una combinación de tratamientos 
físicos y enzimáticos (Williamson y cols., 1998). varias bacterias pertenecientes a 
diferentes géneros son capaces de metabolizar el ácido ferúlico como única fuente de 
carbono conduciendo a la producción de vainillina, ácido vainíllico y ácido protoca-
téquico como intermediarios catabólicos (sutherland y cols., 1983; gurujeyalakshmi 
y mahadevan, 1987). Pseudomonas fluorescens se mostró capaz de producir ácido 
vainíllico y ácido ferúlico (andreoni y cols., 1995; barghini y cols., 1998), con la 
formación de vanillina como un intermediario (narbad y gasson, 1998).

recientemente concentraciones interesantes de vainillina han sido obtenidas a 
partir del ácido ferúlico usando las bacterias gram-positivas Amycolatopsis sp. (ra-
benhost y hopp, 1997) y Streptomyces setonii (müller y cols., 1998). sin embargo, 
puesto que la optimización del proceso parece ser muy difícil, la obtención de nuevas 
cepas recombinantes capaces de producir específicamente la vainillina es atractiva. 

este trabajo tiene como objetivo la optimización de un proceso continuo para la 
producción de la vainillina a partir de soluciones acuosas de ácido ferúlico con un 
reactor de células inmovilizadas para futuras aplicaciones, utilizando hidrolizado 
destoxificado de zuros de maíz.

Materiales y métodos

Crecimiento y mantenimiento de los microorganismos 

una investigación de productores de vainillina se realizó entre diversas especies 
recombinantes de Escherichia coli (dh5α,	 jm109, jm promega, novablu, sureii y 
xl10gold), pertenecientes a la colección del departamento de agrobiología y agro-
química de la universidad de tuscia, viterbo, italia. el mejor productor de vaini-
llina, E. coli jm109 (pbb1), expresa ambas, feruloil-scoA sintetasa y feruloil-scoA 
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hidratasa/aldolasa de P. fluorescens bf13. el plásmido recombinante pbb1 se generó 
clonando un fragmento de cinco mil-bp, incluyendo los primeros tres genes de la ruta 
superior del ácido ferúlico y la región entera del promotor de la cepa de P. fluorescens 
bf13 degradante el ácido ferúlico, en el vector con bajo número de copias dpJb3tc19 
(blatny y cols., 1997). el fragmento donador contiene una mutación dirigida en el 
gene de la vainillina deshidrogenasa (vdh), que previene la oxidación de la vainilli-
na al ácido vainíllico en experimentos de bioconversión con ácido ferúlico como 
sustrato. la secuencia de dnA del operón del ácido ferúlico entero de P. fluorescens 
bf13 está disponible en la base de datos de la secuencia del nucleótido embl bajo la 
accesión núm. aJ536325.

las células fueron mantenidas a 4°c en placas de petri que contenían medio de lu-
ria-bertani (lb) y 100 mg/l de ampicilina. el precultivo se preparó en 5 ml del mismo 
medio sin agar. las células se transfirieron en frascos erlenmeyer de 250 ml (ef) que 
contenían 25 ml del medio lb (sambrook y cols., 1989) y ampicilina (100 mg/l), o 
tetraciclina (15 mg/l), y después se cultivaron durante la noche en un agitador rota-
torio a 37°c (200 rpm). el medio (lb) fresco (30 ml) más el antibiótico se sembró 
con 0.6 ml del precultivo antes mencionado en varios ef de 100 ml. las células se 
recolectaron por centrifugación (seis mil rpm, 10 min) durante la parte final de la 
fase log y se lavaron con tampón fosfato salino m9 a ph 7.4 (6 g/l na2hpo4, 3 g/l 
del Kh2po4, 1 g/l nh4cl y 0.5 g/l de nacl). 

Bioconversiones discontinuas

todas las bioconversiones discontinuas se realizaron en ef de 250 ml. la investi-
gación se realizó a 30°c en un medio de bioconversión compuesto de esta solución 
suplementada con ácido ferúlico (0.3-0.4 g/l) y 50 mg/l de extracto de levadura (el) 
como co-sustrato usando una concentración de inóculo (X

o
) de cerca de 5 g/l. las 

pruebas a temperatura variable se realizaron bajo las siguientes condiciones: concen-
tración inicial de ácido ferúlico (C

Fo
) = 0.19 g/l; 22 ≤ T ≤ 37°c; X

o
 = 5.6 g/l. las 

bioconversiones a C
Fo

 variable se realizaron bajo las siguientes condiciones: 0.20 ≤ 
C

Fo
 ≤ 2.0 g/l; T = 30°c; X

o
 = 5.0 g/l. otras pruebas se realizaron usando el medio 

lb (1% v/v) o triptona (100 mg/l) como co-sustratos en vez de el, usando X
o
 = 3.0-

3.5 g/l. la optimización de las condiciones de agitación se hizo disminuyendo la 
proporción del volumen del medio (V

m
) con respecto al de los frascos (V

f
 = 250 ml) 

a partir de 0.5 a 0.2 y/o subiendo la velocidad rotatoria a partir del 100 a 200 rpm. 
otra prueba de bioconversión con adición inicial de n2 se utilizó como referencia 
anaerobia. 
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la viabilidad a largo plazo de E. coli jm109 (pbb1) se comprobó a través de un 
sistema de cuatro bioconversiones sucesivas de 20 horas en ef a C

Fo
 = 0.94 g/l y 

X
o
 = 0.94 g/l, donde las células de la prueba precedente se centrifugaron (seis mil 

rpm, 10 min), lavaron y reutilizaron posteriormente. 
las desviaciones estándar de las concentraciones del ácido vainíllico variaron en 

rangos de 3.2-6.5% y 1.5-6.1%, respectivamente; por lo tanto, no se consideró esen-
cial ningún análisis estadístico adicional de datos. no se observó ninguna formación 
del alcohol vainíllico bajo las condiciones experimentales usadas para estos expe-
rimentos; una reducción limitada de vainillina al alcohol correspondiente ocurrió 
solamente cuando las células se reutilizaron para varios ciclos.

Procedimiento y optimización de la inmovilización 

un vidrio poroso, un poliuretano reticulado y una esponja sintética, se usaron como 
soportes de inmovilización. para evaluar la capacidad de cada material de atrapar 
la biomasa, se inoculó una suspensión de células en ef de 250 ml, cada uno conte-
niendo 50 ml de solución salina m9 y 0.6 g de materiales flexibles o 10 g de vidrio 
poroso. el tiempo del contacto entre las células y cada material varió de acuerdo al 
diseño estadístico mencionado. las células inmovilizadas se recolectaron por fil-
tración estéril, se incubaron a tiempos variables en el medio fresco lb (50 ml) más 
100 mg/l de ampicilina, recuperadas por filtración estéril y finalmente usadas en el 
proceso de bioconversión.

para seleccionar el soporte más conveniente para el proceso, se realizaron bio-
conversiones discontinuas de acuerdo a un diseño factorial 22 central compuesto 
repetido para cada uno de los tres materiales y los resultados se evaluaron por la 
metodología de superficie de respuesta (rsm) (montgomery, 2001). la concentración 
y productividad de la vainillina se seleccionaron como variables de respuesta del es-
tudio estadístico. los rangos probados de las variables independientes, es decir, los 
tiempos de contacto (t

c
) e incubación (t

i
) fueron 24-72 horas y 6-42 horas, respecti-

vamente. los resultados experimentales se trataron con la ecuación: 

y = b
o
 + b

�
x

�
 + b

�
x

�
 + b

��
x

�
x

� (1)
 
donde b

0 es el coeficiente de intercepción, b
�
 y b

�
 los términos lineales, b

��
 el tér-

mino de interacción, y x
�
 y x

�
 los valores codificados de las variables independientes 

mencionadas, t
c
 y t

i
, respectivamente.
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Bioconversiones en continuo

las pruebas continuas se realizaron en un reactor de lecho fijo, que consistía en 
una columna de altura 75 cm con un diámetro interno de 4 cm y provista de una 
cubierta externa para la recirculación del agua (converti y cols., 1991; converti, 
1994). la columna fue operada a 30°c y se llenó hasta 50 centímetros con piezas 
de esponja sintética (1 x 0.7 cm) que contenían las células atrapadas y los granos de 
vidrio (de 1 cm de diámetro), en una relación de 0.20 de esponjas por g de vidriol, 
para evitar que ocurrieran aumentos demasiado altos de la presión. el volumen de 
trabajo fue de 450 ml y la concentración de ácido ferúlico en la alimentación se 
mantuvo a 0.20 g/l. 

Determinaciones analíticas

la concentración de biomasa se determinó por densidad óptica medida a 600 nm y 
expresada como peso seco. las concentraciones del ácido vainíllico, la vainillina y el 
ácido ferúlico se determinaron por hplc 1 100, hewlett packard (palo alto, california), 
provisto de una columna vydac 201tp54 c18 de fase reversa (hesperia, california) a 
35°c, usando un detector de uv/vis, hewlett packard (palo alto, california) a λ = 254 
nm. la fase móvil se usó a un flujo de 0.5 ml/min y consistió de 40% de metanol y 
60% de una solución preparada adicionando 6.8 g/l de Kh2po4 en agua y ajustando el 
ph a 2.5 con h3po4. los datos de adquisición y proceso se controlaron por el software 
rev. a.09.03 chem station, agilent technologies (palo alto, california).

Resultados y discusión

Bioconversiones discontinuas

selección del mejor productor de vainillina a partir de ácido ferúlico

Fue investigada la capacidad de seis cepas de E. coli, transformadas con el plásmido 
pbb1, a saber dh5α, jm109, nova, sure, xl10gold y jm promega, de producir vaini-
llina a partir de ácido ferúlico. los principales datos recogidos después de diversos 
tiempos de bioconversión, en términos de concentraciones del producto o del substra-
to residual, se ilustran en la figura 1, mientras que la tabla 1 muestra los valores de los 
principales parámetros cinéticos así como los rendimientos de bioconversión. 
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Figura 1. 

a) producción de vainillina. b) consumo de ácido ferúlico por 
diferentes cepas recombinantes de E. coli después de diferentes 
tiempos de bioconversión (h): () 1, ( ) 4, ( ) 20, () 72. 
X

o
 = 4.6-5.8 g/l; C

Fo
 = 0,3-0,4 g/l; T = 30°c

Tabla 1. Parámetros de bioconversión de ácido ferúlico a vainillina  

T (°C) DH5α JM�09 Novablue SureII XL�0gold JMPromega

Y°
V/F

 (molv/molF)  0.903 0.959  0.905 0.720 0.591 0.986
Yf

V/F
 (molv/molF)  0.844 0.726  0.701 0.739 0.875 0.000

Q
V
o (gv l-1 h-1)  0.075 0.115  0.078 0.035 0.019 0.085

Q
V
o (gv gdm

-1
 h

-1)  0.013 0.022  0.017 0.008 0.004 0.018
Q

F
o (gF l

-1 h-1)  0.106 0.153  0.110 0.062 0.041 0.110
Q

F
o (gt gdm

-1
 h

-1)  0.018 0.029  0.024 0.013 0.008 0.024

bioconvertidas por diferentes cepas de E. coli transformadas con el plásmido pbb1. X
o
 = 4.6-5.8 g/l; 

T = 30°c. Y°
V/F

 = rendimiento inicial de vainillina en relación al ácido ferúlico consumido; Yf
V/F

 = 
rendimiento final de vainillina en relación al ácido ferúlico consumido; Q

V
o = productividad volumé-

trica inicial; q
V
o = productividad específica inicial; Q

F
o = velocidad volumétrica de consumo del ácido 

ferúlico; q
F

o = velocidad específica de consumo del ácido ferúlico.
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se observa que E. coli jm promega y jm109 exhibieron los rendimientos más altos 
al principio (1 hora), mientras E. coli dh5α y xl10gold se comportaron como los más 
eficaces al final de la biotransformación (72 horas). además, la vainillina producida 
por E. coli jm promega se oxidó completamente a ácido vanílico después de un tiem-
po largo de bioconversión.

curva del crecimiento de E. coli jm109 (pbb1)

para maximizar el rendimiento de conversión de ácido ferúlico a vainillina, todas las 
bioconversiones se realizaron usando las células cultivadas de E. coli jm109 (pbb1) en 
medio lb y recogidas al final de la fase exponencial, correspondiendo a od a 600 nm 
de 2.3-2.7 y concentraciones de biomasa de 1.2-1.4 gdm/l. el respecto de este proto-
colo fue imposto por el metabolismo energético desfavorable antes mencionado de 
las células no proliferantes. 

los datos experimentales de la curva de crecimiento (figura 2) se usaron para es-
timar los parámetros cinéticos de crecimiento. la productividad celular volumétrica 
media, la velocidad específica de crecimiento específico y el tiempo de duplicación 
fueron 1.2 g l-1 h-1, 0.29 h-1 y 2.4 h, respectivamente, mientras que los valores de estos 
parámetros referidos únicamente a la fase exponencial 2.2 g l-1 h-1, 0.60 h-1, 1.1 h, 
respectivamente. comparando con la literatura se muestra que el medio lb permitió 
un crecimiento notablemente más lento de las células con respecto a las fuentes de 
carbón comunes. por ejemplo, el transformante usado mostró en el medio lb un tiem-
po de duplicación más de dos veces de largo que la cepa salvaje (t

d
 = 0.5 h) bajo con-

diciones óptimas del crecimiento en glucosa (brock y cols., 1995; schlegel, 1996).

Figura 2. Curva de crecimiento de E. coli jm109(pbb1)  
en medio lb X

o
 = 0,19 g/L; T = 37°C
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efecto de la temperatura

la figura 3 muestra los efectos simultáneos de temperatura y tiempo de reacción en 
la bioconversión de ácido ferúlico a vainillina. los mejores rendimientos en pro-
ducto se obtuvieron a 30°c (tabla 2), después de tiempos relativamente cortos de 
bioconversión (1 < t < 2 h), como los requeridos para un proceso industrial. por el 
contrario, después de un tiempo más largo (t ≈ 20 h), la biotransformación fue afec-
tada por un aumento de temperatura. a 37°c un consumo marcado de la vainillina 
producida fue observado después de 20 horas probablemente debido a un aumento 
de la actividad antes mencionada. los valores máximos de las productividades vo-
lumétrica (0.091 gv l-1 h-1) y específica (0.018 gv gdm-1 h-1) se alcanzaron a 30°c 
después de solamente 1 hora de bioconversión. 

Figura 3. 
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efecto del co-sustrato en el medio de bioconversión

puesto que la vainillina se produce usando una ruta metabólica alternativa a la 
glicólisis que no implica ninguna formación de Atp (rosazza y cols., 1995), las 
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ficación de los componentes complejos de los medios se demostró por rabenhorst 
(1996), que observó una influencia fuerte del co-sustrato (extracto de levadura e 
hidrolizado de caseína) y de la aireación en dirigir el metabolismo del eugenol de 
una nueva cepa aislada de Pseudomonas a la producción de ciertos compuestos 
aromáticos (ácido vainíllico, ácido ferúlico y alcohol coniferílico) en vez de una 
mezcla cruda. 

Tabla 2. 

T (°C)  ��  �0  �7

Y°
V/F

 (molv/molF) 0 998 0 996 0 986
Yf

V/F
 (molv/molF) 0 837 0 748 0 747

Y°
V/Fo

 (molv/molF) 0 324 0 480 0 472
Yf

V/Fo
 (molv/molF) 0 838 0 777 0 690

Ym
V/Fo

 (molv/molF) 0 838 0 865 0 750
t (h) 20 4 6
Q

V
m (gv l-1 h-1) 0 062 0 091 0 090

q
V

m (gv gdm
-1

 h
-1) 0 011 0 018 0 018

Q
F

m (gF l
-1 h-1) 0 078 0 132 0 132

q
F

m (gF gdm
-1

 h
-1) 0 014 0 024 0 024

influencia de la temperatura en la bioconversión de ácido ferúlico 
a vainillina por E. coli jm109(pbb1). S

o
 = 0.19 g/l X

o
 = 5.6 g/lY°

V/F
 

= rendimiento inicial de vainillina en relación al ácido ferúlico 
consumido; Yf

V/F
 = rendimiento final de vainillina en relación al 

ácido ferúlico consumido; Y°
V/F

o
 = rendimiento inicial de vai-

nillina en relación al ácido ferúlico inicial; Yf
V/F

o
 = rendimiento 

final de vainillina en relación al ácido ferúlico inicial; Ym
V/F

o
 = 

rendimiento máximo de vainillina en relación al ácido ferúlico 
inicial; t = tiempo de alcance de Ym

V/F
o
; Q

V
m = productividad volu-

métrica máxima de vainillina; q
V

m = productividad máxima específi-
ca de vainillina; Q

F
m = velocidad volumétrica máxima de consumo 

de ácido ferulico; q
F

m = velocidad específica máxima de consumo 
de ácido ferúlico.
* valores máximos detectados al inicio de las bioconversiones. 
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después se probó E. coli jm109 (pbb1) en experimentos discontinuos de bio-
conversión para seleccionar el mejor co-sustrato para la transformación de ácido 
ferúlico a vainillina. para identificar los componentes del medio que podían sostener 
la producción de la vainillina, se prepararon tres tampones de bioconversión, usando 
el o triptona como suplemento, o añadiendo directamente medio lb que contiene 
ambos ingredientes. la cantidad de los ingredientes solos fueron los mismos que en 
el medio lb. los resultados de estas pruebas, que fueron realizadas en una concentra-
ción inicial de biomasa de 5.1 gdm/l, se ilustran en la figura 4. se puede observar que 
el el era un mejor agente estimulante, proporcionando, después de sólo tres horas 
de bioconversión, los valores máximos de concentración de vainillina (84 mg/l) y 
un rendimiento molar (0.56 mol/mol) cerca de 27% más alto que los obtenidos con 
triptona. por otra parte, el uso del medio lb no dio lugar a ningún aumento aprecia-
ble en el rendimiento de la conversión con respecto al el (solamente 3.6%); por lo 
tanto, las bioconversiones sucesivas se realizaron usando el último cosustrato, que 
es notoriamente más barato.

efecto de la concentración inicial de ácido ferúlico

las bioconversiones adicionales que usaron concentraciones de ácido ferúlico en el 
rango de 0.20 a 2.0 g/l se realizaron para evidenciar la ocurrencia posible de inhibi-
ción por exceso de sustrato así como para seleccionar el mejor rango de C

Fo
 para fu-

turas aplicaciones en continuo. ambas concentraciones de vainillina (C
V
) y sustrato 

residual (C
F
) se normalizaron a C

Fo
, así para comparar fácilmente los resultados de 

las bioconversiones realizadas bajo condiciones totalmente diferentes. la disminu-
ción progresiva de la pendiente de las curvas de C

V
/C

Fo
 y de C

F
/C

Fo
 (figura 5), con 

el aumento de C
Fo

, puso en evidencia un +fenómeno de inhibición por substrato que 
fue responsable de la desaceleración progresiva de la conversión. 

el efecto de inhibición, que fue cualitativamente similar al observado para la fer-
mentación alcohólica en medios sintético y naturales (ciftci y cols., 1983; converti 
y cols., 1986), puede ser descrito por el modelo empírico:

 FoC2K

eKqq 1max
o

v
o

v −=      (2)

donde q
v
° es la productividad específica de vainillina al inicio de la bioconver-

sión.
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graficando los datos experimentales de q
v
° contra C

Fo
 y usando una técnica sim-

ple de progresiva minimización del error, se trazó una línea recta (r2 = 0.969), de 
la cual se estimaron los valores siguientes de las constantes de la ec. (2):(2): q

v
o
max

 = 
0.036 gv gdm

-1 h-1, K
�
 = 0.0147 gv gdm

-1 h-1 y K
�
 = 0.411 l/gF. puesto que el valor delpuesto que el valor del 

q
v
o
max

 obviamente depende del biosistema bajo investigación, la carencia de estudios 
cinéticos en la producción de vainillina por la especie recombinante seleccionada no 
permite ninguna comparación con datos de la literatura.

Figura 4.
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Figura 5. 
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de cualquier manera, es posible tener una idea del significado del fenómeno de 
inhibición observado a través de una comparación con las inhibiciones observadas 
para otros biosistemas. mientras que el valor de K

�
 compara al estimado para la inhi-

bición de la glucosa de la fermentación de hidrolizado de almidón de maíz (converti 
y cols., 1986), K

�
 en este trabajo es sobre una orden de magnitud más alto. así, la 

inhibición del sustrato en la producción de vainillina fue más fuerte que el efecto 
observado en los sistemas de fermentación comunes, probablemente debido a la im-
posibilidad de las células no proliferantes de satisfacer los crecientes requerimientos 
de manutención.

efecto del reciclaje de biomasa en etapas sucesivas de bioconversión

es importante, para aplicaciones industriales, evaluar la viabilidad de una posible 
recuperación y de una reutilización de biomasa. para este propósito, las células se 
emplearon en una primera bioconversión de 20 horas, realizada a C

Fo
 = 0.94 g/l. 

después se centrifugaron, lavaron, y reutilizaron en tres etapas sucesivas de biocon-
versión. los principales resultados de estas pruebas (figura 6) no evidencian ninguna 
pérdida apreciable de la capacidad de las células de convertir el ácido ferúlico a 
vainillina dentro de las primeras seis horas, incluso después de tres operaciones de 
reciclaje sucesivas.

efecto de la concentración inicial del ácido ferúlico (); producción 
de vainillina y () consumo de ácido ferúlico después de 2 h de bio-
conversión por E. coli jm109(pbb1) en solución salina m9 suplementa-
da con extracto de levadura. X

o
 = 4.9-5.0 g/l; T = 30°c
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Figura 6. i
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una estabilidad a largo plazo del biosistema parece confirmar la importancia de 
sustancias naturales (como el extracto de levadura) como co-substratos esenciales 
para mantener el metabolismo basal de células recicladas empleadas en bioconver-
siones que no son sostenidas desde el punto de vista bioenergético (torre y cols., 
2004a). por el contrario, la concentración de vainillina al final de la bioconversión 
(cerca de 20 horas) mostró una disminución notable y progresiva (arriba del 35%) 
en favor de la formación de ácido vainíllico. como previamente propusieron torre y 
cols. (2003), esta observación se puede atribuir al aumento progresivo de la actividad 
oxidásica no específica antes dicha. 

de acuerdo a estos resultados, parece razonable concluir que las células recicladas 
de E. coli jm109 (pbb1) podrían ser empleadas provechosamente para la producción 
de vainillina en continuo o en bioconversiones discontinuas repetidas (ghigliazza 
y cols., 1996), a condición de que el tiempo de residencia no sea más largo de seis 
horas. para este propósito, los resultados de la figura 5 sugieren que el rendimientos 
de conversión cercano a 90% o aún más alto se podrían alcanzar solamente usando 
concentraciones de ácido ferúlico en la alimentación o al principio del ciclo abajo 
de C

Fo
 = 0.6 g/l.
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efecto de la agitación en la bioconversión del ácido ferúlico  
a vainillina

para estudiar el efecto de la aireación sobre la producción de vainillina en ef, segui-
mos un simple protocolo, que fue similar al descrito por Jansen y cols. (1984) para la 
producción de 2.3-butanodiol y extensamente revisado con respecto a la producción 
del xylitol por parajó y cols. (1998a, b), es decir, aumentando simultáneamente la 
velocidad de agitación de 100 a 200 rpm y disminuyendo la relación entre los volú-
menes del medio y del recipiente (V

m
/V

f
) desde 0.5 a 0.2. 

como se muestra en la figura 7, la concentración de vainillina aumentó progresi-
vamente tanto con el tiempo como con el nivel de aireación hasta un valor de umbral 
de 160-162 mg/l y después disminuyó a 146 mg/l bajo condiciones excesivamente 
aerobias (V

m
/V

f
 = 0,2 en 200 rpm). en particular, el ácido ferúlico consumido fue casi 

totalmente bioconvertido a vainillina (0.98 mol/mol) bajo condiciones óptimas (V
m
/V

f
 

= 0.5; 100 rpm), mientras que este rendimiento mostró una disminución bajo exceso 
de aireación. un comportamiento opuesto se observó para el ácido vainíllico, que fue 
producido de todos modos en concentraciones bajas (hasta 9.2 mg/l), bajo aerobiosis 
intermedia. como fiable, el alto nivel de aireación asegurado por V

m
/V

f
 = 0.2 a 200 

rpm causó un aumento de la concentración final de este compuesto, probablemente 
debido al estímulo de la actividad oxidásica antes dicha. además, la formación de este 
producto fue favorecida claramente por el incremento del tiempo de bioconversión. 

Figura 7.  
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los resultados de la figura 7 presentados juntos precisan que los mejores re-
sultados de biotransformación se obtuvieron bajo condiciones limitadas de oxígeno 
(V

m
/V

f
 = 0.5, 100 rpm) y condiciones anaerobias (adición de n2). sin embargo, la 

condición anterior podría ser preferible para un sistema donde un cosustrato tiene 
que ser metabolizado aeróbicamente para mantenerlo energéticamente.

Bioconversiones en continuo

selección del soporte de inmovilización

para seleccionar el soporte más apropiado para la producción en continuo de vainilli-
na en columna de lecho fijo, tres diversos materiales porosos, específicamente vidrio 
poroso, poliuretano y esponja sintética, fueron seleccionados entre los mencionados 
en la literatura como buenos soportes celulares (huysman y cols., 1983; converti, 
1994), y después probados por su capacidad en la inmovilización de E. coli jm109 
(pbb1). los datos experimentales de estas pruebas de inmovilización se muestran en 
la tabla 3.

aunque el vidrio poroso aseguró el rendimiento más alto de atrapamiento celular 
(EY = 65% de remoción de la biomasa después de t

c
 = 72 h) así como la concentra-

ción más alta de vainillina (C
V
 = 0.126 g/l), mostró, bajo mismas condiciones de 

atrapamiento, una productividad más baja (Q
V
 = 0.013 g l-1 h-1) a t

c
 = 24 h y t

i
 = 6 

h que el poliuretano (Q
V
 = 0.020 g l-1 h-1) y la esponja sintética (Q

V
 = 0.019 g l-1 

h-1). ambos materiales porosos flexibles exhibieron valores interesantes también de 
C

V
 (0.091 g/l con poliuretano y 0.080 g/l con esponja sintética), lo que sugiere su 

uso para la operación en continuo en reactor de células inmovilizadas. las superfi-
cies de respuesta para C

V
 y Q

V
, marcadas seleccionando los tiempos del contacto e 

incubación como las variables independientes (torre y cols., 2004b), demostraron 
que la producción de vainillina podría ser optimizada simultáneamente aumentando 
t
c
 y disminuyendo t

i
, mientras que una reducción de ambas variables independientes 

permitiría la maximización de la productividad, sin importar el soporte de inmovili-
zación. 

las tendencias generales de las superficies de respuesta observadas (resultados 
no mostrados) demostraron que un incremento de t

c
 ocasionó aumentos del grado de 

atrapamiento celular y de la concentración de vainillina, y una disminución de la pro-
ductividad, probablemente debido a la ocurrencia de limitación de la transferencia 
de masa en el medio de bioconversión. por lo tanto, la concentración del producto y 
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productividad más altas se obtuvieron a t
c 
= 72 y 24 horas, respectivamente. por otra 

parte, el modelo estadístico mostró que una disminución del tiempo de incubación 
maximizó simultáneamente C

V
 y Q

V
. el valor óptimo de esta variable independiente 

para ambas respuestas (t
i
 = 6 h) estaba cerca del detectado para la producción máxi-

ma de vainillina por células libres (t = 4 h) (torre y cols., 2003), evidenciando así  la 
ausencia de cualquier limitación del transporte en el medio de incubación.

Tabla 3. Resultados experimentales de las pruebas de inmovilización  
de células E. coli jm109(pbb1) de acuerdo a un diseño 22 factorial central

Pruebas t
c
 (h) t

i
 (h) Soporte EL (%) C

V 
(g/L)

Q
V  

(g L-� h-�)

1 72 42
poliuretano recirculado 17.6 0.065 0.003
esponja sintética 34.0 0.069 0.008
vidrio poroso 64.5 0.092 0.004

2 24 6
poliuretano recirculado 11.3 0.040 0.020
esponja sintética 34.7 0.056 0.019
cristal poroso 53.0 0.039 0.013

3 24 42
poliuretano recirculado 11.3 0.033 0.004
esponja sintética 34.7 0.058 0.007
cristal poroso 53.0 0.000 0.000

4 72 6
poliuretano recirculado 17.6 0.091 0.005
esponja sintética 34.0 0.080 0.005
cristal poroso 64.5 0.126 0.005

5 48 24
poliuretano recirculado 14.3 0.050 0.009
esponja sintética 35.4 0.060 0.011
cristal poroso 58.6 0.030 0.007

t
c
 = tiempo de contacto entre la biomasa y el soporte; t

i
 = tiempo de incubación de las células; EY = 

rendimiento del atrapamiento celular; C
V
 = concentración final de vainillina; Q

V
 = productividad volu-

métrica de vainillina.

con base en estas observaciones, la esponja sintética se eligió como el mejor 
material para pruebas en continuo porque aseguró los valores más altos de C

V
 y de 

Q
V
 bajo todas las condiciones probadas, además de su disponibilidad comercial y es-

tabilidad a largo plazo (converti y cols., 1991; converti, 1994). los valores del nivel 
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de significación (p) demostraron (resultados no mostrados) que los modelos mate-
máticos usados para la optimización de C

V
 y de Q

V
 fueron altamente significativos y 

describieron bien a la región de las variables independientes bajo investigación.

pruebas a diferentes velocidades de dilución

las bioconversiones en continuo se llevaron a cabo en una columna de lecho fijo 
con células atrapadas de E. coli jm109(pbb1) en esponja sintética. la concentración 
inicial de ácido ferúlico permaneció a 0.200 g/l y la velocidad de dilución (D) varió 
en el rango de 0.011-0.033 h-1.

se obtuvieron condiciones de estado estacionario a D = 0.022 h-1 después de cer-
ca de 150 h, en las cuales la concentración y la productividad volumétrica medias de 
vainillina fueron C

V
 = 0.050 g/l y C

V
D = 1.10 mg l-1 h-1, respectivamente.

el ácido ferúlico se consumió apenas parcialmente, siendo que solamente 0.120 
g/l fueron detectados en el efluente. así para mejorar el consumo de sustrato y 
producción de vainillina, D fue disminuida a 0.011 h-1; aunque el consumo de áci-
do ferúlico se mejoró (de 0.084 a 0.164 g/l), no fue preferentemente dirigido a 
la acumulación de vainillina, obteniéndose sólo 0.033 g/l de aldehído producido 
bajo estas condiciones, correspondiendo a C

V
D = 0.37 mg l-1 h-1. a velocidades de 

dilución intermedias (D = 0.018 h-1), la concentración y productividad de vainillina 
fueron C

V
 = 0.052 g/l y C

V
D = 0.93 mg l-1 h-1 (tabla 4), mientras se consumieron 

0.108 g/l de ácido ferúlico.

Tabla 4. Resultados en condiciones de estado estacionario de las  
bioconversiones en continuo de ácido ferúlico a vainillina realizadas  

en columna de lecho fijo con células de Escherichia coli JM109(pBB1),  
atrapadas en esponja sintética

D (h-�) C
V
 (g/L) Y

V/F
 (mol/mol) C

V
D (mg L-� h-�)

0 0111  0 033  0 261 0 371
0 0178  0 052  0 671 0 925
0 0222  0 050  0 851 1 10
0 0267  0 030  0 514 0 801
0 0030  0 007  0 069 0 198

D = velocidad de dilución; C
V 
= concentración de vainillina; Y

V/F
 = rendimiento de 

vainillina; C
V
D = productividad de vainillina.
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desde los resultados del rendimiento molar (Y
V/F

) contra D bajo condiciones en 
estado estacionario (tabla 4), es evidente que un incremento del tiempo de residen-
cia desde 45 a 90 h logró una fuerte reducción (de 0.851 a 0.261 mol/mol) de la 
fracción de ácido ferúlico destinado a la producción de vainillina. es probable que, 
bajo estas condiciones, el tiempo de residencia fuera tan largo que llevó el sistema a 
una condición de escasez de co-sustrato (extracto de levadura).

de acuerdo a la hipótesis anterior, el consecuente bajo nivel de acetil-coa po-
dría llegar a ser insuficiente para mantener la actividad de la feruloil-coa sinteta-
za, la primera enzima implicada en la bioconversión de ácido ferúlico a vainillina 
(priefert y cols., 2001), por ello, volviéndose el factor limitante del proceso desde 
el punto de vista bioenergético. un balance de materia para la fuente de carbono 
(resultados no mostrados) indicó que una fracción significativa del ácido ferúlico 
se oxidó completamente a dióxido de carbono; esto sugiere que el microorganismo 
podría tener activado una respuesta metabólica para enfrentar las condiciones de 
estrés energético. como resultado, el microorganismo puede tener expresado una 
fuerte actividad oxidásica, que ya se propuso en trabajos previos (torre y cols., 
2003), probablemente responsable por la oxidación de una porción significante de 
vainillina a ácido vainíllico y el consumo subsiguiente de este intermediario a través 
del ciclo de Krebs. la disminución rápida de Y

V/F
 a D > 0.022 h-1 puede ser atribui-

da, en adición a la fácil lavada de las demás células, también por una inhibición por 
exceso de sustrato de la actividad de una de las enzimas de la ruta de degradación 
del ácido ferúlico. 

aunque el rendimiento de vainillina en relación con el consumo de ácido ferúlico 
obtenido en este trabajo fue satisfactorio a D = 0.022 h-1 (Y

V/F
 = 0.851 mol/mol), la 

fracción de sustrato sin convertir fue siempre muy alta. estos resultados sugieren 
que el desempeño de la bioconversión se podría mejorar significativamente a través 
de una mejora de la tecnología de bioconversión, antes de proceder al uso de fuentes 
naturales de ácido ferúlico. 
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Probióticos en el comportamiento de pollos  
de engorda en la fase de iniciación

Probiotics on Performance of Broiler Chickens 
in the Starter Phase

Martínez-González, J. C.�; Martínez-Herrera, F.;  
Soto-Castillo, J. J.; Castillo-Rodríguez, S. P.

Resumen
el presente trabajo de investigación se realizó en la unidad avícola experimental 
de la uAm agronomía y ciencias de la universidad autónoma de tamaulipas en cd. 
victoria, tamaulipas, méxico. el objetivo fue evaluar el efecto de la adición de un 
probiótico (progain®), sobre el comportamiento de pollos de engorda en la fase de 
iniciación. se utilizaron 100 pollos, de una línea comercial sin sexar. se colocaron 
en una criadora tipo batería durante la primera semana y se proporcionó alimento y 
agua ad libitum, además de la adición de 60 ml de progain/día/100 pollos en el agua 
(periodo de adaptación). los pollos se vacunaron contra el newcastle. la duración 
del experimento fue de cuatro semanas y se utilizó un diseño experimental completa-
mente al azar, con cuatro tratamientos (i = testigo; sólo agua natural; ii = progain 10; 
iii = progain 15; y iv = progain 20) y cinco repeticiones por tratamiento. los pollos 
se dividieron en grupos de cinco por peso. las variables evaluadas fueron ganancia 
de peso semanal, ganancia de peso total y peso vivo mediante el análisis de varianza 
para el diseño antes descrito. no se encontró efecto significativo (p>0.05) de los 
tratamientos para ganancia de peso en la primera, segunda y tercera semana. sin 
embargo, en la ganancia total y final se observaron efectos significativos (p<0.05) 

1 unidad académica multidisciplinaria agronomía y ciencias de la universidad autónoma de ta-
maulipas; centro universitario victoria, apartado postal 149, ciudad victoria, tamaulipas, méxico, 
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de los tratamientos. la ganancia de peso en la primera, segunda, tercera y cuarta 
semana fueron 88.3, 214.6, 229.0 y 320.8 g/semana, respectivamente. mientras que 
las ganancias totales fueron 861.4, 847.6, 799.0 y 905.2 g para los tratamientos i, ii, 
iii y iv, respectivamente.

Abstract
the present work was carried out in the experimental poultry unit of the uAm 
agronomía y ciencias of the universidad autónoma de tamaulipas in cd. victoria, 
tamaulipas. the objective was to evaluate the effect of adding probiotic (progain®), 
on the performance of broilers chickens on starter phase. 100 chickens of a commer-
cial line without sex were used. the chicks were placed in a battery during the first 
week and received concentrate and water ad libitum. 60 ml of progain/day/100 chickens 
were added into the water (adaptation period). the chickens were vaccinated against the 
newcastle. the experiment had four weeks of duration. the experimental design was 
completely randomized, with four treatments (i = control; only natural water; ii = 
progain 10; iii = progain 15; and iv = progain 20) and five repetitions for treatment. the 
chickens were divided in five groups for weight. the variables evaluated were gained 
weekly weight, total gained weight; and body weight by analysis of variance for the 
design described. there was not significant effect (p>0.05) of the treatments for gained 
weight in the first, second and third week. however, in the total and final gained weight 
the treatments were significant (p <0.05). the averages of weight in the first, second, 
third and quarter week were 88.3, 214.6, 229.0 and 320.8 g/week, respectively. While 
total gained weight was 861.4, 847.6, 799.0 and 905.2 g for the treatments i, ii, iii and 
iv, respectively.

Introducción

en la actualidad, méxico afronta una demanda cada vez más creciente de ali-
mentos de origen animal y vegetal para consumo humano, por lo que la pro-
ducción de alimentos es uno de los mayores problemas que enfrenta el sector 

agropecuario. además, existe un desequilibrio entre la producción de alimentos y el 
crecimiento demográfico, lo que obliga a realizar investigaciones para aumentar la 
producción de alimentos, buscando en un principio satisfacer las demandas actuales 
y asegurar la autosuficiencia.

asimismo, la proteína de origen animal (carne, leche y huevos) se ha convertido 
en una parte importante de la dieta del ser humano y su producción se debe incre-
mentar. la forma más sencilla de lograrlo es alimentar a los animales con granos y 
concentrados. sin embargo, esto cada día se dificulta más en países como méxico, 
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donde la competencia por estos alimentos por parte de la población humana hace 
prácticamente imposible su uso.

en méxico, la avicultura enfrenta un periodo de crisis debido a los altos costos 
de producción, principalmente en el rubro de alimentación (cuca y avila, 1982), ya 
que está representa más del 60% de los costos totales de la producción. solucionar 
este aspecto, sin menoscabo de la productividad, ha motivado la búsqueda de diver-
sas alternativas. dentro de las cuales se pueden señalar los aditivos alimenticios. 
como aditivo alimenticio se entiende cualquier sustancia o mezclas de sustancias 
que están presentes en el alimento; este aditivo puede ser nutritivo o no nutritivo, 
fisiológicamente activo o inerte, estar intencionalmente y provocar algunos cambios 
en el individuo (saldaña, 1984). Khajarern y otros autores (1983) proponen cuatro 
mecanismos para explicar el efecto estimulante en el crecimiento de los aditivos ali-
menticios: a) se suprimen los microorganismos responsables de la infección leve no 
reconocible; b) se reduce la producción de toxinas microbianas depresoras del creci-
miento; c) los agentes antimicrobianos reducen la destrucción microbiana de los nu-
trientes esenciales en el canal gastrointestinal; y d) hay un aumento en la eficiencia 
de la absorción y utilización de los nutrientes. entre estos compuestos se incluyen 
los reguladores del crecimiento, los anabólicos, los promotores del crecimiento, las 
enzimas, los ionóforos, los antibióticos, los probióticos, ácidos orgánicos, agentes 
de repartición, etc.

el crecimiento animal requiere de un alimento que esté correlacionado con la 
masa corporal total, para que corresponda a un incremento de los tejidos y órganos 
individuales. los cambios de peso corporal se asocian íntimamente con las altera-
ciones del metabolismo de las proteínas. los productos que ejercen una influencia 
sustancial y directa sobre el crecimiento pueden clasificarse como reguladores del 
crecimiento.

en la actualidad, varios fármacos y un gran número de productos de fermentación 
se están vendiendo para su uso en los animales de granja, atribuyéndoles la virtud 
de estimular el desarrollo o mejorar de algún modo la salud y el rendimiento del 
animal. un uso extensivo de los andrógenos, estrógenos, progestágenos y hormonas 
del crecimiento tiene lugar para estimular el desarrollo y engorde de los animales 
productores de carne.

recientemente con la posibilidad de encontrar residuos antimicrobianos o anabó-
licos en la carne, se ha dirigido la atención de los productores a las sustancias promo-
toras del crecimiento que se utilizan en la producción animal, a su modo de acción y 
aún más, a los aspectos de salud relacionados al uso de estas sustancias (henrique, 
1998). los promotores de crecimiento (olaquindox, lasolacida, monensina, etc.) han 
sido objeto de estudios intensivos desde que fueron introducidos por primera vez a la 
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ganadería. los promotores del crecimiento disminuyen la población de las bacterias 
intestinales de las aves que causan una disminución en el rendimiento. las aves li-
bres de patógenos crecen más rápido con más eficiencia, por lo que no respondieron 
a la acción de los promotores de crecimiento. en cambio los pollitos convenciona-
les tenían un rendimiento casi igual al de los pollitos libres de patógenos cuando 
se les administró los promotores de crecimiento (Walton, 1982).

los antibióticos se utilizan comúnmente en el nivel subterapéutico para promover 
el crecimiento, mejorar la conversión de alimento, reducir la mortalidad y para mejo-
rar la eficiencia reproductiva. si bien los antibióticos no pueden corregir errores en la 
alimentación o en la explotación, su acción será en todo caso tanto más eficaz, cuanto 
más bajo sea el nivel sanitario de la explotación. esto debido a las diferentes maneras 
como actúan los antibióticos, que como sugieren mcdonald y otros autores (1973), 
reducen o eliminan la actividad de los gérmenes patógenos que causan “infeccio-
nes subclínicas”; eliminan las bacterias del animal; estimulan el crecimiento de los 
microorganismos que sintetizan nutrientes conocidos o no identificados; reducen el 
crecimiento de los microorganismos que compiten con el huésped por los nutrientes 
y aumentan la capacidad de absorción del intestino.

por otro lado, en todo el mundo hay preocupación por los problemas de residuos 
químicos en la carne, leche y huevos; lo que ha creado el deseo de buscar alternativas 
para sustituir a los antibióticos y ciertas hormonas (henrique, 1998). es probable 
que los probióticos desempeñen un papel muy importante para eliminar el proble-
ma de los residuos químicos (Wren, 1989). aunque el concepto probiótico no ha sido 
definido completamente se sabe que son preparaciones de bacterias y levaduras que 
son utilizadas para el control de enfermedades y mayor productividad en los animales. 
examinando las evidencias actuales se puede afirmar que los probióticos no serán ca-
paces de reemplazar completamente los antibióticos u otras sustancias químicas, pero 
ellos pueden ayudar a reducir considerablemente el uso de estos compuestos quími-
cos (Wren, 1989). la adición de probióticos en el alimento de aves es una alternativa 
para mejorar la utilización del mismo y así reducir los costos de producción (hoyos, 
1987; males y Jonhson, 1990; Fatec, 1997). los probióticos ayudan a establecer un 
equilibrio satisfactorio de microorganismos gastrointestinales y a formar sustancias 
que mejoran este equilibrio (esminguer y olentine, 1980).

los probióticos optimizan el proceso de digestión de manera natural, favorecien-
do la flora intestinal y/o digestiva. los beneficios del uso de los probióticos en los 
pollos son: mayor ganancia de peso y mejor condición de salud.

en otro orden, las acciones benéficas de la utilización de probióticos en la nutrición 
animal incluyen (hoyos, 1987; cromwell et al., 1991):
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 1. cambio de flora microbial y reducción de E. Coli.
 2. síntesis de lactato con subsiguiente reducción de ph digestivo.
 3. colonización del canal digestivo.
 4. producción de sustancias antibióticas.
 5. reducción de grupos aminotóxicos y niveles de amonia en el canal gastroin-

testinal y sangre.
 6. estimulan la flora natural.
 7. mejor digestión, mejor aprovechamiento y asimilación de la ración.
 8. reducción de diarrea y menor mortalidad.

sin embargo, pollman (1986) señala que existen efectos negativos como:

 1. competencias de nutrientes con organismos del canal digestivo.
 2. disminución de la utilización de carbohidratos.

el probiótico es un producto que está hecho a base de microorganismos vivos y 
que se utiliza como aditivo en la alimentación animal o bien en aplicaciones para 
la conservación de alimentos, como es el caso de los ensilajes (hoyos, 1987; Wren, 
1989; males y Jonhson, 1990). el probiótico (progain®) es un producto natural y 
seguro para todo tipo de ganado, aumenta la digestión de los alimentos, ayudando 
al sistema del animal a aprovechar más completamente la proteína y otros nutrien-
tes, promueve el crecimiento rápido y/o reduce el consumo de alimento. se reco-
mienda para aves, marranos, caballos, vacas y becerros, carneros, chivos, conejos, 
etc. el probiótico se emplea en animales débiles y enfermos para darle fuerza y 
prevenir pérdidas. las principales ventajas de este producto son: aumento de peso 
rápido; mejora de sabor y calidad de la canal; reducción de consumo de alimento; 
aumento de producción y huevos; disminución de tiempo de engorda; reducción de 
problemas sanitarios y las aves son más vigorosas y alertas (anónimo, s/f).

por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adición de di-
ferentes dosis de un probiótico (progain®) en el agua de bebida de pollos de engorda 
en la etapa de iniciación y su efecto sobre la ganancia de peso semanal.

Materiales y métodos

la presente investigación se llevó a cabo en la nave avícola experimental de la 
unidad académica multidisciplinaria agronomía y ciencias de la universidad au-
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tónoma de tamaulipas, en cd. victoria, tamaulipas, localizada a 23°42´58” ln y 
99°09´14” lo y a 330 m sobre el nivel del mar (inegi, 2005).

antes de realizar el experimento la nave fue limpiada, desinfectada con una solu-
ción yodada (isodine) y las paredes fueron quemadas y encaladas. además, las bate-
rías y todos los materiales que se utilizaron en está investigación fueron debidamente 
lavados y desinfectados con una solución yodada (isodine).

se utilizaron 100 pollos de engorda de una línea comercial sin sexar; los cuales fue-
ron colocados en una criadora tipo batería durante la primera semana y se les propor-
cionó alimento y agua a libre voluntad, además de la adición de 60 ml de progain/día 
en el agua, por cada 100 pollos (periodo de adaptación), también la primera semana se 
les aplicó la vacuna contra el newcastle. el alimento suministrado fue de una marca 
comercial elaborado para pollos de engorda en la etapa de iniciación (22% pc) y se 
ofreció ad libitum.

para el presente experimento se utilizó un diseño completamente al azar con cua-
tro tratamientos y cinco repeticiones por tratamiento; las unidades experimentales 
consistieron en grupos de cinco pollitos, procurando que fuesen los más homogéneos 
en cuanto a peso.

el trabajo tuvo una duración de cuatro semanas con un periodo de adaptación de 
una semana. los tratamientos estudiados en el presente trabajo fueron: i = testigo, 
sólo agua natural; ii = progain 10; 1.87 ml de progain en el agua; iii = progain 15; 
3.75 ml de progain en el agua; y iv = progain 20; 5.62 ml de progain en el agua.

la dosificación se realizaba diariamente para lo cual se diluía el probiótico en 
el agua de bebida, buscando que los pollos en cada tratamiento consumieran en su 
totalidad el tratamiento (suministro de agua dos veces al día).

las variables que se midieron fueron: ganancia de peso semanal, ganancia de 
peso total y peso final, para lo cual se pesaron las aves semanalmente en una báscula 
electrónica. la evaluación de los datos se realizó mediante el análisis de varianza, 
descrito para el diseño antes mencionado (cochran y cox, 1981).

Resultados y discusión

Ganancia de peso semanal

en el presente experimento la ganancia de peso en la primer semana durante la etapa 
de iniciación de pollos de engorda de una línea comercial fue de 88.3 g, la cual puede 
ser considerada como baja debido a que los pollitos durante este tiempo deberían 
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tener una ganancia aproximada de 125 g (nrc, 1984). asimismo, castillo (1987), 
castillo (1987a), vásquez (1986) y romero (1986) mencionan que los pollos a una 
semana de edad tenían un peso de aproximado de 110 g. en otros trabajos progain 
mostró aumentar la eficiencia de alimentos en 20 a 25% sobre el testigo y en granjas 
comerciales para la producción de pollos en engorda progain ha aumentado el peso 
de 37 a 42% más que el testigo (anónimo, s/f).

no se observaron efectos (p > 0.60) del tratamiento sobre la ganancia de peso 
en la primer semana. similarmente, dueñes (1997) y legorreta (1996) mencionan 
que la ganancia de peso no se afectó por la adición de un probiótico (probios 180r) 
en el alimento de pollos de engorda. en el cuadro 1 se presentan las medias de ganan-
cia de peso semanal por tratamiento, en el que se puede observar que los pollos que 
recibieron el tratamiento con media dosis de la recomendación comercial ganaron 
más peso que aquellos del tratamiento comercial (95.8 vs 82.6 g), sin que se obser-
varan diferencias significativas (p > 0.05).

igualmente, los tratamientos con progain no afectaron (p > 0.05) las ganancias 
de peso en la segunda y tercera semana, pero sí en la cuarta semana tal y como se 
puede observar en el cuadro 1.

Cuadro 1. Ganancia de peso semanal de pollos alimentados  
con una dieta con Progain durante la fase de iniciación

Tratamiento
Semanas

N � � � 4

testigo 5 88.0 216.4 194.6 361.8a*
progain 10 5 95.8 201.0 226.4 323.8a*
progain 15 5 82.6 202.4 278.6 234.4b*
progain 20 5 86.8 238.6 216.4 363.2a*
Total 20 88.3 214.6 229.0 320.8

*a,b son diferentes (p < 0.05).

en el cuadro 1 se presentan las medias de ganancia de peso correspondientes a las 
semanas de estudio, donde se observa que no existen tendencias lineales en cuanto al 
comportamiento de los animales con relación a los tratamientos (figura 1). debido a 
que los pollos que recibieron algún tratamiento con probiótico, mostraron comporta-
mientos inconstantes a través del periodo de estudio, inclusive fueron superados por 
los del grupo testigo. lo cual está en contra de lo que se cita en la literatura (hoyos, 
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1987; Wren, 1989; anónimo, s/f), donde se menciona que la utilización de los pro-
bióticos mejora la ganancia de peso hasta en un 25% con relación al testigo.

Figura 1. Ganancia de peso por semana de pollos tratados con un probiótico 
(Progain) en el agua de bebida durante la fase de iniciación
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sin embargo, en la cuarta semana se observaron efectos significativos (p < 0.06) 
del tratamiento sobre la ganancia de peso correspondiente a esa semana. cabe des-
tacar que la media general de ganancia de peso fue de 320g, la cual es inferior a la 
mencionada por castillo (1987a) y la nrc (1984). asimismo, en el cuadro 1, se pue-
de observar que los pollos que recibieron el tratamiento de la dosis comercial fueron 
los que mostraron el peor comportamiento (234 g), mientras que los pollos con el 
tratamiento de 1.5 dosis comercial alcanzaron una ganancia de 363 g.

Ganancia de peso total

en el presente experimento, la media general para la ganancia de peso total durante 
la fase de iniciación para pollos de engorda de una línea comercial fue de 920.8 g, la 
cual es similar a la mencionada por vásquez (1986), quien encontró una media de 
ganancia de peso total de 916.0 g; sin embargo, este valor se puede considerar como 
bajo, debido a que la nrc (1984) señala que los pollos de engorda a la cuarta semana 
deben tener un peso medio de 1 100 g, como lo reportaron romero (1986) y Khaja-
rern y otros autores (1983).
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en el cuadro 2 se presentan las medias de ganancia de peso total por tratamien-
to. se observa que los pollos con el tratamiento ii (dosis comercial de progain) 
fueron los que mostraron la menor ganancia total de peso (799 g), mientras que 
los pollos que recibieron el tratamiento iii (progain 1.5) alcanzaron una ganancia 
de 905 g.

Cuadro 2. Medias de ganancias de peso total y final de pollos en la etapa  
de iniciación tratados con un probiótico en el agua de bebida

Tratamientos N Media

Peso total Peso final

testigo 5 861.4ab* 931.0ab*
progain 1 ( 7.5 ml) 5 847.6ab* 912.2ab*
progain 2 (15.0 ml) 5 799.0b 867.2b
progain 3(22.5 ml) 5 905.2a 972.6a
Total 20 853.3 920.0

*ab son diferentes (p<0.05)

Peso final

en cuanto a la media general para peso final en este experimento fue de 920.8 g, la 
cual se puede considerar baja, con relación a la encontrada por castillo (1987), quien 
obtuvo una ganancia de peso final durante la etapa de iniciación de 1 106 g. este au-
tor menciona que los pollos que recibieron el promotor de crecimiento (olaquindox) 
ganaron más peso (+47 g) que los testigos. en el cuadro 2 se observan las medias por 
tratamiento, donde se aprecia que los pollos con el tratamiento ii (progain a dosis co-
mercial) fueron los que tuvieron el menor peso final (867 g), mientras que los pollos 
del tratamiento iii (progain a 1.5 dosis comercial) mostraron el mayor peso final con 
972.6, lo que representó una ganancia de 12%. estos resultados son contradictorios a 
los mencionados por hoyos (1987) y Wren (1989), quienes señalan que los animales 
que reciben probióticos tienen un mejor comportamiento que los del grupo testigo, 
situación que en este experimento no sucedió. 

en la figura 2 se presentan las ganancias de peso por semana para la fase de ini-
ciación.
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Figura 2. Ganancia de peso semanal de pollos tratados con un probiotico  
(Progain) en el agua de bebida durante la fase de iniciación
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Conclusiones

bajo las condiciones del presente trabajo se concluye que la adición del probiótico 
progain no mejoró la ganancia semanal de peso de los pollos. solo se observó que el 
probiótico mejora la ganancia de peso final y total, pero de manera inconstante.

es necesario realizar mayor investigación, buscando la manera de controlar otras 
variables como son consumo de alimento, conversión alimenticia, mortalidad, etc., 
para determinar la utilidad del uso de los probióticos.

Bibliografía

anónimo (s/f), Progain. Garden World Products, laredo, texas.
castillo c., s. (1987), “antibióticos y olaquindox como promotores de crecimientoantibióticos y olaquindox como promotores de crecimiento 

en pollos de engorda.”, Seminario de Investigación II, cd. victoria, tamaulipas, 
Facultad de agronomía-uAt: 23.

castillo r.; s. p. (1987a), “niveles de olaquindox en la alimentación de pollos de 
engorda en la etapa de iniciación”, Seminario de Investigación II, cd. victoria, 
tamaulipas, Facultad de agronomía-uAt: 28.

chochran, W. g.; g. m. cox (1981), Diseños experimentales, méxico, uAtheA. 
cromwell, g. l. (1989), Industria Porcina. department of animal sciences, univer-

sity of Kentucky: 7-9.

1000

600

c
on

ce
nt

ra
ci

ón
 d

e 
va

in
ill

a 
(m

g/
l)

800

400

200

0

testigo progain i progain ii progain iii

1 2 3 4

semanas

4



215

probióticos en el comportAmiento de pollos de engordA

cuca, m.; e. Ávila (1982), La alimentación de las aves de corral, chapingo, méxi-
co, colegio de postgraduados-enc-inip-sAg.

dueñes, J. J., s. p. castillo, J. J. soto; J. c. martínez (1997), “lactobacilos en la 
alimentación de pollos de engorda”, Memorias, xxvi Reunión de la Asociación 
Mexicana de Producción Animal, chapingo, méxico: 189-192.

esminger, m. e.; c. g. olentine (1990), Alimentos y nutrición de los animales, bue-bue-
nos aires, argentina, el ateneo.

Fatec. (1997), “Fatec. probiótico calsporin”, Boletín Informativo, são paulo 12 p.
henrique a. p. F. (1998), Efeito de probióticos, antibióticos e ácidos orgânicos e 

suas combinações sobre o desempenho e rendimento de carcaça de frangos de 
corte. [dissertação], pirassununga, são paulo, Faculdade de Zootecnia e engen-
haria de alimentos.

hoyos, g. (1987), Probiótico: Tecnología de Vanguardia en Síntesis Porcina 6:33-39.
inegi (2005), Anuario estadístico del estado de Tamaulipas, edición �005, aguasca-

lientes, ags., instituto nacional de estadística, geografía e informática: 289.
Khajarern, s. J. m.; bunsidhi d.; Yodserance s. (1983), “los efectos promotores de 

bayo-n-ox, la lincomicina y el ácido arsanílico en pollos de engorda”, Boletín 
Informativo, méxico, bayer de méxico, s. a.

legorreta, c. r., J. dueñes, l.; J. c. martínez, g. (1996), “probióticos en la ali-
mentación de pollos de engorda en la fase de iniciación”, Memoria. VIII En-
cuentro Regional de Investigación Científica del Golfo de México, cd. victoria, 
tamps., academia tamaulipeca de investigación científica y tecnológica: 155 
(resumen).

males, J. r.; b. Johnson (1990), “probiotics- What are they? What do they do?”, J. 
Anim. Sci. 68 (suppl. 1):504 (abstract).

mcdonald, p. r. a. eduards; J. F. d. greenhalg (1973),1973), Nutrición Animal, Zaragoza, 
acribia: 414-418.

nrc (1984), Nutrient Requeriments of Poultry, national research council, Washing-
ton, d.c.,national academy press.

pollman, d. s. (1986), “probiotics in pig diets”, W. haresing, d. J. cole (eds.), Re-
cent Advances in Animal Nutrition, londres, butterworths.

romero, v.g. (1986), “sustitución de un concentrado comercial por pulpa de cítri-sustitución de un concentrado comercial por pulpa de cítri-
cos y/o melaza en raciones para pollos de engorda”, Seminario de investigación 
II, Facultad de agronomía-uAt. cd. victoria, tamaulipas, Facultad de agrono-
mía-uAt: 28.

saldaña, g. g. a. (1984), “digestibilidad in vivo de raciones completas que inclu-
yen diferentes nivelas de monensin”, Seminario de Investigación II, cd. victoria, 
tamps., Facultad de agronomía-uAt: 35.



vázquez, c. J. (1986), “diferentes niveles de olaquindox en pollos de engorda”, 
Seminario de Investigación II, cd. victoria, tamaulipas, Facultad de agronomía-
uAt, p. 28.

Walton, J. r. (1989), Industria Porcina, chester high road, neston, Wirral, rei-
no unido, departamento de ciencias veterinarias, universidad de liverpool: 
6-10.

Wren, W. b., (1989), Probióticos. Programas prácticos para ganado, large animal 
veterinary.

216

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios



217

Aplicación de la biotecnología para utilización  
de lignocelulosa y avances sobre bioproducción de xilitol

Application of Biotechnology for Utilization  
of Lignocellulose and Advances on Xylitol Bioproduction

Silva, S. S.*�; Cunha, M. A. A.�; Santos, J. C. �; Carvalho, W. �;  
Sarrouh, B. F. �; Branco, R. �; Coelho, T.C. �; Santos, D. T. �; Campos, J. R.�

Resumen
el uso de biomasa renovable como sustrato en procesos biotecnológicos es una alter-
nativa sostenible y adecuada que permite la producción de nuevos alimentos, produc-
tos químicos y farmacéuticos evitando el daño al medio ambiente. brasil es un país 
conocido por su gran cantidad de recursos renovables, tales como el bagazo de caña 
de azúcar generado a partir de las industrias azúcar-alcohol. esta biomasa puede ser 
utilizada de forma exitosa en varios bioprocesos para la obtención de productos de 
alto valor agregado como el xilitol. el xilitol es un alcohol de azúcar anticariogénico 
con importantes propiedades tecnológicas y biomédicas. la producción microbiana 
de xilitol usando residuos lignocelulósicos como sustrato constituye un desafío para 
la biotecnología moderna y goza de varias ventajas económicas en comparación con 
los procesos químicos convencionales. en este sentido, el grupo de investigación ha 
centrado sus esfuerzos en diferentes estrategias para la bioproducción de xilitol a par-
tir del bagazo de caña de azúcar, incluyendo estudios con células inmovilizadas que 
utilizan diferentes soportes y biorreactores.

* e-mail: silvio@debiq.faenquil.br
1 Facultad de ingeniería Química de lorena-Faenquil, departamento de biotecnología, rodovia 
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Abstract
the use of the renewable biomass as substrate in biotechnological processes is a sus-
tainable and good alternative which to allow the production of new foods, chemicals 
and pharmaceuticals without environmental damage. brazil is well known as a country 
with wide renewable resources such as sugarcane bagasse generate by sugar-alcohol 
industries. this biomass can be successful used in several bioprocesses for obtaining 
of high aggregate value products like xylitol. Xylitol is a sugar-alcohol anticariogenic 
with important technological and biomedical properties. the microbial production of 
xylitol using lignocellulosic residues as substrate is a challenge for the modern bio-
technology and has several economic advantages in comparison with the conventional 
chemical process. in this way, our research group has dedicated efforts in different 
strategies for xylitol bioproduction from sugarcane bagasse, including studies with 
immobilized cells utilizing different supports and bioreactors. 

Introducción

el uso de recursos renovables conlleva amplias implicaciones en el mundo 
actual. la biomasa celulósica tiene gran importancia en el impacto medio-
ambiental, en relación con su deterioro, el calentamiento global y el cambio 

climático. de hecho, actualmente la agricultura en general está aumentando y de-
ben de desarrollarse nuevos procesos tecnológicos compatibles con la sostenibilidad 
energética. en este sentido, el uso de recursos renovables en los procesos tecnológi-
cos resulta fundamental para generar nuevos alimentos y energías. el uso de biomasa 
renovable como sustrato en procesos biotecnológicos es una alternativa adecuada y 
sustentable. brasil está reconocido como un país con potenciales recursos renova-
bles como es el caso del bagazo de caña de azúcar. este residuo agroindustrial se 
genera a partir de las industrias del alcohol de azúcar y representa una importante 
biomasa con posibilidades de ser utilizada en procesos biotecnológicos. esta bioma-
sa puede ser usada con éxito en varios bioprocesos para elaborar productos químicos 
y materias primas.

el bagazo de caña de azúcar, un residuo obtenido después del triturado de la caña 
para extraer el caldo, es el residuo lignocelulósico más abundante en brasil, gene-
rando aproximadamente 116-millones de toneladas por año (cunha y cols., 2005). 
aunque la mayoría del bagazo ha sido empleado por la propia industria de la caña 
de azúcar para la generación de energía, existe un excedente de este residuo agroin-
dustrial, por lo que se han evaluado varias alternativas de uso. las tecnologías estu-
diadas incluyen la producción de xilitol, etanol, papel, enzimas y otros (domínguez 
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y cols., 1996). entre estas alternativas la producción de xilitol se muestra como la 
más atractiva, dado que el xilitol es un compuesto de gran valor añadido que puede 
usarse en un gran número de industrias, incluyendo la alimentaria, odontológica, 
cosmética y farmacéutica.

la eficiencia y la productividad de este poliol mediante procesos de fermentación 
depende principalmente de los microorganismos y de las condiciones empleadas en el 
proceso. en los últimos diez años, el grupo de bioprocesos y microbiología aplicada 
del departamento de biotecnología de la Facultad de ingeniería Química de lorena, 
brasil, ha estado estudiando los factores que afectan a la biosíntesis de xilitol a par-
tir de residuos lignocelulósicos. la meta principal de este proyecto de investigación 
es desarrollar una tecnología de bajo costo para la producción de xilitol a gran escala. 
el objetivo de este trabajo es presentar algunos resultados de los avances alcanzados 
por el grupo, relacionados con los parámetros microbiológicos en la producción de 
xilitol mediante procesos biotecnológicos usando células de levadura de Candida 
guilliermondii fti 20037 en diferentes condiciones experimentales.

debido a lo limitado de la información científica y técnica existente respecto al 
uso de sistemas de células inmovilizadas en relación con la bioconversión de la xilo-
sa a xilitol, los autores han dedicado su esfuerzo a conseguir una mejor evaluación 
de estos sistemas. se han desarrollado algunos estudios como por ejemplo el 
uso de sistemas celulares atrapados en alginato cálcico y sistemas de células absor-
bias en cristal poroso (carvalho y cols., 2003 y marton y cols., 2003), y más recien-
temente el uso de matrices de alcohol polivinilo como soporte de inmovilización 
en la bioproducción de xilitol. los sistemas biocatalíticos inmovilizados ofrecen 
algunas ventajas sobre los sistemas de células libres, tales como la protección ante 
condiciones ambientales adversas, la posibilidad de reutilización de las células, el 
uso de altas densidades celulares que posibilitan mayores velocidades de procesado 
y elevadas tasas de dilución operando en contínuo. además, las células o enzimas 
inmovilizados ofrecen un prometedor potencial para la mejora en la eficiencia de los 
bioprocesos. en este trabajo se presentan los principales aspectos biotecnológicos de 
los procesos de fermentación que se relacionan con la producción de xilitol.

Materiales y métodos

Microorganismos

en todos los experimentos se empleó el filtrado de levadura de Candida guilliermon-
dii fti 20037, obtenido en el departamento de biotecnología de la Facultad de in-
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geniería	Química	de	Lorena,	Faenquil,	Lorena;	Brasil	[1].	El	cultivo	fue	mantenido	
en agar inclinado de extracto de malta a 4ºc. este cultivo posee la particularidad de 
crecer usando la xilosa como fuente de carbono. 

Cultivo del inóculo

las células de levadura Candida guilliermondii fti 20 037, descritas por barbosa y 
cols. (1998), se mantuvieron a 4ºc en agar inclinado de extracto de malta. una mues-
tra de células fue transferida a erlenmeyers de 125 ml que contenían 50 ml de medio 
de crecimiento (30 g l-1 de xilosa, 3 g l-1 de sulfato amónico, 0.1 g l-1 de cloruro de 
calcio y un 10% v/v de extracto de salvado de arroz). el inóculo fue cultivado en un 
agitador rotatorio a 200 rpm y 30ºc durante 24 horas. más tarde, las células fueron 
colectadas por centrifugación (2 000 x g, 15 min), aclaradas con agua destilada esté-
ril, centrifugadas y resuspendidas en agua destilada estéril para obtener una suspen-
sión con alta concentración de células.

Obtención y preparación de hidrolizado de bagazo de caña de azúcar

el hidrolizado hemicelulósico se obtuvo a partir de la hidrólisis ácida de bagazo de 
caña de azúcar, según se ha descrito previamente (carvalho y cols., 2003). 

Condiciones de fermentación

las fermentaciones se realizaron en frascos erlenmeyer de 125 ml con agitación o 
en fermentadores de lecho fijo (1 y 2.5 l), usando xilosa o hidrolizado hemicelulósi-
co y añadiendo nutrientes como se describe arriba. el sistema de fermentación estaba 
equipado con controladores de ph, po2, temperatura y aireación.

Métodos analíticos

se prepararon diluciones adecuadas de muestras por filtración a través de un filtro de 
0.22 micron (Waters set-pak cartridge -millipore corp., estados unidos).
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la xilosa, glucosa, arabinosa, ácido acético y xilitol se analizaron en cromato-
grafía líquida de alta resolución (hplc), usando una columna bio-rad aminex hpx-
87 h a 45 ºc y so4 h2 0.02 n como eluente a una tasa de flujo de 0.6 ml min-1.

el crecimiento fue monitorizado mediante la medida de la turbidez a 600 nm. la 
masa celular se estimó usando una relación entre la densidad óptica y el peso seco 
celular.

el coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno (k
L
a) se determinó bajo 

condiciones estándar de fermentación por el método de “gassing-out” descrito por 
pirt (cunha y cols., 2005).

Resultados y discusión

en las levaduras fermentadas con xilosa, ésta se redujo por la xilosa- reductasa 
nAdph- y/o nAdh-dependiente (xr) a xilitol, el cual es entonces oxidado a xilulosa 
principalmente por la xilitol-deshidrogenasa nAd+-dependiente (xdh). seguida-
mente, la xilulosa es fosforilada por la xilulosa- kinasa a xilulosa 5-fosfato, que 
puede entonces introducirse en la ruta de la pentosa fosfato y consecuentemente en 
las rutas glicolíticas (figura 1). 

respiratory chain

pentose phosphate pathwayemp pathway

nad (p) h nad (p) + nad +     nadh atp     adp

XYlose

h2o         02

XYlitol XYlulose XYlulose 5-p
Xylose redutase         Xylitol dehidrogenase

tca

Figura 1. Esquema simplificado del metabolismo de la xilosa  
mediante levaduras fermentadoras de xilosa

la síntesis biológica del xilitol está regulada por varios parámetros fisiológicos y, 
bajo todas las condiciones estudiadas, esta cepa de levadura (Candida guilliermondii 
fti 20037) fue capaz de excretar xilitol a diferentes tasas (cunha, converti y cols., 



222

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios ii

2006; morita y silva, 2000). la cepa ha demostrado, además, capacidad para crecer 
en un medio rico en xilosa, lo que no es común en la mayoría de las cepas de levadu-
ras. el uso de bagazo de caña de azúcar como sustrato (el cual es rico en xilosa) en 
procesos fermentativos para la producción de xilitol, consiste inicialmente en azúca-
res liberados a partir de la porción hemicelulósica mediante un proceso de hidrólisis 
ácida suave. este proceso está acompañado por la formación de cantidades conside-
rables de productos de descomposición de la hemicelulosa, tales como el furfural, 
hidriximetilfurfural, ácido acético y otros productos derivados de la degradación de la 
lignina. estos compuestos químicos interfieren negativamente con el crecimiento de 
las células de levadura (cunha, rodríguez y cols., 2006) y con la adicional fermen-
tación del xilitol (rodríguez y cols., 2001; silva y cols., 1997; mussato y roberto, 
2001). así pues, el uso de esta biomasa hidrolizada como medio de fermentación para 
el crecimiento de microorganismos resulta crítico y se necesitan varios tratamientos 
para extraer estos productos. el crecimiento celular en este hidrolizado y la formación 
de xilitol dependen del tratamiento y de las condiciones de fermentación empleadas. 
en el presente trabajo el tratamiento empleado fue capaz de reducir algunos compues-
tos tóxicos en el hidrolizado, así se observó un buen funcionamiento de C. Guillier-
mondii en el xilitol excretado en el caldo (cunha, converti y cols., 2006; domínguez 
y cols., 2006; silva y cols., 1998). el efecto de algunos parámetros contracorriente en 
este bioproceso fue determinado. el efecto de la temperatura no resultó muy signifi-
cativo, los mejores resultados en la producción de xilitol se alcanzaron a los 30 ºc. 
para medios sintéticos es posible llevar a cabo este proceso de fermentación a ph bajo 
(3-4), pero en los substratos hemicelulósicos los mejores funcionamientos en fermen-
tación ocurrieron a un valor alto de ph (5.3-6.0). este hecho es debido a la presencia 
de inhibidores como el ácido acético en los hidrolizados y su efecto sobre la membra-
na celular (cunha, converti y cols., 2006). la producción de xilitol se estimuló por al-
tas concentraciones de xilosa, y los mejores valores de Yp/s (0.83 g g-1) se alcanzaron 
usando 70 g l-1 de la xilosa inicial. la presencia de glucosa, ácido acético y furfural 
mostraron un efecto negativo sobre la biosíntesis de xilitol (pirt, 1975). la tasa de 
aireación resultó el principal factor fisiológico que afecta a la producción de xilitol, y 
los mejores resultados se alcanzan usando un ingreso bajo de oxígeno o limitando su 
entrada. en el presente trabajo, la máxima producción de xilitol (41.76 g l-1) a partir 
del bagazo de caña de azúcar y la máxima productividad volumétrica de xilitol (0.87 
g l-1 h-1) se lograron bajo un tiempo de agitación de 400 min -1 y una tasa de aireación 
de 0.45 v.v.m (morita y silva, 2000). bajo estas condiciones, mediante el control de 
la tasa de aireación, el K

L
a para la máxima producción de xilitol es aproximadamente 

de 27 h-1. este resultado puede explicarse por el efecto del oxígeno en el metabolis-
mo de la xilosa y la regeneración de cofactores para la enzima xilosa-reductasa. un 
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modelo matemático simple adaptado para este bioproceso mostró que entre el 10 y el 
30% de la producción de xilitol no estuvo asociada con el crecimiento celular.

experimentos llevados a cabo con células inmovilizadas y reciclado de células 
han mostrado un considerable incremento en la productividad volumétrica del xi-
litol. algunos soportes como el alginato cálcico, cristal poroso, zeolita (figura 2), 
alcohol polivinilo (figura 3) y bagazo de caña de azúcar (figura 4) han sido utiliza-
dos para la inmovilización de C. Guilliermondii. todos ellos presentaron resultados 
interesantes en el bioproceso.

 
Figura 2. Fotografía de microscopía electrónica de barrido mostrando 

células de Candida guilliermondii inmovilizadas en zeolita

Figura 3. Fotografía de microscopía electrónica de barrido mostrando  
células de de Candida guilliermondii inmovilizadas en pva-criogel

las matrices de hidrogeles de alcohol polivinilo como pva-cryogel (cunha, ro-
dríguez y cols., 2006) pvA-cryogel (cunha, rodrígues y cols., 2006) y pvA-lentiKats 
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(cunha, converti y cols., 2006) han mostrado un buen rendimiento en los procesos 
de bioconversión de xilosa a xilitol. estas matrices presentan mayor resistencia me-
cánica que otras matrices de polímeros naturales como el alginato, además, poseen 
una estructura macroporosa y no son tóxicas para los microorganismos. resultó po-
sible usar estos soportes para ciclos fermentativos sucesivos y, como resultado, la 
producción de xilitol, el factor de rendimiento y la productividad volumétrica au-
mentaron con el reciclado progresivo de células (cunha, rodrígues y cols., 2006).

Figura 4. Fotografía de microscopía electrónica de barrido 
mostrando células de Candida guilliermondii inmovilizadas 

en bagazo de caña de azúcar

el bagazo de la caña de azúcar se considera un interesante soporte de inmoviliza-
ción debido a su abundancia y bajo costo. los resultados experimentales mostraron 
que el bagazo de caña de azúcar tiene un gran potencial para ser usado en la inmovi-
lización	celular	durante	los	procesos	fermentativos	en	la	producción	de	xilitol	[18].	

de acuerdo con los resultados, los ensayos biotecnológicos para la producción 
de xilitol se muestran eficientes y pueden obtenerse altas tasas de producción de 
xilitol bajo condiciones controladas de fermentación. para desarrollar un proceso de 
fermentación eficaz en aplicaciones a gran escala se requiere un control adecuado 
de la entrada de oxígeno que permita la formación de xilitol a partir del hidrolizado 
de bagazo de caña de azúcar. la levadura de Candida guilliermondii usada en este 
bioproceso es potencialmente útil para la producción de xilitol a partir de sustratos 
hemicelolósicos, debido a los elevados rendimientos de xilitol alcanzados, compara-
bles con los obtenidos en medios sintéticos. las técnicas de inmovilización celular 
pueden contribuir a la obtención de mejores resultados de bioconversión. realmente, 
algunos parámetros a contracorriente están bajo estudio en nuestros laboratorios, así 
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como estudios acerca de las propiedades biomédicas del xilitol obtenido mediante 
procesos biotecnológicos.
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Aprovechamiento del bagazo de caña  
para la producción de xilitol

Use of the Sugar Cane Bagasse 
for The Production of Xylitol

Rodríguez Durán, N. A.; Bustos Vázquez, G.;  
Gámez García, S.; López González, P.; Compeán Ramírez, E.

Resumen
la caña de azúcar es uno de los principales productos agrícolas de méxico y se indus-
trializa principalmente para la obtención de sacarosa. actualmente, el consumo de este 
edulcorante ha disminuido debido a nuevas tendencias nutricionales o a la utilización 
en la industria de los alimentos de otros endulzantes más económicos. un cambio de 
“industria azucarera” a “industria del cultivo de caña” permitiría un aprovechamiento 
integral de dicho cultivo. la presente revisión bibliográfica trata sobre la situación de 
la industria azucarera, el porqué de la importancia del aprovechamiento del bagazo 
de caña para la producción de xilitol, así como de las características y opciones de 
producción de este edulcorante. también se mencionan investigaciones realizadas en 
torno a la producción biotecnológica de xilitol a partir de materiales lignocelulósicos.

Abstract
the sugar cane is one of the principal agricultural products of mexico and it becomes 
industrialized principally for the obtaining of saccharose. at present, the consump-
tion of this sweetener has diminished due to new nutritional tendencies or the use in 
the industry of foods of other economic sweeteners. a change of “sugar industry” to 
“industry of the cane culture” would allow an integral advantage of this culture. the 
present bibliographical review treats on the situation of the sugar industry, because of 
the importance of the use of the sugar cane bagasse for the production of xylitol, as 
well as of the characteristics and options of production of this sweetener. also there 



are mentioned investigations realized concerning the biotechnological production of 
xylitol from lignocellulosics materials.

Introducción

la caña de azúcar es una gramínea tropical del género Saccharum, que perte-
nece a la misma familia que la del sorgo y el maíz, la composición del tallo 
es de aproximadamente 75% de agua y el 25% de fibras y sólidos solubles. 

el jugo del tallo está constituido por sacarosa, glucosa, fructosa, minerales, proteí-
nas, gomas, polisacáridos, ácidos orgánicos y compuestos misceláneos de menor 
importancia enumerados por lo general como un porcentaje de los sólidos del jugo 
(James, 1999). 

la caña de azúcar se cultiva prácticamente en todas las regiones tropicales y sub-
tropicales de la tierra. en méxico, este cultivo es uno de los seis principales productos 
agrícolas junto con el maíz, el frijol, el trigo, el café y el sorgo, ocupando este país el 
sexto lugar a nivel mundial con el 3.34% de la producción, y siendo brasil el mayor 
productor con un 28.6% (ver tabla 3) (procaña, 2002; ramírez Juárez, 2001). 

en tamaulipas su producción representa el 34.9% de la producción total del esta-
do, obteniendo el sexto lugar a nivel nacional con el 4.71%, mientras que el primer 
lugar lo ocupa el estado de veracruz con un 37.29% (ver tablas 1 y 2).

Productos y subproductos del cultivo de caña de azúcar

la caña de azúcar es industrializada en los ingenios azucareros para obtener sacaro-
sa como producto principal, girando su economía en torno a este edulcorante, cuya 
demanda decrece debido al surgimiento de tendencias nutricionales en las que lo 
cotizado son los alimentos bajos en calorías, además de la aparición en el mercado de 
edulcorantes naturales de menor costo y ligeramente mayor poder edulcorante como 
los Jarabes de maíz ricos en Fructosa (jmrf). 

los productos secundarios que se obtienen a partir de la caña de azúcar son me-
lazas o mieles, bagazo, cachaza de los filtros, cenizas de los hornos y gases de com-
bustión. estos subproductos pueden utilizarse como materias primas para una amplia 
gama de derivados (James, 1999; mesa oramas, 2004; sagarpa, 2004). 

la melaza o miel final es un subproducto que tiene dos usos principales: uno es 
en la alimentación de ganado (sola o mezclada con fuentes de celulosa como el baga-
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zo) y el otro en la producción de alcohol, ya sea como combustible líquido renovable 
o para la elaboración de ron (James, 1999; mesa oramas, 2004).

mientras que la cachaza de los filtros se utiliza por lo general como fertilizante, 
abono orgánico (sustituyendo el empleo de compuestos químicos), y a veces como 
un aditivo para los alimentos de los animales (James, 1999; mesa oramas, 2004). 

el bagazo o megazo es el residuo de la molienda de la caña que sale del últi-
mo molino, contiene el azúcar no extraído, fibra leñosa (aproximadamente 40% 
de celulosa, 30% de hemicelulosa y 20% de lignina) y de un 45 a un 55% de agua. 
se utiliza principalmente como combustible directo en la fábrica, permitiendo la 
cogeneración de energía eléctrica durante el proceso de fabricación de azúcar; los 
excedentes se pueden emplear para la producción de furfural, generación de elec-
tricidad, de metano o metanol, forrajes, carbón activado, sustrato en la producción 
de setas y/o xilitol, así como para la fabricación de pulpa, cartón, papel y tableros 
(cabrera et al., 2004; gámez et al., 2004; James, 1999; mesa oramas, 2004; rangel 
et al., 2005).

el bagazo puede considerarse un contaminante cuando no se emplea en su to-
talidad como combustible en los ingenios azucareros y el excedente es solamente 
desechado. esto implica una pérdida económica, ya que no se genera ninguno de 
los posibles ingresos monetarios que se obtendrían de la fabricación de los deriva-
dos ya mencionados, en especial se pierde la oportunidad de producir un edulcorante 
competitivo en el mercado. el aditivo en cuestión es el xilitol, sobre el cual ya se 
han realizado estudios estableciéndose su factibilidad de producción a partir de lico-
res, obtenidos con el tratamiento del bagazo con ácidos débiles y altas temperaturas 
(hidrólisis ácida) o con enzimas (hidrólisis enzimática), fermentados con diversos 
microorganismos capaces de efectuar la bioconversión de xilosa a xilitol. además, 
la biomasa generada también podría utilizarse como proteína unicelular (aguilar r., 
2000; aguilar et al., 2002; bustos vázquez, 2001; bustos et al., 2003; gámez, 2003; 
gámez et al., 2004; rangel et al., 2005; rodríguez chong et al., 2004).

Situación de la industria azucarera

en méxico la industria azucarera es una actividad de suma importancia dentro del 
sector primario de la economía nacional, sin embargo, el proceso de obtención de 
azúcar presenta niveles de obsolescencia que orillan a los ingenios hacia la pérdida 
de materias primas e insumos generando contaminantes y reduciendo sus ganan-
cias. por lo que se necesitan llevar a cabo profundas transformaciones en aspectos 
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tecnológicos, en eficiencia y en aprovechamiento de los co-productos (sagarpa, 
2004).

la industria azucarera se ha visto desfavorecida por el rápido desarrollo del 
mercado de edulcorantes diferentes del azúcar que ocupan en la actualidad un alto 
porcentaje del mercado total de edulcorantes en el mundo. aunque el azúcar con-
tinúa siendo el edulcorante de mayor preferencia a nivel mundial, se apreció una 
tendencia (a mediados de los años 90) a sustituirla por otros, ya sean calóricos o 
artificiales. otro factor que ha contribuido a esta tendencia favorable a la sustitu-
ción del azúcar es la mayor preocupación que han prestado algunos países hacia 
las cuestiones dietéticas y hábitos de alimentación por parte de los consumidores 
finales (mesa oramas, 2004).

el Jarabe de maíz rico en Fructosa (jmrf) es un edulcorante que compite comer-
cialmente con la sacarosa; éste se obtiene después de moler el maíz y utilizar sus pro-
piedades principales para otros productos. en la década comprendida entre 1975 y 
1985, los estados unidos de américa iniciaron una política de sustitución del azúcar 
por jmrf, que es un edulcorante más barato y del cual ellos mismos son productores. 
de esta manera iniciaron la sustitución de sus importaciones de sacarosa por un in-
sumo local, creando subsidios directos a la producción de maíz y permitiendo así a 
los productores del edulcorante tener una materia prima muy económica. este país 
se convirtió de netamente importador de edulcorantes (dependiente de la producción 
extranjera) a un exportador neto de edulcorantes (Félix, 2002; nova gonzález y 
peña castellanos, 2002).

en la actualidad la industria azucarera debe enfrentar tres grandes problemas: la 
injusta y desleal competencia con otros edulcorantes (por ejemplo los jmrf), la falta 
de eficiencia energética que le hace poco competitiva y la contaminación que pro-
duce. debido a estos factores se han reducido significativamente las áreas de culti-
vo de caña y se ha provocado el cierre de muchos ingenios, dejando sin ocupación 
a miles de campesinos y obreros. por lo tanto, el desarrollar una buena alternativa 
para utilizar al máximo cada uno de los productos y subproductos derivados de la 
caña de azúcar contribuirá al mejoramiento de las condiciones económicas de este 
grupo de la sociedad. es decir, es necesario diversificar la gama de productos del 
sector mediante la implementación de sistemas alternativos para la producción de 
energía y combustibles, aditivos alimentarios, la producción de alimento animal y 
de otros derivados, lo cual apunta a obtener ventajas comerciales y estratégicas (ca-
brera et al., 2004; horta nogueira et al., 1999; sagarpa, 2004)

la industria azucarera diversificada es definida como un sistema flexible, capaz 
de reaccionar, variando la correlación entre los volúmenes fabricados de cada pro-
ducto, a fin de operar siempre en el rango de máxima ganancia. un central azucarero 
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diversificado permite un mejor aprovechamiento de los residuos de la agroindustria, 
es decir, un aprovechamiento integral del cultivo de caña con el menor impacto eco-
lógico. en la figura 1 se muestra un diagrama de proceso de la caña de azúcar obte-
niendo como producto fundamental al azúcar, sin llevar a cabo un aprovechamiento 
integral (horta nogueira et al., 1999).

Producción de xilitol

el xilitol es un poliol que se emplea como edulcorante calórico de baja intensidad. es 
un pentitol o polialcohol de cinco carbones que proviene de la reducción de la xilosa 
y se presenta en la naturaleza en pequeñas cantidades, en las levaduras, hongos, lí-
quenes, en algunas frutas y verduras. asimismo se forma en el cuerpo humano como 
un intermedio normal en el metabolismo de la glucosa (cruz Freire, 2005; cubero et 
al., 2002; garcía 2005; larosa, 2000; rangel et al., 2005).

h2o

trituración molienda

bagazo

Jugo

Jugo	clarificado

Clarificación

cao + calor

cachaza

evaporación h2o

meladura

h2ocristalización
masa
cocidacentrifugación

melaza

azúcar iniciadores
o semillas

caña de azúcar

Figura 1. Diagrama del proceso de la obtención de la azúcar de caña
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el xilitol, como el resto de los polioles, tiene un reducido valor energético debido 
a que son parcialmente absorbidos en el intestino delgado. así, una gran parte del 
poliol alcanza el intestino grueso, donde es biológicamente degradado a ácidos gra-
sos, metano y anhídrido carbónico, entre otros productos. dichos ácidos grasos son 
parcialmente absorbidos por el intestino grueso, entrando en el metabolismo inter-
medio (garcía, 2005; James, 1999; larosa, 2000; rangel et al., 2005).

en cuanto a su poder edulcorante, éste es similar al de la sacarosa y varía de 0.85 
a 1.25 dependiendo del ph, concentración, temperatura y otros factores. una con-
centración de 10 % de xilitol tiene una dulzura igual a un 10 % de sacarosa (cruz 
Freire, 2005; garcía, 2005; rangel et al., 2005).

una característica organoléptica importante es que su ingestión produce una sen-
sación de frescura similar al mentol. además, es un producto que no produce caries, 
ya que no es metabolizado por los microorganismos específicos (Streptococcus mu-
tans y Lactobacillus acidophilus) presentes normalmente en la flora bucal. al no 
ser un sustrato para la placa dental no produce acidez en la cavidad bucal, lo cual 
sí sucede cuando se consume glucosa, lo cual constituye una ventaja, pues un bajo 
ph favorece la retención y crecimiento de los microorganismos responsables de las 
caries. su ingestión, incluso, puede estabilizar las caries existentes, pues con el gran 
efecto refrescante que ocasiona en la boca provoca un aumento del flujo de saliva, lo 
que favorece la limpieza y protección de los dientes, además baja el desarrollo de la 
placa dental e inhibe el crecimiento de las bacterias asociadas a la caries (cubero et 
al., 2002; delgado et al., 2004; garcía, 2005; James, 1999; larosa, 2000; rangel 
et al., 2005). 

el xilitol no lleva a cabo la reacción de maillard, por lo cual no provocan oscure-
cimiento ni disminuyen el valor biológico de las proteínas. el xilitol no es utilizado 
por la mayoría de los microorganismos, por lo tanto los productos hechos con xilitol 
tienen menor riesgo de sufrir una descomposición (cubero et al., 2002; cruz Freire, 
2005; rangel et al., 2005).

el xilitol se utiliza en diversos productos, algunos de ellos son los siguientes 
(cubero et al., 2002; larosa, 2000; James, 1999):

 • en productos que no producen caries, como por ejemplo preparaciones para la 
higiene oral ya sea pastas dentales o tópicos, aprovechando su beneficio den-
tal, su poder edulcorante (casi igual al de la sacarosa) y la sensación de frescor 
en la boca. 

 • en preparaciones farmacéuticas, por ejemplo pastillas, tabletas, jarabes y en 
soluciones para uso parenteral. se emplea en estos productos porque tiene una 



236

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios ii

baja higroscopicidad, una buena compresibilidad y un bajo punto de fusión. 
en cuanto a la alimentación parenteral, su uso se justifica en que puede sus-
tituir a la dextrosa por el hecho que el xilitol no es insulino-dependiente, ya 
que se metaboliza en el ciclo pentosa-fosfato, formándose agua y anhídrido 
carbónico siendo independiente de la insulina, además por tener la ventaja de 
que por esterilización con calor las soluciones no se coloran. 

 • en alimentos dietéticos o productos para diabéticos, como por ejemplo gomas 
de mascar, chocolates, caramelos, jaleas, dulces, mermeladas, bebidas, hela-
dos. se emplea en estos productos por su aportación baja de calorías y por no 
necesitar de insulina para ser metabolizado.

el xilitol es un edulcorante que se encuentra ampliamente distribuido en la natu-
raleza en ciertas frutas, hortalizas y cereales, pero en muy pequeñas cantidades por 
lo que su extracción de estas fuentes resulta poco rentable. industrialmente, se pre-
para a partir de la d-xilosa, obtenida por hidrólisis de hemicelulosa proveniente de 
materiales lignocelulósicos, mediante una reducción catalítica en presencia de níquel 
(ver figura 5) (badui dergal, 1999; cubero et al., 2002; garcía, 2005; larosa, 2000; 
mussatto y roberto, 2004; parajó et al., 1997).

los materiales lignocelulósicos son tratados con procedimientos adecuados para 
obtener licores de xilosa que además contienen otros monosacáridos, pero en menor 
concentración. estos materiales son entre otros: el marlo del maíz, la corteza de las 
frutas secas (nueces, almendras, avellanas), paja, pulpa de madera, plantas de algo-
dón, bagazo de caña, cáscara del arroz y otros subproductos agrícolas; todos ellos 
contienen pentosanos (de un 20 a 35 % de xilano, polímero de xilosa, en base seca) 
los cuales muchas veces están asociados con la lignina y la celulosa (larosa, 2000; 
rangel et al., 2005).

por hidrólisis ácida, en condiciones moderadas, se obtienen dichas pentosas, 
siendo en nuestro caso de interés la d-xilosa. dicha pentosa, según la materia prima 
empleada, la acompañan otras pentosas (arabinosa y ribosa). el ácido a emplear pue-
de ser el ácido sulfúrico, pudiendo utilizarse asimismo otros, incluso ácidos débiles. 
se mezcla el material lignocelulósico molido con la solución ácida y se calienta a 
temperatura de ebullición (aproximadamente 100°c) (larosa, 2000).

una vez efectuada la hidrólisis el licor obtenido contiene la d-xilosa, la cual de-
berá ser sometida a la hidrogenación para llegar al xilitol. previamente es necesario 
separarla del material sólido y proceder a la neutralización. una vez neutralizado el 
hidrolizado se concentra y desmineraliza (larosa, 2000; rangel et al., 2005).

según la materia prima empleada, como fuera indicado, la d-xilosa presente en 
la solución puede estar acompañada por otras pentosas que se deben eliminar. para 
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ello, se trata la solución pasándola a través de una columna para una separación cro-
matográfica. posteriormente, la solución así tratada se decolora haciéndola pasar a 
través de una columna de carbón activo, luego de lo cual la d-xilosa en solución se 
hidrogena. esta etapa se efectúa en un reactor (idóneo para trabajar a presión a aprox. 
30 bar g) con vigorosa agitación, en presencia de un catalizador metálico (ni-raney u 
otros catalizadores metálicos: por ejemplo paladio o rutenio) e hidrógeno. concluida 
la hidrogenación, la solución se filtra para recuperar el catalizador, el que será reutili-
zado en la hidrogenación sucesiva. en el caso de que se emplee ni como catalizador 
durante este proceso la solución adquiere color, siendo necesario tratarla con una re-
sina de intercambio iónico (resina catiónica) para despojarla del ni. la solución que 
contiene xilitol se concentra, el xilitol se cristaliza, se separa, se seca y se envasa en 

Figura 2. Proceso de producción de xilitol por síntesis química

Fuente: L�ros��� ����

producción xilitol
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bolsas o en recipientes idóneos para su almacenamiento y transporte (larosa, 2000; 
rangel et al., 2005).

el proceso para obtener al xilitol por vía fisicoquímica o síntesis química me-
diante la hidrogenación de la xilosa tiene la desventaja de tener un alto costo de 
producción, ya que utiliza catalizadores químicos costosos, condiciones ambientales 
drásticas y varias etapas de purificación (mussatto y roberto, 2004; rangel et al., 
2005).

una vía alternativa a la síntesis química es el proceso fermentativo, la cual utiliza 
como catalizador un microorganismo bajo condiciones moderadas de presión, tem-
peratura y concentración. actualmente se realizan estudios para lograr la optimiza-
ción de las condiciones de fermentación con la finalidad de lograr una producción de 
xilitol mucho más rentable (cruz Freire, 2005; garcía, 2005; larosa, 2000; mussatto 
y roberto, 2004; parajó et al., 1997; rangel et al., 2005).

se ha demostrado que las levaduras son las mejores productoras de xilitol, 
especialmente aquellas del género Candida, las cuales reducen la xilosa a xilitol 
bajo la acción de una enzima denominada xilosa reductasa que es nadp-depen-
diente. la cantidad de xilitol y la productividad del mismo dependerán de las 
condiciones de cultivo y del tipo de cepa que se utilice. otra de las levaduras 
sobre la que se han realizado investigaciones acerca de su producción de xilitol 
es la Debaryomyces hansenii (canilha et al., 2003; cruz Freire, 2005; rangel 
et al., 2005).

el xilitol tiene ventajas sobre los demás edulcorantes, principalmente sobre la 
sacarosa, ya que ésta es cariogénica, tiene un alto contenido calórico y ocasiona un 
aumento en la demanda de insulina. Éstas son las razones por las cuales los nutricio-
nistas recomiendan bajar el consumo de azúcar en nuestra dieta, sobre todo para los 
diabéticos, pero también para aquellas personas con tendencia a la obesidad y por 
las que este grupo de consumidores podrían preferir al xilitol (cubero et al., 2002; 
delgado et al., 2004).

la ventaja del xilitol sobre los edulcorantes intensivos o no nutritivos es que en 
los años más recientes se ha puesto en duda el consumo de éstos por posibles afec-
taciones a la salud humana; para algunos de ellos ha sido prohibida su producción y 
consumo en diversos países, aunque en varios de estos edulcorantes su inocuidad ha 
sido estudiada y por lo cual ha sido permitido su uso siempre y cuando se respete la 
idA (ingesta diaria admisible) (aguilar, 2004; Áviles, 2001; león espinosa de los 
montero et al., 2000; nova gonzález y peña castellanos, 2002).

en la actualidad se registra un gran movimiento mundial hacia el consumo de 
productos naturales de origen orgánico. se estima que este movimiento se incremen-
tará al menos en los próximos diez años, lo que puede motivar una estabilidad en 
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el consumo de los edulcorantes intensivos e inclusive una reducción de los niveles 
actuales, cediendo espacio al azúcar y otros endulzantes de origen orgánico, como lo 
es el xilitol obtenido por procesos biotecnológicos; de ahí su ventaja sobre el sinte-
tizado químicamente, además de la reducción de costos de producción que se puede 
lograr cuando se optimicen las condiciones de fermentación (nova gonzález y peña 
castellanos, 2002).

el xilitol obtenido por fermentación puede ser considerado como “natural” lo cual 
lo pone en ventaja, ya que muchos consumidores tienen la creencia de que lo “arti-
ficial o “químico” es nocivo para la salud, dando preferencia a lo de origen “natu-
ral” aunque realmente la toxicidad de una sustancia no depende de si es de origen 
“natural” o “artificial”, sino de su composición química y de las condiciones de su 
consumo (Fernández monge et al., 2000; vázquez vázquez, 2005).

Producción de xilitol a partir de materiales lignocelulósicos

se han realizados diversos estudios con la finalidad de aprovechar materiales lig-
nocelulósicos para la producción de xilitol. Ya se han encontrado condiciones de 
hidrólisis ácida en las cuales se obtiene una mayor concentración de xilosa (mo-
nosacárido a partir del cual se produce el xilitol) a partir de bagazo de caña y paja 
de sorgo. esta información se obtuvo de la caracterización de la hidrólisis ácida 
cuantitativa de estos materiales, empleando diferentes ácidos, variando sus con-
centraciones, la temperatura y los tiempos de proceso. de esta manera se deter-
minó el contenido en polisacáridos y lignina, así como los porcentajes de xilosa y 
otros azucares fermentecibles en los licores obtenidos en esas diferentes condicio-
nes de proceso (r. aguilar, 2000; aguilar et al., 2002; bustos et al., 2003; bustos 
vázquez, 2001; gámez, 2003; gámez et al., 2004; rodríguez chong et al., 2004; 
luis téllez, 2000).

un procedimiento necesario para que los hidrolizados puedan ser empleados 
como medios de cultivos es el de enriquecimiento. lo investigado por ramírez y 
otros autores (2003) establece dos composiciones óptimas, una para la producción 
de xilitol y otra para la de biomasa, utilizando como inóculo Candida parapsilosis en 
medios de xilosa comercial enriquecidos con peptona, extracto de malta y extracto 
de levadura.

otro dato encontrado es que durante la hidrólisis ácida y la concentración de 
dichos licores se forman sustancias que son tóxicas para los microorganismos, las 
cuales desfavorecen la producción de xilitol e incluso inhiben el crecimiento micro-
biano. un tratamiento que está reportado para ayudar a la eliminación de estas sus-
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tancias es la detoxificación con carbón activado, el cual después de ser optimizado, 
para el hidrolizado que se va a emplear como medio de cultivo, permite una mayor 
producción de xilitol que cuando no se aplica, pero ésta sigue siendo menor que 
cuando se emplean medios de xilosa comercial (canilha et al., 2003; parajó et al., 
1996; rivas et al., 2002; nadia rodríguez, 2005; sepúlveda et al., 2004; sepúlveda 
huerta et al., 2005).

se realizó un estudio para determinar el efecto de la concentración inicial de 
xilosa, el ph y la temperatura sobre la producción de xilitol en medios de xilosa 
comercial inoculados con Candida parapsilosis; esto con la finalidad de determi-
nar condiciones de cultivo rentables en las que la producción de xilitol sea adecua-
da a partir de la menor concentración inicial de xilosa y del ph más bajo posible, 
evitando así concentrar excesivamente los hidrolizados que se quieran utilizar como 
medios de cultivo, ya que esto ocasiona una acidez tan baja que hace necesario el 
gasto excesivo de álcali y una pérdida elevada de hidrolizado durante la operación 
de neutralización. se encontró que la concentración inicial de xilosa (15 g/l para 
formación de biomasa, 45 y 60 g/l para xilitol) y la temperatura de incubación (26°c 
fue más favorable) si tienen un efecto significativo mientras que el ph no (5 ó 6) 
(nadia rodríguez, 2005).

con la finalidad de utilizar al hidróxido de potasio como álcali para la neutrali-
zación de hidrolizados obtenidos con ácido fosfórico, se realizó una investigación 
sobre el efecto de la presencia de sales de fosfato, en medios de cultivo de xilo-
sa comercial inoculados con Candida parapsilosis sobre la producción de xilitol, 
utilizando como condiciones de fermentación ph, temperatura y concentración de 
sustrato reportadas como adecuadas para la producción de dicho poliol. ello a partir 
del hecho de que las sales de fosfato de potasio (las cuales se formarían en dicha 
reacción) son empleadas, en pequeñas concentraciones, como micronutrientes en 
la producción de xilitol en medios inoculados con levaduras del género Candida. 
como resultado se observó que existe un efecto significativo de la concentración de 
sales de acuerdo al análisis de varianza unifactorial aplicado y que entre menor fue la 
concentración de sal inicial estimada mayor fue la producción de xilitol y de biomasa 
formada (nadia rodríguez, 2005). 

también existe la co-producción de carotenoides y xilitol por Phaffia rhodozyma 
en medios con xilosa comercial, en el cual se observó que el perfil de carotenoides 
depende de la concentración inicial de sustrato, también se verificó que en estos 
medios se acumula xilitol hasta con rendimientos de 0.5 a 0.6 g/g, pero que luego se 
reducen por ser asimilado el xilitol por el microorganismo cuando se disminuye la 
concentración de xilosa (parajó et al., 1997).
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Conclusiones

el xilitol, como ya se mencionó, tiene ventajas como edulcorante sobre la sacarosa, 
sin embargo, podría ser una alternativa para formar parte del aprovechamiento inte-
gral del cultivo de caña. las perspectivas competitivas del mercado azucarero para 
el mediano plazo son las de un mercado protegido, saturado por la oferta y disputado 
por endulzantes alternativos (origen orgánico y artificial) que restringen los niveles 
de demanda potenciales de la sacarosa. si la fracción hemicelulósica del bagazo de 
caña obtenido del proceso de producción de azúcar es utilizado como materia prima 
para la producción biotecnológica de xilitol, se aprovecharía un subproducto de la 
industria azucarera para obtener un producto natural que puede abarcar el mercado 
de los que no quieren consumir calorías o no pueden ingerir glucosa en exceso (per-
sonas con problemas de salud como la diabetes y la obesidad) sin perjudicar la pro-
ducción de sacarosa, la cual puede abarcar el mercado tradicional y junto con otros 
productos obtenidos del aprovechamiento del resto de las fracciones del bagazo y de 
los otros subproductos de la caña de azúcar se puede estabilizar y mejorar la situa-
ción financiera de los ingenios azucareros.
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en la industria alimentaria

Use of Microbial Transglutaminasa in Food Industry

Del Ángel, J. A.�; Rodríguez Durán, N. R.�; Ramírez de León, J. A.�; Bustos Vázquez, G.�; 
Velázquez de la Cruz, G.�; Rodríguez Durán, N. A.�

Resumen
actualmente se realizan diversas investigaciones en torno a los aditivos alimentarios, 
entre éstas la aplicación de algunas enzimas. la transglutaminasa ha generado gran 
interés en cuanto a su producción y aplicación en diversos productos. dicha enzima 
promueve interacciones proteína-proteína, enlaces ε-(γ-glutamil) lisina, que modi-
fican las propiedades de los componentes y, por lo tanto, las características de los 
productos. la transglutaminasa microbiana ha presentado algunas ventajas sobre la 
obtenida de otras fuentes y se ha empleado ampliamente en productos de pescado, 
así como en productos horneados, cárnicos, lácteos y cereales. en el presente trabajo 
se presenta una revisión sobre la transglutaminasa y sus aplicaciones en alimentos.

Abstract
nowadays diverse investigations are realized around the food additives, between these 
the application of some enzymes. the transglutaminase has generated great interest 
as for its production and application in diverse products. this enzyme promotes inter-
actions protein - protein, links ε (γ-glutamil) lisina, which modify the properties of the 
components and therefore the characteristics of the products. the transglutaminasa 

1 unidad académica multidisciplinaria mante, universidad autónoma de tamaulipas, boulevard 
enrique cárdenas gonzález 1201, colonia Jardín, cd. mante, tamaulipas, 89840, méxico.

2 departamento de ciencia y tecnología, unidad académica multidisciplinaria reynosa aztlán, uni-
versidad autónoma de tamaulipas, calle 16 y lago de chapala, s/n., col. aztlán. reynosa, tamps.
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microbial has presented some advantages on the obtained one of other sources and has 
used widely in products of fish, as well as in baked, pertaining to meat, lacteal prod-
ucts and cereals. in the present work one presents a review on the transglutaminasa 
and its applications in food.

Introducción

en la actualidad buena parte de las investigaciones en ciencia de los alimen-
tos está encaminada a estudiar ciertos aditivos alimentarios que mejoren las 
características de los productos y que además hagan más eficiente y eficaz 

la producción de los mismos. las enzimas son compuestos que por su especificidad 
tienen una gran importancia en la industria.

la transglutaminasa (tgasa) es una enzima que ha generado gran interés debido 
a la habilidad de modificar las propiedades funcionales de las proteínas mediante 
enlaces covalentes entrecruzados. la tgasa (e. c. 2.3.2.13) es una transferasa que 
cataliza las reacciones de acil transferencia entre los grupos γ-carboxiamida de los 
residuos de glutamina en proteínas y pépticos (figura 1). cuando el grupo ε-amino 
de la lisina actúa como acil aceptor produce polimerización y entrecruzamientos 
inter o intramoleculares vía enlaces ε-(γ-glutamil) lisina. la tgasa endógena es la 
responsable de la gelificación espontánea de pastas de surimi a bajas temperaturas, 
(5-40ºc) esto ha promovido el estudio de la tgasa endógena en productos marinos, 
así como la evaluación de tgasa de otras fuentes y su aplicación en productos mari-
nos (n. haard y b. simpson, 2000; t. soeda y cols. 2005). 

gln - c - nh2 + rnh2                        gln - c - nhr +    nh3 = =

reacción de acil transferencia 
o o

gln - c - nh2 + h2n - lys                             gln - c -  nh - lys + nh3 =

o

=

o

enlaces entrecruzados de residuos
de glutamina y lisina de las proteínas 

tgasa

tgasa

Figura 1. Reacciones catalizadas por la transglutaminasa



249

empleo de trAnsglutAminAsA microbiAnA en lA industriA AlimentAriA

la transglutaminasa presente en el tejido de diversas especies (mamíferos, aves y 
peces) ha sido aislada para utilizarse como aditivo. sin embargo, en la actualidad la 
mejor fuente de tgasa es la producción biotecnológica, empleando microorganismos 
como: Streptoverticillium mobaraense (s. Y. lu y cols., 2003) y Streptoverticillium 
ladakanum, y utilizando diversas fuentes de nutrientes como glicerol (s. J. téllez 
y cols., 2004c) y algunos desechos agroindustriales (s. J. téllez y cols., 2004a). al 
mismo tiempo se busca mejorar la producción de transglutaminasa microbiana (mt-
gasa), modificando las condiciones crecimiento del microorganismo (m. Y. Zheng y 
cols., 2001; g. l. Yan y cols., 2005). actualmente se estudia también la producción 
de tgasa apartir de Bacillus circulans (l. h. d. soares y cols., 2003; c. F. v. de 
souza y cols., 2006). la mtgasa es calcio-independiente lo cual le da ventaja sobre 
la tgasa de otras fuentes (K. Yokohama y cols., 2004).

Aplicaciones

las interacciones proteína-proteína desempeñan un papel importante en las propieda-
des funcionales de los alimentos proteicos. la manipulación del número y naturaleza 
de cada una de estas interacciones de proteínas durante el procesamiento permite con-
trolar las propiedades funcionales del alimento sin afectar su calidad nutricional (J. a. 
gerrard, 2000).

debido a que la mtgasa es una enzima que promueve entrecruzamientos entre 
moléculas de proteína, ayuda a mejorar las propiedades de firmeza, elasticidad, vis-
cosidad, estabilidad térmica y capacidad de retención de agua de productos alimenti-
cios (c. Kuraishi y cols., 2001). la mtgasa logra enlaces entrecruzados en la mayoría 
de proteínas alimentarias como caseína, globulina de soya, gluten, actina, miosina y 
proteínas de huevo. (K. Yokohama y cols., 2004).

la transglutaminasa es ahora ampliamente usada en productos procesados de 
pescados y mariscos, surimi y derivados, productos cárnicos, pastas, productos lác-
teos, productos horneados, (c. Kuraishi y cols., 2001), y se han reportado estudios de 
tratamientos de mtgasa en películas protéicas (c. h. tang y cols., 2005; h. chambi(c. h. tang y cols., 2005; h. chambi  
y c. grosso, 2006; h. m. lai e i. c. chiang, 2006). 

Productos cárnicos

la mtgasa se ha empleado en productos cárnicos con la finalidad de aprovechar car-
nes de baja calidad, en la elaboración de salchicha, igualando las propiedades de tex-
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tura de los productos elaborados con carne normal (K. Katayama y cols., 2006). de 
la misma manera se estudia la aplicación de la enzima en la obtención de salchichas 
bajas en sal y bajas en grasa en las que la textura, de los productos reestructurados 
de carne, puede alcanzar niveles aceptables usando tgasa como agente ligante, aun 
remplazando un porcentaje de carne en la elaboración de éstos. (K. b. chin y K. b. 
chung, 2003).

Productos lácteos

la propiedad de la tgasa de formar enlaces entrecruzados es también explotada 
en la industria de la leche y sus derivados (e. ozrenk, 2006). las proteínas de la 
leche son modificadas por la acción de la tgasa y esta cualidad es importante para 
la aplicación de la enzima en la fabricación de productos lácteos (m. m. o’sullivan, 
2002). se estudian también los efectos de la enzima en las propiedades reológicas 
y mecánicas de sistemas lácteos (d. Jaros y cols., 2006) por actuar sobre la caseína, 
así como también sobre las proteínas del suero, las cuales pueden tratarse con tgasa 
para producir aditivos para la industria alimentaria (v. d. truong y cols., 2004). 

Pan y cereales

en productos de cereales y panificación se han realizado estudios para mejorar las 
propiedades de textura, encontrándose beneficios al adicionar la enzima debido a 
las interacciones proteicas promovidas. las características visuales y de textura de 
productos horneados son mejoradas notablemente (c. collar, 2005). su aplicación 
para la mejora de pastas como fideos y tallarines también se ha reportado (J. p. Wu,  
2005; h. seo, 2003). además en los productos de trigo se busca que mejoren las 
características de productos elaborados con harina de arroz y otros componentes (m. 
m. moore, 2006).

Pescado, mariscos y surimi

la mayoría de las investigaciones del empleo de transglutaminasa en este tipo de ali-
mentos se ha centrado en el estudio de las propiedades de los geles de surimi, donde se 
ha reportado que la adición de tgasa en bajas concentraciones mejora las propiedades 
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mecánicas de los productos reestructurados (K. seguro y cols., 1995; s. t. Jiang y 
cols., 2000; J. Yongsawatdigul y p. piyadhammaviboon, 2005). sin embargo, estudios 
más recientes sobre la aplicación de transglutaminasa en productos reestructurados de 
mariscos y porciones de filete de pescado han demostrado que es posible que mejoren 
las propiedades de procesamiento del pescado con la adición de esta enzima, y la pér-
dida de materia prima podría ser reducida al mínimo (c. armbrust, 2003).

en estudios realizados incorporando mtgasa producida por Streptoverticillum la-
dakanaum a productos reestructurados de pescado, de diferentes especies, se observó 
que la enzima aumentó las propiedades mecánicas de productos reestructurados de 
una manera más eficiente e indujo la disminución de los valores de agua extraída 
(del 6% al 7%). se determinó también que pueden elaborarse productos bajos en sal 
usando la mtgasa como agente ligante. los resultados mostraron, de la misma manera, 
la viabilidad de producir mtgasa a partir de desechos agrícolas y la posibilidad de apli-
carla a productos reestructurados de pescado (J. a. ramírez y cols., 2002; J. a. ramí-
rez y cols., 2005; s. J. téllez luis y cols., 2002; s. J. téllez-luis y cols., 2004b).

también se han realizado investigaciones para conocer el efecto combinado del 
empleo de la mtgasa con otros tratamientos, como es el caso de las altas presiones 
en la elaboración de reestructurados de pescado, donde se mostró que la presuriza-
ción mejora las propiedades mecánicas de geles elaborados con pastas tratadas con 
mtgasa (r. m. uresti, y cols., 2006).

entre los estudios realizados con mariscos, destaca una investigación en la cual se 
adiciona transglutaminasa microbiana a músculo salado de calamar y a partir de esta 
pasta se preparan geles térmicos; se encontró que la adición de mtgasa logra reforzar 
la elasticidad del gel (s. h. park y cols., 2005).

Conclusión

de manera general se concluye que la transglutaminasa es una enzima de gran inte-
rés para la industria de alimentos, que puede ser empleada como aditivo para mejorar 
las propiedades mecánicas de alimentos proteicos. además, la transglutaminasa pue-
de ser de origen microbiano, obtenida a partir de diversos residuos agroindustriales. 
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Establecimiento de un proceso de producción  
de etanol a partir de caña de azúcar utilizando  

cepas autóctonas selectivas
Designing an Ethanol Production Process from  

Sugar Cane Using Selective Wild Strains

Aguilar Uscanga, M. A.�; Gómez Rodríguez, J.

Resumen
este trabajo forma parte de una línea de investigación que se está realizando en este 
instituto y está dirigido a mejorar el proceso fermentativo de la producción de etanol. 
para ello este trabajo se dividió en tres partes: la primera consistió en el aislamiento 
y la selección de microorganismos productores de etanol, los cuales fueron obtenidos 
a partir de diferentes sustratos como: jugo de caña, uvas, melazas y meladuras. en la 
segunda etapa se realizó la adaptación a altas concentraciones de glucosa y etanol de 
las cepas seleccionadas; para ello se efectuaron diferentes pruebas experimentales a 
diferentes concentraciones de glucosa (20. 22, 24, 26 % p/v) y etanol (0, 2, 4 % p/v), 
y se determinaron las mejores condiciones para llevar a cabo la fermentación con las 
levaduras seleccionadas. Finalmente, en la tercera etapa se realizaron cinéticas a nivel 
fermentador utilizando melazas como fuente de carbono a una concentración de 20 
por ciento. paralelamente, se realizaron pruebas cualitativas de actividad Killer de las 
cepas seleccionadas.

resultados obtenidos: en la primera etapa de la presente investigación se aislaron 
103 levaduras, seleccionándose sólo 17 (las cuales mostraban rendimientos de etanol 
por arriba de 0.3 g de etanol/g de azúcar). en la segunda etapa se encontraron las 

1 instituto tecnológico de veracruz-unidA-dpto. de ing. eléctrica y eletrónica. av. miguel a. de 
Quevedo 2779, col. Formando hogar, veracruz, ver. c.p. 91860, méxico, tel. (229) 934-57-01 ext. 209, 
fax: 934-57-01 ext. 201,.e-mail: gaguilar@itver.edu.mx
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mejores condiciones para la producción de etanol en función de la concentración de 
sustrato y a la acción inhibitoria del etanol como producto final. Finalmente en la ter-
cera etapa se encontró que las cepas jc-1-14, jc-3-7 y u-1-4 fueron las mejores dados 
sus rendimientos y productividades (0.39, 0.41, 0.42 g/g y 0.38, 0.39, 0.43 g/lh), lo 
que les infiere la característica de osmotolerante (resistencia a 20% de azúcares) y 
resistentes a etanol (5 y 6% de etanol). de estas cepas, la levadura Jc-3-7 no presentó 
efecto killer, mientras que las cepas jc-1-14 y u-1-4 mostraron este efecto.

Abstract
this work is directed towards improving the fermentative process of ethanol produc-
tion. to this end this work was divided into three parts: the first consisted of isolating 
and selecting ethanol producing microorganisms, which were obtained from different 
substrates, such as cane juice, grapes, molasses and cane syrup. the second stage con-
sisted of adapting the selected strains to high concentrations of glucose and ethanol 
through different experiments carried out at several concentrations of glucose (20, 22, 
24, 26% w/v) and ethanol (0, 2, 4% w/v). the best conditions to carry out fermenta-
tion with the selected yeasts were determined. Finally in the third stage, bioreactor 
kinetics were carried out using cane syrup as the carbon source at 20% w/v concentra-
tion. at the same time, killer qualitative tests were done on the selected strains.

in the first stage of this research, 103 yeasts were isolated, from which only 17 were 
selected based on their yields of more than 0.3 g ethanol/g sugar. the best conditions 
for ethanol production based on substrate concentration and inhibitory activity by the 
final product, ethanol, were found in the second stage. Finally, in the third stage, 
it was discovered that jc-1-14, jc-3-7 and u-1-4 strains were the best given their 
yields and productivities (0.39, 0.41, 0.42 g/g and 0.38, 0.39, 0.43 g/lh, respective-
ly).these results indicate an osmotolerant characteristic (resistance to 20% sugar) 
and ethanol resistance (5 and 6% ethanol). of these three yeast strains, only jc-1-14 and 
u-1-4 showed killer activity.

Introducción

el alcohol etílico se puede considerar uno de los más antiguos productos or-
gánicos conocidos. su producción por fermentación data del milenio v a. 
c., en la antigua mesopotamia, en la elaboración de vinos. posteriormente, 

se extendió a egipto, grecia y roma. este proceso ha sido, a lo largo de la historia, 
uno de los más estudiados, dando origen al descubrimiento de la participación de los 
microorganismos en la producción de diferentes compuestos de difícil acceso por la 
síntesis orgánica.
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el etanol producido mediante la vía fermentativa puede ser utilizado en diferentes 
industrias, especialmente en la química, farmacéutica y alimenticia. de sus usos se 
destacan: fabricación de perfume, solvente, combustible, algunos productos farma-
céuticos, bebidas y licores.

la panorámica alcoholera en el mundo ha cambiado su tendencia con el transcur-
so del tiempo. a partir de los años cuarenta, los alcoholes producidos por la síntesis 
química comenzaron a sustituir a los alcoholes fermentativos. esta situación con-
dujo a que a finales de los años sesenta, la inmensa mayoría del alcohol industrial 
utilizado se obtuviera por vía de la catálisis del etileno, mientras que el alcohol de 
fermentación quedaba para satisfacer las demandas de consumo humano. sin embar-
go, a partir del alza de los precios del petróleo en el mercado internacional, que se 
produjo en el año 1973, y en la medida que la producción de alcohol por fermenta-
ción comienza a ser competitiva, en lo que a costo se refiere, con la petroquímica, se 
inicia una urgente búsqueda de mejoras tecnológicas, diseño de nuevas tecnologías 
como la investigación de fuentes potenciales de materia prima. holanda reporta la 
ampliación de sus capacidades, utilizando los cereales como fuente de carbono; se 
promueve, de igual forma, la producción de alcohol agrícola (a partir de residuos 
de cosecha), fundamentalmente, en los países en vía de desarrollo. Japón realiza 
estudios sobre mejoras en la tecnología de producción de alcohol, a partir de mieles, 
además de realizar investigaciones conjuntas con estados unidos para la utilización 
de glucosa como sustrato. australia e inglaterra consideran la conversión de car-
bohidratos renovables en este producto. países de américa, como paraguay, costa 
rica, bolivia y argentina, valoran las potencialidades de producción de etanol a 
partir de productos intermedios y subproductos del proceso de fabricación de azúcar, 
destacándose el caso de brasil, que ha establecido desde hace más de 20 años una 
política alcoholera de aumento considerable de su producción, especialmente con 
fines carburantes.

la materia prima esencial en la producción de alcohol está constituida por la fuen-
te de carbono, la que proporciona la energía requerida para la producción del mismo; 
ésta puede ser adquirida por materias celulósicas (como la madera y el bagazo de 
caña), materias amiláceas (como el maíz y la yuca) y materias azucaradas (como el 
jugo de caña y remolacha). evidentemente, la caña de azúcar presenta características 
que la hacen apropiada para esta producción, no sólo por su alta eficiencia agrícola, 
sino también porque ofrece la posibilidad de disponer de un producto fibroso: el ba-
gazo, el cual puede ser utilizado con fines combustibles (Kim et al., 1981).

la producción de alcohol por vía fermentativa es la forma más económica de 
obtenerla a través de las diferentes materias primas obtenidas de la caña, tales como: 
bagazo, jugo, melazas y mieles intermedias (véase figura 1). 
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Figura 1. Diagrama de flujo para la producción de etanol  
a partir de la caña de azúcar

la producción mundial de alcohol se ha incrementado en forma acelerada y en el 
uso como combustible tiene su mayor demanda. en 1985 la producción fue de 19.2 
billones de litros; en 1997 se obtuvo la máxima producción de etanol con un total 
de 33.4 billones de litros; después de ese año se han producido valores similares por 
debajo de esa cantidad. la producción para el 2001 fue de 31.3 billones de litros (fi-
gura 2), del cual 18.2 billones de destinan al consumo de combustible, 10.0 billones 
a la industria y 3.1 billones a bebidas.

el 65.5% de la producción mundial de alcohol se concentra en américa, el 19.6% 
en asia, 15% en europa y África. no se han registrado cambios significativos en la 
estructura mundial de la producción de alcohol (figura 3). brasil produce 11.9 billo-
nes de litros, lo cual se asocia a su alto volumen de producción de caña y de azúcar; 
este país tiene la posibilidad de producir alcohol directamente del jugo o por mieles 
intermedias. la producción de alcohol en una gran proporción se destina por los 
países productores a su mercado interno.

Fermentación

etanol

cristalización

mieles
a, b y c

centrifugaciónmieles
o meladura

destilación

azúcar

meladura

evaporación

ClarificaciónJugo

bagazo

moliendacaña de
azúcar



259

estAblecimiento de un proceso de producción de etAnol

Figura 2. Producción mundial de etanol (Licht, 2001)
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Figura 3. Continentes productores de alcohol (Licht, 2001)
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técnicamente el proceso de producción de alcohol es relativamente sencillo y 
existen tecnologías a nivel mundial para ello. en méxico, el proceso de elaboración 
de alcohol se hace a partir de melazas, jugos de caña y mieles, usando las propie-
dades de algunos microorganismos para metabolizar azúcares y producir en forma 
residual alcohol etílico que generalmente es de baja graduación y elimina el agua 
por destilación. para este proceso industrial a partir de melaza de caña, se realizan 
varias operaciones como son: la preparación de mostos, fermentación continua y 
destilación-rectificación. en méxico, la falta de modernización de las plantas y el 
control de desechos es una de las principales limitantes. la industria alcoholera de 
méxico está inmersa en una fuerte recesión, producto de la crisis económica general, 
los precios de la materia prima y la propia contracción de la oferta de alcohol etílico. 
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lo anterior ha llevado a que en la zafra 2002 hayan operado 17 destilerías de un total 
de 30 que operaban hace 20 años (tabla 4). 

Tabla 4. Ingenios productores de alcohol

aarón sáenz el carmen
calipam pujiltic
constancia san cristóbal
la providencia san nicolás
el mante san pedro
el potrero san sebastián 
emiliano Zapata tamazula
independencia la gloria
la Joya

Fuente: cámara nacional de las industrias azucare-
ra y alcoholera, shcp y World trade atlas-méxico, 
2002

del total de fábricas de alcohol, nueve se ubican en ingenios localizados en el 
estado de veracruz: constancia, el carmen, el potrero, san nicolás, independencia, 
la providencia, san cristóbal, san pedro y la gloria. veracruz produce 41 millo-
nes de litros que equivalen al 68.0% del total nacional. en la década del noventa, la 
producción de alcohol varía significativamente, ya que en 1994 se registra la mayor 
reducción en la producción de menos 13.52% y en el 2000 se tuvo un incremento de 
19.21 por ciento. 

la producción de etanol en los ingenios presentan grandes rezagos tecnológicos, 
algunos de los problemas que más generan pérdidas son la inhibición de levaduras 
altamente productoras de etanol cuando se encuentran inmersas en ambientes ricos 
en solutos, como es el caso de un medio con grandes concentraciones de azúcar. por 
otro lado, también se presenta una fuerte inhibición y posterior muerte de las células 
cuando el producto generado (etanol) alcanza determinada concentración final (entre 
4 y 7 % p/v); finalmente dado el carente control higiénico en los ingenios, se presen-
tan serios problemas respecto a la contaminación por otros microorganismos ajenos 
a la generación del metabolito deseado. 
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en la fermentación alcohólica, la molécula de glucosa se oxida parcialmente has-
ta formar piruvato, obteniendo así su energía para sus funciones vitales metabólicas, 
posteriormente el piruvato se reduce para formar etanol y co2, presentando un ren-
dimiento máximo teórico de 0.51 g/g. este es el proceso de fermentación que lleva a 
cabo Saccharomyces cerevisiae y algunas (pocas) bacterias.

su importancia industrial es evidente, lo que hace interesante la búsqueda de nuevas 
alternativas para mejorar su producción (rendimientos cercanos al teórico y máxima 
productividad). por ello, uno de los objetivos de este trabajo fue el aislar y seleccionar 
cepas de levaduras osmotolerantes, resistentes a etanol y con actividad killer, con el 
fin de lograr que el microorganismo que se implante en el proceso a nivel industrial, 
pueda crecer en melazas concentradas (altas de azúcares), resistir altas concentracio-
nes de etanol (›7%) y con actividad killer para su propio control sobre la contamina-
ción por otros microorganismos presentes en el medio.

Materiales y metodos

Aislamiento y Selección. los microorganismos fueron asilados de cuatro tipos de 
uvas diferentes con base en sus características físicas como color, tamaño, forma, 
así como de diferentes locales. tres tipos de jugos de caña fueron recolectados de 
locales en el mercado hidalgo y muestras de melaza y meladura del ingenio san 
pedro y la gloria.

a estas muestras se les agregó: 0.1 g/l de antibiótico y 2 g/l de sulfato de amonio, 
y se incubaron por 48 horas a 300c y 250 rpm. posteriormente, se utilizó la técnica 
de siembra en placa por extensión para el asilamiento de colonias de levaduras. el 
criterio de selección de levaduras fue la producción de etanol en función de su ren-
dimiento y productividad.

Adaptación de cepas seleccionadas. primero se activaron las cepas en medio bási-
co (g/l): glucosa 50, extracto de levadura 1, sulfato de amonio 2, sulfato de magnesio 
heptahidratado 0.2 y fosfato de potasio monobásico. luego se incubó a 30ºc y 250 
rpm. después se le dieron diferentes pretratamientos con la finalidad de ambientar la 
levadura a las diferentes condiciones de estrés a las cuales estaría sujeta (con la fina-
lidad de seleccionar a levaduras osmotolerantes, productoras de altas concentraciones 
de etanol). los pretratamientos fueron tres, realizados de la siguiente manera:

 • 18% w/v glucosa, 1% w/v etanol.
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 •  22% w/v glucosa, 2 % w/v etanol
 •  24% w/v glucosa, 4 % w/v etanol

Finalmente, se hizo un diseño completamente al azar (con un inóculo de 3X106 
células /ml): 4X3X2, donde:

 • 4 = concentraciones de glucosa (20, 22, 24, 26 %p/v)
 • 3 = concentraciones de etanol (0, 2, 4% p/v)
 • 2 = duplicado

los arreglos experimentales fueron ordenados de la siguiente manera:

Experimento Concentración  
de azúcar (% w/v)

Concentración  
de etanol (% w/v)

1 20 0
2 20 2
3 20 4
4 22 0
5 22 2
6 22 4
7 24 0
8 24 2
9 24 4
10 26 0
11 26 2
12 26 4

Pruebas a nivel fermentador de la cepa selectiva. las cinéticas se realizaron con 
melazas a una concentración de azúcar de 20% p/v como fuente de carbono, además 
de extracto de levadura y diferentes sales, según la formulación del medio básico. no 
hubo un control de temperatura (oscilando en promedio en 35- 37ºc), ni se esterilizó 
con la finalidad de tener condiciones similares a los ingenios productores de etanol. 
el inóculo fue de 3X106 células viables, la capacidad de trabajo fue de 8 litros. se 
tomaron muestras cada ocho horas. 
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Actividad killer. a las cepas seleccionadas, se les determinó la actividad killer por 
el método de rosini (1983).

Análisis de Biomasa. la densidad óptica (do) fue medida a 620nm, empleando 
un espectrofotómetro cintra 10, en celdas de metacrilato con una trayectoria óptica 
de 10mm; se realizaron las diluciones adecuadas para tener valores de absorbencia 
menores a 0.8. 

Análisis de Sustratos y Productos. la concentración de sacarosa, glucosa, fructo-
sa, etanol fue determinada mediante hplc, utilizando una columna aminex xpx-87h 
de biorad específica para la separación de azúcares, ácidos orgánicos y alcoholes, 
columna de exclusión molecular e intercambio catiónico combinada. la fase móvil 
empleada fue h2so4 5mm. el detector utilizado fue de índice de refracción. las 
condiciones fueron: 0.4ml/min., 40°c. a su vez, el volumen inyectado fue de 20µl, 
utilizando un automuestreador Waters 1 700 plus. las muestras fueron centrifugadas 
a 10 mil rpm por 10 minutos a 4°c y congeladas. el software empleado fue el data 
apex v.2.0 calculando el área del pico y la concentración de la muestra mediante una 
correlación con estándares previamente realizados.

Resultados y discusión

en la primera parte de este trabajo se aislaron 112 cepas de levaduras, de las cuales 
58 de ellas se seleccionaron por su capacidad de producir etanol. posteriormente, 
estas cepas fueron incubadas en un medio con glucosa y etanol (de acuerdo a los 
porcentajes mencionados en la sección de materiales y métodos), con el propósito 
de inducir las cepas a ser tolerantes a altas concentraciones de etanol y glucosa. es-
tas pruebas preliminares mostraron que el 61% de las cepas fueron afectadas por la 
presencia de etanol y glucosa al 8% (w/v), lo cual se vio reflejado en el rendimiento 
en biomasa y etanol obtenido (por abajo de 0.04 y 0.28% g/g, respectivamente). 
sólo 23 de estas cepas fueron capaces de crecer favorablemente y producir etanol, 
obteniendo rendimientos entre 0.30 y 0.49 %, como se muestra en la tabla 1. 

en la segunda parte, se seleccionaron sólo las cepas cuyos rendimientos eran por 
arriba de 0.30 (gg-1). un tratamiento de readaptación fue hecho de nuevo, el cual 
consistió en incubar las cepas de levaduras ocho veces consecutivamente en un me-
dio con 2 y 8% (w/v) de etanol y glucosa inicial, respectivamente. al final del último 
pase, se evaluó su capacidad fermentativa. los resultados obtenidos se muestran en 
la figura 1.
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Tabla1. Rendimientos de etano de las cepas crecidas  
a 2% de etanol y 8% de glucosa inicial (w/v)

Cepa Y
p/s

 (g/g) Cepa Y
p/s

 (g/g) Cepa Y
p/s

 (g/g)

u21 0.30 m 11 0.30 pn1 0.44
u22 0.24 m 12 0.33 pn3 0.40
u23 0.22 m 13 0.22 pn5 0.45
u24 0.12 m 14 0.18 u210 0.42
u26 0.11 me2 0.41 Jc1 0.22
u34 0.13 u17 0.02 Jc13 0.05
u36 0.18 u110 0.03 Jc14 0.37
u49 0.34 u42 0.02 Jc21 0.15
u38 0.08 u43 0.03 Jc6 0.16

u310 0.25 u46 0.02 Jc25 0.44
u311 0.33 u11 0.01 Jc8 0.01
u27 0.09 u31 0.03 Jc12 0.38
u28 0.30 u32 0.03 Jc22 0.31
u29 0.31 u33 0.05 Jc23 0.27

u210 0.41 u37 0.08 Jc10 0.44
u211 0.04 u12 0.16 me1 0.30

m4 0.24 u13 0.24 me6 0.24
m5 0.12 u14 0.34 me3 0.22
m6 0.11 m8 0.34 me10 0.25
m7 0.18 m9 0.41 me5 0.41

Figura 1. Rendimiento de etanol obtenido en la última etapa por  
las 23 cepas en un medio con 2% de etanol y 8% de glucosa inicial
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como podemos observar, las cepas muestran un comportamiento similar de adap-
tación que el obtenido en la etapa anterior, siendo las cepas u210, m11, u311 y la 
jc10 quienes mantuvieron sus rendimientos (por arriba del 45% g/g), sin modificar 
sus propiedades fermentativas. por esta razón decidimos continuar el estudio de la 
tolerancia a etanol y altas concentraciones de glucosa con estas cuatro cepas de le-
vaduras. la siguiente etapa fue incrementar la concentración inicial de glucosa y 
etanol para evaluar la resistencia a éstos de las cuatro cepas, incluyendo en este caso 
a una cepa de colección Saccharomyces cerevisiae, con el fin de comparar sus ac-
tividades fermentativas y metabólicas. las condiciones experimentales probadas 
se muestran en la tabla 2. las figuras 2 y 3 muestran los resultados obtenidos a 
estas condiciones.

Tabla 2. Condiciones experimentales a diferentes concentraciones  
de glucosa y etanol

Experimento � � � 4 5 6 7 8 9 �0 �� ��

glucosa % 
(w/v)

20 20 20 22 22 22 24 24 24 26 26 26

etanol % 
(w/v)

0 2 4 0 2 4 0 2 4 0 2 4

Figura 2. Rendimiento de etanol obtenido a diferentes concentraciones  
iniciales de etanol (2, 4 y 6% w/v) y de glucosa (18, 20, 22 y 24 % w/v)

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0.4

0.45

0.5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

U210 U311 JC10 M11 S. cerevisiae

R
en

di
m

ie
nt

o
(g

/g
)

Experimento



266

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios ii

Figura 3. Productividad obtenida a diferentes concentraciones de etanol (2, 4  
y 6% w/v) y de glucosa inicial (18, 20, 22 y 24 % w/v) para todas las levaduras

como se puede observar, el rendimiento y la productividad son más afectadas en 
concentraciones iniciales altas de etanol (4% w/v) que a una alta concentración de 
glucosa en todos los casos. las cepas u311 y u210 fueron las que mostraron mayor 
resistencia y osmotolerancia, ya que el rendimiento y la productividad permanecen 
prácticamente constantes entre 18-26% w/v glucosa y 2% w/v etanol. 

se realizaron pruebas a nivel fermentador de 20 l bajo condiciones no estériles y 
usando melazas (20% de contenido de azúcares fermentables), con el fin de evaluar 
su capacidad fermentativa bajo condiciones similares a las realizadas en un ingenio. 
la figura 4 muestra los perfiles cinéticos obtenidos para estas cinco cepas. como 
podemos observar, la mayor parte de las cepas alcanzaron niveles elevados de bio-
masa (16 g/l) después de las 145 horas de fermentación, a excepción de la cepa mb2, 
que sólo alcanzó 9.3 g/l a las 95 horas, lo que indica que en esta cepa hubo un efecto 
de inhibición más marcado que para las otras cuatro, causado por la concentración de 
glucosa y etanol. la cepa u210 fue la que presentó una mayor producción de etanol 
en esta etapa (aproximadamente 71 g/l) y la que agotó totalmente el sustrato.

altas concentraciones de sustrato inhiben el crecimiento y formación de pro-
ducto, y pueden afectar el metabolismo de los microorganismos. muchos autores 
han reportado que la inhibición por sustrato empieza a ser significativa en el rango 
de 5-25% (w/v) de azúcar, con una completa inhibición del crecimiento a una con-
centración de glucosa de 25-40% (w/v), dependiendo de la cepa (Jones et al., 1981; 
strehaiano, 1984; aguilar,1998; attfield y Ketsas, 2000; malacrino et al., 2005). en 
nuestro estudio podemos concluir que de todas las cepas probadas y seleccionadas: 
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Figura 4. Estudio comparativo de los perfiles cinéticos de las cepas  
seleccionadas y S. cerevisiae K1 en melazas a 200 g/l de azúcares

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 20 40 60 80 100 120 140 160

t (h)

et
ha

no
l(

g/
L

)

MB11 JC-10 U210 U311 S cer K1

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

0 20 40 60 80 100 120 140 160

t (h)

bi
om

as
s

(g
/L

)

MB11 JC10 U210 U311 S cer K1

a) biomasa

b) etanol



268

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios ii

jc10, u311 y la u210 son cepas muy interesantes y prometidas a nivel industrial, ya 
que ellas muestran una buena tolerancia a (20% w/v) y una alta producción de etanol 
(entre 5 y 7 % w/v) en comparación con la cepa comercial comúnmente utilizada 
(Saccharomyces cerevisiae). S. cerevisiae mostró una baja tolerancia tanto a glucosa 
como a etanol, pues cuando alcanzó una concentración de etanol del 4% w/v, se ob-
servó que se detuvo su actividad metabólica y por ende su crecimiento, consumo de 
sustrato ( 90 g/l de azúcar residual) y formación de producto.

Finalmente, se determinó la actividad killer de estas cepas y de Saccharomyces 
cerevisiae K� y S. cerevisiae C� (cepas killer y sensible), las cuales fueron usadas 
como testigos para evaluar la actividad killer o sensibilidad de las cepas selecciona-
das. como podemos observar en la tabla 3, todas las levaduras presentaron actividad 
Killer (+) y sólo S. cerevisiae C� mostró sensibilidad a la toxina (-).

Tabla 3. Identificación de la actividad killer en las cepas seleccionas

Cepa K (+-)

Jc10 +
u311 +
mb11 +
u210 +

S. cerevisiae C� -
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Conclusión

estos resultados proporcionan información sobre el comportamiento de las levadu-
ras seleccionadas y una contribución del material biológico (microorganismo), para 
su uso en los ingenios, pudiendo con ellas trabajar a elevadas concentraciones de 
melazas (por arriba de 20 g/l) y lograr así un consumo o agotamiento completo del 
sustrato (en el caso de la cepa u210) y una buena producción de etanol (más 7%). 
ello implicaría que al haber un agotamiento de sustrato y una mayor producción de 
etanol, los volúmenes de vinazas obtenidos se verían disminuidos, lo que impacta 
en una menor contaminación y un menor precio de producción del etanol. es im-
portante remarcar que aún será necesario llevar a cabo estudios más completos para 
determinar las condiciones de fermentación apropiadas para las otras tres cepas y 
para mejorar la productividad buscando alternativas como por ejemplo establecer un 
cultivo por lote alimentado o continuo.
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Procesamiento de levadura para la obtención  
de derivados: diferentes alternativas
Yeast Processing to Obtain Products:  

Several Alternatives

Otero, M. A.�

Resumen
se presenta una comparación entre diferentes procesos para el fraccionamiento de 
la biomasa de levadura obtenida por fermentación primaria o como subproducto. el 
empleo de la levadura como fuente de proteínas para la alimentación directa de seres 
humanos si bien no es objeto de estudio en la actualidad, posee derivaciones de interés 
para ulteriores desarrollos. los procesamientos intensivos y de bajo tonelaje son en 
estos momentos los más atractivos para empresas pequeñas y medianas, sobre todo 
los que emplean levaduras marginales del proceso como la fermentación alcohólica y 
la producción de cerveza.

Abstract
a comparison among different processes for the fractionation of primary or marginal 
yeasts is presented. the utilization of yeast biomass as protein source for food, al-
though is not being focused nowadays it has nonetheless other derivations that opens 
new possibilities for further development. the intensive processing with low tonnages 
are currently the most attractive for small and medium ventures, mainly those that use 
marginal yeast from fermentation processes as ethanol and beer.

1 instituto cubano de investigaciones de los derivados de la caña de azúcar (icidcA), apartado 
postal 4026, la habana, c.p. 10400, cuba, email: miguel.otero@icidca.edu.cuemail: miguel.otero@icidca.edu.cu
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Introducción

en adición a la explotación tradicional de la biomasa de levadura en la industria 
alimenticia como suplemento nutricional o saborizante, esta materia prima es 
a la vez una magnífica fuente para la producción de otros muchos compues-

tos de importancia industrial. esta posibilidad ha comenzado a llamar la atención de 
numerosos grupos de investigación en el mundo acerca de las potencialidades de las 
levaduras en la industria biotecnológica moderna (dixon, 1999; mahan, 1995). 

en general se conoce que las levaduras contienen alrededor de 50% de proteínas 
que pueden ser aisladas por diferentes métodos bien alcalinos o ácidos y, posterior-
mente, ser precipitadas para obtener concentrados o aislados de proteínas. su valor 
nutricional es alto, y si se eliminan los ácidos nucleicos y los lípidos, la proteína 
resultante es de una excelente calidad (caballero-córdoba y sgarbieri, 2000). 

varios preparados proteicos a partir de esta biomasa han sido empleados como 
suplementos nutricionales o saborizantes (rose, 1986; dziezak, 1987). la levadura 
Saccharomyces cerevisiae es la fuente tradicional de invertasa, que se utiliza en la 
producción de bebidas, en la industria repostera y en la agricultura, así como para 
fines investigativos y tecnológicos. los ácidos nucleicos son también un producto 
importante. la producción industrial de An está basada en la extracción salina o básica 
a partir de levaduras, por ser este microorganismo el que posee una relación rnA/dnA 
más elevada y por tanto reduce los costos de purificación (gierhart y potter, 1978). 
el rnA aislado puede ser transformado en nucleótidos saborizantes (5’-mononucleóti-
dos). estos compuestos se preparan por hidrólisis enzimática con 5’-fosfodiesterasas. 
incidentalmente, las raicillas de la cebada germinada son ricas en esta enzima y han 
sido utilizadas en estos fines. puede obtenerse la enzima de otras fuentes microbianas 
como son el hongo Penicillium citrinum y la bacteria Streptomyces aureus.

los polisacáridos son igualmente componentes básicos de las paredes celulares 
a los que imprimen rigidez y fortaleza. el glucano insoluble de Saccharomyces ce-
revisiae ha sido probado frente una serie de estados patológicos mostrando un sig-
nificativo efecto inmunomodulador; por otra parte, puede ser utilizado como fibra 
dietética o espesante en formulaciones de alimentos (newman, 1994). 

los lípidos en levaduras son una mezcla de triacilglicéridos, fosfolípidos y este-
roles. no se encuentran en ellos los ácidos grasos de cadena larga con número impar 
de átomos de carbono presentes en la biomasa de muchas bacterias y la levadura 
crecida sobre n-alcanos. el grupo asesor de proteínas (pAg) ha llamado la atención 
en sus líneas guías acerca de la utilización de la biomasa microbiana, del carácter 
no metabólico de estos ácidos grasos y su acumulación en el organismo. en esta 
fracción se encuentran también cantidades importantes de ergosterol, precursor del 
ergocalciferol (vitamina d2).
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Materiales y métodos

el desarrollo experimental y los métodos empleados en la obtención de los resul-
tados que se discuten en el presente trabajo pueden ser encontrados en la literatura 
citada y responden a los diferentes tratamientos de la biomasa de levadura.

Resultados y discusión

Composición de levaduras

la composición de un microorganismo nos proporciona el valor y la aplicabili-
dad del mismo y su posible explotación industrial. las levaduras más conocidas 
por su volumen de producción son la levadura panadera y la levadura marginal 
de la producción de cerveza. aunque se ha informado una amplia variación en la 
composición de estas dos fuentes, la tabla 1 muestra una compilación de valores 
industriales de estas dos levaduras, ambas del género Saccharomyces, las de mayor 
disponibilidad actual. 

si bien se puede aducir que la magnitud de estos valores no es exacta, la im-
portancia del análisis de composición de las levaduras está en la valoración de su 
utilidad para una multitud de propósitos industriales. es así que la tabla conforma 
una guía para la orientación extremadamente útil (ingledew et al., 1977). 

Uso de las levaduras como fuente de proteínas  
en la alimentación humana

las levaduras contienen entre 5 y 13% de ácidos nucleicos en dependencia de su tasa 
de crecimiento y la fase que se esté analizando (bueno et al., 1985). las levaduras 
primarias usualmente son cultivadas de forma que se alcancen elevadas productivida-
des independientemente del sustrato empleado por lo que en ocasiones el cultivo se 
lleva a cabo de modo continuo. así, el incremento de la productividad es expresado 
en kg de levadura por m3 de medio por hora y, por tanto, se puede calcular a partir 
de la concentración celular másica, X expresada en kg/m3 multiplicada por la tasa de 
dilución d en h-1.
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Tabla 1. Composición aproximada de las levaduras panadera  
y marginal de cerveza producidas industrialmente

Componente* Levadura panadera Marginal de cerveza

carbohidratos 180-440 390-600
proteínas 380-590 370-420
cenizas 45-75 73-8181
Ácidos nucleicos (adn + arn) 52-95 39-43
lípidos 40-50
Fósforo 10-19 14-20
potasio 20-21 17
calcio 0.6-0.75 1.3
hierro 0.02-0.03 0.1
magnesio 1.3-1.65 2.3
manganeso 0.0059 0.0057
cromo 0.0005-0.0025
selenio 0.005
pantotenato (coenzima a) 0.065-0.10 0.110-0.120
tiamina (vit b1) 0.090 -0.165 0.092-0.150
riboflavina (vit b2) 0.040-0.100 0.035-0.045
Ácido nicotínico/niacina (nad) 0.30-0.585 0.450
piridoxina (vit b6) 0.020-0.040 0.043-0.050
biotina (biocytin) 0.0006-0.0013 0.001
inositol (phospholipids) 3.0 3.9-5.0

a una temperatura y composición de medio dadas, los ribosomas sintetizan pro-
teínas a una tasa fija, o lo que es igual, trabajan a un nivel de eficiencia único. de 
esta forma, si el crecimiento precisa de una velocidad de suministro de proteínas ma-
yor para poder multiplicarse de acuerdo con la µ (=d) impuesta, se requiere enton-
ces una mayor cantidad de ribosomas incorporados a la síntesis para cumplimentar 
las necesidades del cultivo. bajo estas condiciones, el contenido de rnA aumentará 
como una función directa de la µ. en experimentos llevados a cabo en nuestros labo-
ratorios, haciendo crecer sobre mieles finales una cepa de Candida utilis, a valores 
de d entre 0.15 h-1 y 0.52 h-1, se encontraron variaciones del contenido de rnA entre 
7 y 13% (bueno et al., 1985).
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el rnA puede extraerse de las células microbianas por diferentes métodos. el es-
quema muestra una de estas alternativas.

Figura 1. Proceso industrial para la producción de rna  
de con fines saborizantes

La biomasa de levadura como fuente de materia prima  
para la elaboración de saborizantes y potenciadores del sabor

extractos de levadura

los extractos de levadura son concentrados de los componentes solubles de las cé-
lulas y son obtenidos de forma predominante a partir de la autólisis. esto significa, 
que la hidrólisis de sus componentes se lleva a cabo sin la adición de otras enzimas. 
su uso principal es en la industria alimenticia como saborizantes y en la industria 
microbiológica en procesos que requieren de formas complejas de nitrógeno para su 
propagación y síntesis de metabolitos secundarios (dziezak, 1987; vasallo, 2001). 

los extractos se obtienen fundamentalmente de levaduras de crecimiento pri-
mario o subproducto de otros procesos fermentativos (cerveza), en especial de ce-
pas Saccharomyces cerevisiae cultivadas sobre mieles finales. otras cepas también 

precipitación
de rna

extracción
de rna

separación

centrifugación

Fermentación

Fracción soluble

tratamiento

biomasa i
alto rnA

biomasa ii
bajo rna

residual

rna
amorfo

secado



276

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios ii

empleadas son Kluyveromyces fragilis (propagadas en suero de leche o mieles) o 
Candida utilis (dziezak, 1987). 

por adición de otras enzimas y mezcla con otras fuentes de proteínas como trigo, 
residuos cárnicos o de procesamiento de la soja, se pueden obtener nuevos productos 
dentro de esta misma línea con diferentes propiedades, de interés para la industria 
alimenticia o microbiológica (otero, resultados no publicados). 

otros métodos utilizados en la producción de extractos son:

 • termólisis (calentamiento a 100°c).
 • plasmólisis (altas concentraciones de sales a temperaturas moderadas).
 • desintegración mecánica.

la duración de la autólisis depende de muchos factores pero en general varía 
desde 15 horas hasta más de 60 horas. los compuestos solubles a final del proceso 
se separan de las paredes celulares insolubles y se concentran en evaporadores de 
película descendente u otro tipo de evaporador disponible. para aplicaciones fermen-
tativas, el concentrado puede ser sometido a procesos de filtrado nuevamente. una 
posterior concentración a vacío y una corta esterilización conducen a los productos 
típicos siguientes:

 • extractos líquidos (con sólidos entre 50 y 65%).
 • pastas altamente viscosas (70 a 80%).
 • polvos secos obtenidos por spray. estos son equipos especiales.

los extractos son utilizados en la industria alimenticia en una amplia variedad de 
alimentos en los que pueden incluirse desde 0.2% en las salsas cárnicas hasta 95% 
en las sales de aderezo. su incorporación en productos derivados de la carne, no sólo 
imparte un sabor único, sino que reduce el empleo de extractos de carne mucho más 
caros. el aroma y sabor de los extractos está dado por la mezcla de los aportados por 
los aminoácidos individuales:

las propiedades antioxidantes de los extractos de levadura provienen de su con-
tenido de glutatión, los productos de la reacción de maillard y los aminoácidos sul-
furados. 

el glutatión es un tripéptido de glutamato, cisteína y glicina. la levadura fresca 
contiene aproximadamente 0.65 % (base seca). algunas propiedades del glutatión 
son:

 • promueve la destoxificación de agentes xenobióticos. 
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 • desempeña un papel importante en la eliminación de radicales libres.
 • anticarcinogénico. inhibe las mutaciones.
 • potencia la respuesta inmune. promueve la proliferación de linfocitos.
 • reduce la replicación del vih.

para demostrar la utilización de los extractos y autolizados, se presenta en la tabla 
la formulación de dos salsas cárnicas (brown sauce). 

Tabla 2. Aroma/sabor obtenidos al calentar aminoácidos puros 
 y glucosa a 180 °C

Aminoácido Aroma/sabor Aminoácido Aroma/sabor

glicina caramelo metionina patatas asadas
alanina caramelo Fenilalanina violetas
valina chocolate tirosina caramelo

leucina Queso horneado asparagina caramelo
isoleucina Queso horneado acido glutámico café

prolina tortas y pasteles histidina pan de maíz
hidroxiprolina galletas lisina pan fresco

arginina azúcar quemada

Tabla 3. Aminoácidos: efectos y aplicaciones

Aminoácido Efecto y aplicación

alanina y ácido asparagínico enmascaramiento de sabores ácidos (jugos de frutas, 
etcétera).

triptófano y metionina propiedades antioxidantes (grasas).
triptófano e histidina propiedades antioxidantes (leche en polvo).

histidina antioxidante (salsas congeladas). inhibición  
de la rancidez (bizcochos) en combinación con glucosa.

cisteína antioxidante (mejoramiento de la calidad del pan).
metionina aumento de la calidad nutricional (alimento animal).

lisina suplemento a proteínas de cereal (en combinación  
con treonina y triptófano).

glicina enmascaramiento de sabores pungentes causados  
por endulzantes artificiales. bacteriostático.
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Enriquecimiento nutricional

la levadura se caracteriza por un elevado contenido de proteínas de una excelente 
calidad que contiene cantidades importantes de todos los aminoácidos, excepto los 
sulfurados metionina y cisteína. en adición son la fuente principal de vitaminas del 
complejo b en la naturaleza y contienen minerales de importancia metabólica como 
el ca, mg, mn etc., por lo que pueden ser incorporadas a los sistemas de alimentos 
para su fortalecimiento nutricional (vilela et al., 2000). 

los contenidos de cenizas oscilan entre 7 y 9%, lo que asegura un suministro im-
portante de los minerales mencionados e indica el valor nutricional de este alimen-
to. los comprimidos de levadura de cerveza han sido consumidos tradicionalmente 
para el tratamiento de algunas enfermedades cutáneas como el acné, trastornos gas-
trointestinales y fuente de vitaminas, carbohidratos complejos, etcétera. contienen 
también polisacáridos de alto peso molecular como ß-(1.3) glucanos que son com-
probados inmunoestimulantes (macdonald, 1995; spring, 1996; spring, 1998).

la levadura de cerveza seca se produce por lavado y deshidratación de las célu-
las recuperadas de la etapa de fermentación cuando se ha considerado que no es ya 
posible reciclarlas al proceso. el perfil de aminoácidos de la levadura de cerveza se 
ofrece en la tabla 4.

Tabla 4. Composición en aminoácidos de la levadura  
de cerveza desamargada

Aminoácido % Aminoácido %

alanina 6.0 arginina 4.3
aspartato 8.4 cisteína 0.2
glutamato 11.3 glicina 4.1
histidina 2.2 isoleucina 3.9
leucina 6.3 lisina 6.5
metionina 1.2 Fenilalanina 3.9
prolina 3.9 serina 4.3
treonina 4.1 triptófano 1.4
tirosina 2.4 valina 5.1
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Aislamiento de productos

los procesos básicos empleados en el aislamiento de un compuesto microbiano se 
muestran en el esquema de la figura 3. después de producida la biomasa, el fluido 
es procesado para facilitar las operaciones siguientes, esto es, se separan las células 
del medio fermentado.

Figura 3. Esquema de operaciones empleadas en el aislamiento  
de productos microbianos

Fraccionamiento de levaduras

se han propuesto esquemas de fraccionamiento de levaduras a partir de autolizados 
frescos, sin embargo, la práctica común en la industria desarrolla procesos de obten-
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ción de los diferentes compuestos de forma aislada con una pobre eficiencia de utili-
zación de la biomasa. en este tipo de procesos caen producciones de especialidades 
bioquímicas de alto valor agregado y elevadísimos precios como: glutatión, factor 
de tolerancia a la glucosa, nAdh, fmn, fAdh2, enzimas como alcohol deshidrogenasa 
(Adh), glucosa isomerasa, etc. otras tendencias se encaminan en la obtención simul-
tánea de aditivos para alimentos a partir de tecnologías más simples y sin implicar 
elevados grados de pureza como concentrados de proteínas, extractos de levadura y 
concentrados de polisacáridos de pared celular, y por último los esquemas diseñados 
para la obtención de tantos productos como sea posible obtener simultáneamente, 
por ejemplo: invertasa, extracto de levadura, ergosterol, polisacáridos, fosfolípidos, 
etcétera.

Fraccionamiento de levaduras a partir de autolizados

la figura 5 muestra el esquema general propuesto para el fraccionamiento multi-
componente de extracto de levadura panadera (Kollar et al., 1992).

después de autolizada la suspensión de levadura, proceso que se realiza a 50°c 
en presencia de nacl y etanol por 24 horas, la suspensión se centrifuga de inmediato. 
el sobrenadante se somete a un proceso de ultrafiltración y el concentrado, con la 
enzima invertasa, se filtra a vacío y se evapora. el permeado se seca directamente 
por atomización y se obtiene extracto de levadura en polvo.

el sedimento de la centrifugación se lava y se seca. esta etapa de secado puede 
obviarse y proceder a las extracciones siguientes a partir de las células húmedas. 
la extracción con etanol al 95% rinde la fracción lipídica que se extrae 3-4 veces 
con n-hexano para obtener el ergosterol que se cristaliza a 2°c después de la eva-
poración.

los fosfolípidos se aíslan de residuo de la extracción de ergosterol. los solven-
tes se evaporan y el concentrado se diluye en una solución de 50% de acetona en 
agua. la mezcla se agita mecánicamente y la espuma formada rinde una fracción 
que contiene 70% de fosfolípidos. el sedimento remanente de la extracción de los 
lípidos es la fuente de ß-glucanos, mismos que se aislan por tratamientos sucesivos 
con álcali y ácido a 100°c. del extracto alcalino se pueden aislar las manoproteínas 
por precipitación a ph 4.5 y el líquido remanente se precipita con etanol rindiendo 
una fracción rica en mananos.
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Figura 5. Fraccionamiento de levadura autolizada

el fraccionamiento propuesto sólo ha sido llevado hasta nivel de planta piloto, 
sin embargo, perspectivamente presenta aspectos muy interesantes en cuanto a pro-
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ducciones versátiles que pueden compensar los elevados costos de producción. la 
accesibilidad al mercado para la realización comercial de estos productos es el punto 
neurálgico de esta tecnología.

Producción de derivados de levadura

el procedimiento permite la producción de diferentes productos, tales como: 

 • hojuelas de levadura. 
 • tabletas de levadura. 
 • salsa de mesa a base de extracto de levadura. 
 • concentrados de proteína. 
 • salsa de imitación de soja.

las inversiones requeridas para el procedimiento de una tonelada de levadura 
está por debajo de 2 millones de dólares con una rentabilidad superior al 53 por 
ciento. las inversiones se recuperan en 0.75 años. la producción de ingredientes 
alimentarios a partir de levadura revaloriza su biomasa alrededor de 25 veces. 

existe un importante mercado internacional para productos derivados de leva-
dura que alcanza un nivel de operaciones del orden de los miles de millones de 
dólares anualmente (anon, 1994). el crecimiento de este mercado puede atribuir-
se a diferentes factores, como factibilidad de procesamiento de los alimentos en 
el hogar o centros de consumo colectivo; la necesidad de aumentar la estabilidad 
de los alimentos en el almacén o en la vidriera de ventas; la satisfacción de ne-
cesidades de índole dietética, como el bajo contenido de colesterol, entre otros; 
la disminución de los costos de producción y la suplementación de nutrientes en 
programas de alimentación masiva subsidiados para sectores de bajos ingresos, 
etcétera. 

dentro de la amplia gama de aditivos e ingredientes que se comercializan, algu-
nos resultan de especial interés por su variedad de aplicaciones o por las fuentes de 
materias primas a partir de las que se producen. la biomasa microbiana, y en parti-
cular la de las levaduras, es una fuente de productos de interés alimentario conocida 
básicamente por su capacidad de generar co2 en las industrias panadera y de bebidas 
alcohólicas. la figura 1 muestra un esquema simplificado de producción de ingre-
dientes alimentarios a partir de levaduras.
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Figura 6. Esquema simplificado de producción de aditivos alimentarios  
de levadura

la tabla 5 ofrece la composición de los concentrados de proteína de levadura. 
los niveles de proteína están en el entorno de 70 %. el nivel de ácidos nucleicos 
resulta inferior a 3%. este factor es importante desde que las interacciones entre 
proteínas y ácidos nucleicos para formar nucleoproteínas afectan significativamente 
la solubilidad de las mismas. el remanente de hidratos de carbono no incide en la 
funcionalidad de éstos.
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Tabla 5. Composición química de concentrados de proteínas  
y extracto de levadura de cerveza* (g/100g)

Concentrado  
de proteína

Proteínas  
de pared celular

Extracto  
de levadura

humedad 5.02 ± 0.35 3.29 ± 0.54 30.05 ± 1.33
proteína 71.40 ±1.20 72.31 ± 0.86 36.04 ± 0.37
hidrato de carbono 15.31 ± 0.75 19.02 ± 0.32 8.81 ± 0.39
Ácidos nucleicos 3.00 ± 0.31 0.29 ± 0.35 13.93 ± 1.03
lípidos 4.10 ± 0.13 4.10 ± 0.31 0.10 ± 0.09

* todas las determinaciones por duplicado.

algunas propiedades funcionales de los concentrados de proteína se muestran en 
la tabla 6. aunque las propiedades analizadas no presentan diferencias significativas 
entre las proteínas extraídas de las paredes celulares, estas últimas presentaron una 
menor solubilidad. esto se debe a las condiciones de extracción alcalina que induce 
elevados grados de desnaturalización. 

Tabla 6. Propiedades de hidratación, enlace de aceite y capacidad  
emulsionante de las proteínas aisladas de levadura de cerveza*

Concentrado  
de proteína

Proteínas de  
pared celular

Proteína  
de C. utilis

Capacidad	de	retención	de	agua	[%] 424± 12.51 408 ± 11.77 224
Capacidad	de	enlace	de	aceite	[%] 92.0 ± 0.92 103,0 ± 1.25 90
Capacidad	de	emulsión**	[g	aceite/g] 144±3.31ª 139±2.98ª ———

* todos los valores medias de determinaciones triplicadas ** concentración de proteína 2.5%, ph 6.0 
frente a aceite de maíz.

los residuos celulares son ricos en polisacáridos estructurales y de reserva. Éstos 
se obtienen después de la separación del extracto diluido y poseen una funcionalidad 
limitada. el tratamiento de extracción alcalina de las proteínas remanentes en los 
residuos duplica la crA e incrementa 20 veces la ceA. los resultados se ofrecen en la 
tabla 7. producto del tratamiento, el contenido de hidratos de carbono se eleva hasta 
88% en los residuos tratados.
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Tabla 7. Composición de residuos de pared celular antes  
y después de la extracción alcalina (g/100 g)

Residuos de  
homogenización

Residuos  
de extracción

humedad nd 2.0±0.15
proteína 36.0±1.01 3.7±0.21
hidratos de carbono 48.0±0.99 88.3±1.03
Arn 4.8±0.22 2.0±0.19
lípidos 6.4±0.10 1.5±0.09

nd= no determinado.

Elaboración de salsa para carnes a partir de extracto  
de levadura y salsa de imitación a soja 

la producción y utilización del extracto de levadura es conocida desde hace tiem-
po en la industria alimenticia como materia prima (4) y existen numerosas firmas 
productoras de una gran tradición en el mercado internacional, lo que limita su lan-
zamiento al mercado por un productor emergente. sin embargo, si a partir de éste 
se elabora un producto terminado, cualitativamente diferente, los espacios de intro-
ducción se abren. la producción de salsas de mesa como saborizantes directos al 
consumidor es una alternativa interesante (otero et al., 1998).

la tabla 8 muestra algunas variantes de salsas de diferentes tipos, elaboradas 
a partir de extractos de levadura suplementados con productos tradicionales en el 
mercado.

de las variantes analizadas resultó más promisoria la muestra número 4, que ase-
meja a las salsas tipo barbacoa y resulta un aderezo apropiado para canes asadas.

la levadura seca, rechazada en la producción de hojuelas o tabletas, genera una 
fracción que puede resultar altamente contaminante. esta puede ser reprocesada en 
la producción de una salsa con sabor semejante a las salsas de soja obtenidas por 
hidrólisis de las proteínas presentes en el frijol. el proceso comprende la hidrólisis 
ácida a temperaturas de 120-160ºc, neutralización y centrifugación. el proceso so-
lubiliza alrededor del 90% del producto sometido al tratamiento. posteriormente, 
se eleva el contenido salino hasta 18-20 por ciento. la evaluación sensorial de esta 
salsa en comparación con una salsa comercial no rindió diferencias significativas.
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Tabla 8. Formulaciones para la elaboración de salsas de mesa  
a partir de extracto de levadura

Formulaciones
Producto (% base húmeda) I II III IV V VI
extracto de levadura 48.7 41.5 49.4 47.8 47.4 57.0
agua 36.7 31.2 37.2 35.9 35.6 43.0
pasta de ajo comercial 13.2 11.2 13.4 12.9 no no
pimienta en polvo 1.4 1.2 no 1.4 no no
azúcar refinada no 14.9 no no 17.0 no
mezcla de hierbas* no no no 2.0 no no

* producto comercial compuesto de varios tipos de hojas secas: cilantro, tomillo, etc.

Tabla 9. Cálculo del valor de producción y rentabilidad de una planta  
con capacidad para procesar 1 ton de levadura operando  

con tres esquemas diferentes de producción*

Indicador
Hojuelas, 

8%  
humedad

Tabletas,  
8%  

humedad

Salsa  
cárnica

Conc. de 
proteínas + 

Conc. de 
 polisacáridospolisacáridos

= total

producción, t 0.92 0.90 1.94 0.92
costo producción** 2246.69 1908.88 1032.75 156.65
comercialización** 
(15% sobre facturación) 1518.00 1909.23 1184.33 341.82

impuestos** (40% sobre 
facturación) 4048.00 5091.43 3158.42 911.65

total de gastos** 7812.69 8909.60 5375.30 1253.52 6628.82
precio unitario*** 11.00 14.14 4.07 2.48
valor de producción** 10120.00 12728.57 7895.56 2279.12 10174.68
ganancias** 2307.31 3520.36 1025.60 3545.86
rentabilidad, % 42.86 46.89 81.82 53.49
recuperación, años 0.70 1.06 2.60 0.75

* cálculos a través de programa prospin. costos utilizados, los vigentes en el nordeste brasileño paracostos utilizados, los vigentes en el nordeste brasileño para 
1996. precios de los productos. 80% de sus similares en el mercado mundial. 
**costo calculado en dólares americanos. 
***dólares americanos/kg.
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Balance económico de la producción

la tabla 9 ofrece el balance económico para las tres líneas de producción considerán-
dolas de forma independiente. no se incluye la producción de la salsa de imitación 
por depender, en el presente enfoque, del volumen variable de la levadura seca de 
rechazo. la producción de hojuelas de levadura es la de más baja rentabilidad, y aun 
así, presenta un tiempo de recuperación de la inversión de 1.15 años. las otras dos 
alternativas ofrecen índices muy superiores.
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Resumen
la aplicación de técnicas de la biotecnología moderna en el sector agroalimentario, 
dentro de las prácticas de agricultura sostenible y de la conservación de la biodiversi-
dad, es una necesidad imperiosa para aumentar la producción de alimentos.

el desarrollo y empleo de bioproductos (biopesticidas, biofertilizantes y bioesti-
mulantes), en la agricultura, está siendo objeto de gran atención, por científicos y 
productores, como una alternativa para la reducción del empleo de pesticidas y ferti-
lizantes químicos con el fin de disminuir la contaminación ambiental producida por 
los mismos. 

los bioplaguicidas producidos por vía biotecnológica, constituidos por cepas ac-
tivas de microorganismos para combatir plagas y enfermedades encabezados por el 
Bacillus thuringiensis (bt) y el hongo Trichoderma spp., han sido los más exten-
didos en cuba; sin embargo, en los últimos años, se han venido ejecutando varios 
proyectos de investigación encaminados al desarrollo de productos formados por 
los metabolitos activos tales como el antifungico foliar gluticid, cuyo principio activo 
contiene: sideróforos, ácido salicílico y sustancias antimicrobianas, el biomal, bioher-
bicida constituido por fitotoxinas, producidos ambos por fermentación sumergida de 
la Pseudomonas aeruginosa pss. 

1 instituto cubano de investigaciones de los derivados de la caña de azúcar (icidcA), apartado 
postal 4026, la habana, c. p. 10400, cuba, email: mariaelena.diaz@icidca.edu.cu
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de igual forma, se han venido desarrollando productos bioestimuladores entre los 
que se encuentran el bioenraiz, cuyo principio activo es la hormona de crecimiento 
vegetal ácido indol acético (AiA), producido por la bacteria Rhizobium sp., la cual 
ejerce una acción positiva sobre la formación de las raíces y la iniciación de los pelos 
laterales de la raíz, lo que favorece la germinación de las plantas; y el biojas cons-
tituido por el ácido jasmónico (Aj), y elaborado a partir del hongo Botryodiplodia 
theobromae, con un amplio espectro de respuestas fisiológicas en cultivos.

en el presente trabajo se presenta una panorámica general de las etapas comprendi-
das en el desarrollo de bioproductos y regulaciones de bioseguridad, las características 
de la producción biotecnológica de los productos y metabolitos antes mencionados, 
así como las potencialidades de las levaduras en el control biológico de enfermedades 
postcosecha de frutas tropicales.

Abstract
application of modern biotechnological techniques in agro foods sector as a part of 
sustainable agriculture y the conservation of biodiversity is an imperious necessity in 
order to increase food production. 

developed and employ of bioproducts (biopesticides, biofertilizer and bioestimu-
lants) in agriculture have been taking into account by scientifics and producing, as an 
alternative in order to reduce the application of chemical pesticides and fertilizers and 
also environmental contamination that they produce.

bioplaguicides produced by biotechnological methods constituted by active strains 
of microorganisms against pests and diseases, as Bacillus thuringiensis (bt) and the 
mould Trichoderma spp., have been used at length in cuba, nevertheless in recent 
years there have been carried out research projects with de objective of developed 
a products constituted by active metabolites as foliar antifungal gluticid, which ac-
tive principle contain: siderophores, salicylic acid and antimicrobial metabolites and 
biomal, bioherbicide constituted by phytotoxins produced by pseudomonas aerugi-
nosa pss.

at the same time there have been developed bioestimulants as bioenraiz which ac-
tive principle is indolacetic acid (iAA), produced by the bacteria Rhizobium sp., that 
make positive action in the formation of root and the beginning of lateral hair and 
biojas constituted by jasmonic acid (jA), produced by the fungi Botryodiplodia theo-
bromae.

present paper show a general overview of stage in the developed of bioproducts and 
biosecurity regulations, the characteristics of the biotechnological production of the 
products and metabolites above mention and potentialities of yeasts in the biological 
control of postharvest disease of tropical fruits.
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Introducción

para satisfacer las necesidades humanas actuales es necesaria una agricultura 
acorde con las urgencias e intereses de nuestros países en tanto se preserva el 
medio ambiente y los recursos naturales para las futuras generaciones.

teniendo en cuenta los aspectos antes mencionados, las tendencias en el mundo 
actual son hacia el reemplazo al menos parcial de los fertilizantes y pesticidas quí-
micos por los bioproductos correspondientes, cuyo impacto en el mercado dependen 
esencialmente del desarrollo de las metodologías para producir biomasa y/o los me-
tabolitos activos, así como los formulados que reúnan los requisitos de viabilidad si 
se trata de productos constituidos por la biomasa y en general que sean compatibles 
con las plantas hospederas y de eficacia probada.

la biotecnología ha abierto nuevas posibilidades en diferentes aspectos de la 
agricultura, entre los que se encuentra la producción de nuevos insumos agrícolas 
como biofertilizantes y biplaguicidas (de peña, 2004).

siguiendo esta tendencia mundial, en cuba en las últimas décadas se ha incre-
mentado la producción de biopesticidas a base Trichoderma harzianum, Bacillus 
thuringiensis, Beauveria bassiana, y Verticilium lecanii mediante tecnologías semi- 
industriales e industriales (Fernández, o., 2001), así como de biofertilizantes entre 
los que se encuentran los micorrízicos a base de propágulos de hongos micorrizó-
genos de Glomus sp. y bacterianos constituidos fundamentalmente por Azotobacter 
chroococcum que han permitido al país contar con recursos propios para la protección 
fitosanitaria de los cultivos y la fertilización, con lo que se ha logrado reducir el uso 
de los agroquímicos en la agricultura y proteger el medio ambiente. 

el desarrollo científico nacional y la necesidad de contar con productos bioló-
gicos competitivos han impulsado la investigación dirigida a la utilización de los 
procesos biotecnológicos en función de obtener bioplaguicidas bajo tecnologías de 
avanzada. 

en el instituto cubano de investigaciones de los derivados de la caña de azúcar 
(icidcA), se han desarrollado, desde la pasada década, diferentes investigaciones 
dentro del programa nacional de biotecnología agrícola, donde se han obtenido las 
tecnologías para la producción por vía fermentativa de los bioestimuladores: ácido 
indol acético (AiA) que es el principio activo del producto bioenraiz y el producto 
biojas, constituido por el ácido jasmónico elaborado a partir del hongo Botryo-
diplodia theobramae ( Klibansky y cols., 1998; altuna y cols., 1996; gutiérrez y 
cols., 1996). 
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como parte de estas investigaciones también se han desarrollado biopesticidas 
constituidos por los metabolitos activos y no la biomasa, entre los que se encuentran 
el gluticid, que es un antifúngico foliar que contiene metabolitos antimicrobianos, 
ácido salicílico y sideróforos y un bioherbicida formado por fitotoxinas ambos pro-
ducidos a partir de la Pseudomonas aeruginosa pss (villa y cols., 2004).

el presente trabajo ha tenido como objetivo presentar las características de la 
producción biotecnológica de los productos y metabolitos antes mencionados, las 
potencialidades de las levaduras en el control biológico de enfermedades postcose-
cha de frutas tropicales, y una panorámica general de las etapas comprendidas en el 
desarrollo de bioproductos y regulaciones de bioseguridad.

Bioestimuladores constituidos por metabolitos secundarios

las auxinas fueron las primeras fitohormonas reconocidas y detectadas química-
mente en el siglo xix. entre los compuestos con actividad auxínica se han reportado 
los indoles y derivados fenilacéticos y dentro de ellos, el ácido indol-3-acético (AiA) 
que es considerado la auxina más activa en planta desde el punto de vista fisiológico 
(altuna y cols., 2005). 

esta fitohormona está involucrada en una diversa variedad de respuestas al cre-
cimiento y desarrollo de las plantas, cuyo mecanismo de acción no está completa-
mente elucidado, entre las que pueden citarse: la estimulación de la división celular, 
iniciación de la formación de raíces y de la floración de callos, entre otras (glick, y 
cols., 1999; Frankenberger y arshad, 1995).

las plantas son capaces de sintetizarlas, pero también responden a las aplicacio-
nes exógenas de las mismas durante ciertas fases de crecimiento y condiciones de 
cultivo. 

por otra parte, la biosíntesis de AiA no se limita solamente a las plantas supe-
riores, diversos microorganismos son también buenos productores de las mismas 
pero la concentración alcanzada varía entre las diferentes especies y cepas, y está 
condicionada a las condiciones de cultivo; fase del crecimiento del microorga-
nismo y disponibilidad de los sustratos, dentro de los cuales se ha demostrado 
la importancia del triptófano como precursor de su síntesis para lograr elevadas 
concentraciones.

dentro de estos microorganismos se encuentran las rhizobacterias promotoras 
del crecimiento de las plantas (pgpr), entre las que se encuentran las del género 
Rhizobium (altuna y cols., 2005). 
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el producto bioestimulador bioenraiz®, desarrollado en el icidcA, se obtiene me-
diante cultivo sumergido empleando una cepa de Rhyzobium spp, que produce el 
ácido indol acético (AiA) a una concentración de 350-400 mg/l, según procedimiento 
patentado (altuna, 2005).

otros de los reguladores del crecimiento vegetal lo constituye el ácido jasmóni-
co (Aj), el cual junto a sus compuestos derivados constituyen un grupo de sustan-
cias endógenas, identificadas en una gran variedad de especies vegetales (soberón 
y cols., 2005). Fue aislado en 1971 a partir de sobrenadantes de cultivos del hongo 
Lasiodiplodia theobromae e identificado como potente inhibidor del crecimiento y 
senescencia de las plantas (aldridge y cols., 1975).

el uso de microorganismos para la producción de Aj ha demostrado ser promi-
sorio, entre las especies más representativas que se reportan se encuentran las de 
Botryodiplodia theobromae y Gibberella fujikuroi ( almeida y cols., 1999).

a partir de la década del ochenta, se pudo demostrar otros efectos tales como: 
incremento de rendimientos agrícolas en fresa, soja y caña de azúcar; estimulación 
de la formación de tubérculos en Discorea spp ( Koda y Kikuta, 1991) y un especial 
papel en los mecanismos de defensa de las plantas (Kitahara y cols., 1991).

teniendo en cuenta las características antes mencionadas del ácido jasmónico, 
en el iicidcA se ha trabajado en el desarrollo del producto biojas® que contiene ácido 
jasmónico, en una concentración entre 600-700 mg/l, el cual se obtiene mediante un 
proceso fermentativo estático del hongo Botryodiplodia theobromae, con un medio 
de cultivo barato y sencillo sin necesidad de un inductor externo. la aplicación del 
caldo fermentado ha permitido el incremento en el cultivo de fresa (20%), papa (35%), 
así como la reducción del ataque de insectos como la Chinche harinosa en cultivos de 
piña; y en cultivos de toronja se logró adelantar la maduración externa entre 15 y 30 
días, observando que en donde se aplica el producto disminuye la presencia de plagas 
y enfermedades (altuna y cols., 2002).

Biopesticidas constituidos por los metabolitos activos  
a partir de pseudomonas

con vistas a la protección del medioambiente en las últimas décadas, se ha incre-
mentado el interés en el empleo de microorganismos para el control biológico de 
patógenos, con el fin de disminuir el uso de agroquímicos, cuya definición por la 
organización internacional de lucha biológica (oilb) es la utilización de organis-
mos vivos o de sus productos, para evitar o reducir las pérdidas o daños causados 
por los organismos nocivos (pérez, 2004).



294

AprovechAmiento biotecnológico de productos AgropecuArios ii

entre los microorganismos destacados como agentes de biocontrol contra bacte-
rias y hongos fitopatógenos se encuentran las pseudomonas fluorescentes, por pre-
sentar las características de colonizar de forma rápida y agresiva las raíces de las 
plantas, así como suprimir los microorganismos patógenos mejorando el crecimiento 
de la planta y el rendimiento de las cosecha (de souza y cols., 2003; Keel y cols., 
1996) por la producción de metabolitos como sideróforos, sustancias antibióticas 
(de souza y cols., 2003; duffy y défago, 1999; nagarajkumar y cols., 2004; Walsh 
y cols., 2001) y compuestos volátiles (lugtenberg y dekkers, 1999). 

Sideróforos 

son pigmentos extracelulares, fluorescentes amarillo-verdoso, solubles en agua, que 
actúan como agentes quelantes del Fe (iii), se acomplejan con el mismo, dando lugar 
a los complejos sideróforos-Fe (iii). estos metabolitos basan su acción en la compe-
tencia que se establece en la rizósfera por el ión férrico entre las Pseudomonas spp. 
y el microorganismo patógeno, impidiendo que estos iones presentes en el suelo, 
queden disponibles al patógeno para iniciar la infección (leeman y cols., 1996; lo-
per y buyer, 1991).

la producción de sideróforos en cultivo sumergido, por cepas de Pseudomonas 
spp., está influenciada fundamentalmente por la concentración de hierro en el medio. 
elevadas concentraciones de hierro inhiben la producción de sideróforos (laine y 
cols., 1996; bultreys y gheysen, 2000; díaz de villegas y cols., 2002).

Antibióticos

los antibióticos son un grupo de compuestos orgánicos químicamente heterogé-
neos de bajo peso molecular. a bajas concentraciones, estas sustancias son perju-
diciales para el crecimiento o actividad metabólica de muchos microorganismos 
(thomashow y cols., 1997). 

existen numerosos estudios sobre los antibióticos producidos por Pseudomonas 
sp., debido a que éstas comúnmente habitan en la rizósfera y filósfera. también 
se pueden aislar de ambientes naturales, utilizan un amplio rango de sustratos, así 
como son fáciles de cultivar y manipular genéticamente, lo que las convierte entre 
las más utilizadas para la experimentación (Whipps, 2001). entre los más reporta-
dos se encuentran: 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-dApg) (de souza y cols., 2003); 
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fenacinas (phz) (cartwright, 1995); pirrolnitrin (prn); pioluteorin (plt) (dowling, 
o’gara, 1994).

considerando que las Pseudomonas spp. basan su acción fundamentalmente por 
los metabolitos antes mencionados, en el icidcA se desarrolló la tecnología de pro-
ducción de un antifúngico foliar a partir de la Pseudomonas aeruginosa pss, cons-
tituido por el sideróforo pioverdin, ácido salicílico y metabolitos antimicrobianos. 

durante ensayos realizados en condiciones controladas y de campo, resultó 
efectivo; en el control del moho azul del tabaco producido por el hongo Peronos-
pora tabacina; en el control de Phytophthora infestans en papa reduciendo 70% 
la infección; y contra el tizón temprano (Phytophthora infestans) del tomate con 
buenos resultados, comparado con los pesticidas químicos mancozeb y ridomil, 
siendo este resultado novedoso al aplicarse en el país por primera vez un producto 
biológico como antifúngico foliar (stefanova, 2000).

Fitotoxinas

existe una variedad de microorganismos, entre los que se encuentran hongos y 
bacterias patógenos de plantas, que reciben considerable atención con el fin de 
utilizarlos, junto a las fitotoxinas que ellos producen, como herbicidas biológicos 
(duke y abbas, 1994; duke y cols., 1991). en muchos aspectos los patógenos de 
plantas ejercen el mismo efecto sobre las malezas que las fitotoxinas producidas por 
ellos, por lo que potencialmente pueden emplearse como herbicidas uno u otro, sin 
embargo, las toxinas ofrecen un espectro de acción más amplio que el patógeno que 
las produce, lo que resulta de mayor interés pues es conocido que los cultivos son 
atacados por distintos tipos de malezas que deben ser eliminadas (abbas y duke, 
1995; Kremer, 1998). 

entre los microorganismos que pueden inhibir selectivamente el crecimiento de 
las plantas indeseables e impedir la germinación de las semillas, y/o el desarrollo 
de las mismas, mediante la producción de fitotoxinas, se encuentran las del género 
Pseudomonas (bender y cols., 1999). la producción de bioherbicidas constituidos 
por las fitotoxinas producidas por cepas de Pseudomonas, ofrece una alternativa 
para su aplicación en el manejo integrado de malezas. la Pseudomonas aerugino-
sa pss produce fitotoxinas de naturaleza peptídica de muy bajo peso molecular en 
cultivos líquidos, según los estudios realizados en el icidcA. la evaluación de la 
efectividad in vitro del bioherbicida a una concentración de fitotoxinas de 45 mg/
ml, sobre la germinación de diferentes semillas de malezas ocasionó la necrosis o 
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el desarrollo atrofiado de las radículas que emergieron y mostró un comportamiento 
similar al producido por los herbicidas de tipo hormonal. la aplicación foliar del 
bioherbicida sobre Eleusine indica, Amaranthus dubius, Portulaca oleracea, Oxalis 
violacea, en condiciones controladas, mostraron resultados notables con diferencia 
en cuanto al comportamiento sobre las distintas especies y un efecto de contacto 
muy rápido. las dicotiledóneas han sido más sensibles que las gramíneas (díaz de 
villegas y cols., 2005).

Levaduras para el control de enfermedades  
postcosecha en frutas

las frutas para ser consumidas deben estar exentas de residuos tóxicos debido a los 
plaguicidas y a los microorganismos patógenos.

el uso de fungicidas químicos se ve limitado por diversas razones entre las que 
se encuentran regulaciones para garantizar la salud humana, y la contaminación am-
biental, así como el desarrollo de cepas de patógenos que atacan postcosechas resis-
tentes a dichos fungicidas, todo lo cual ha motivado la búsqueda de otras alternativas 
para el control de estos patógenos.

el control biológico puede ser una de las alternativas a considerar porque su em-
pleo reduce el impacto negativo al medio ambiente y, específicamente, el empleo de 
antagonistas, entre las que se encuentran las levaduras, planteadas por diversos auto-
res como una de las alternativas más promisorias, como parte del manejo integrado 
de pestes reduciendo el uso de pesticidas químicos (droby y cols., 1998; chand-go-
yal y spotts, 1996; benítez ahrendts y carrillo, 2004).

un antagonista ideal debe reunir las siguientes características: estabilidad ge-
nética, eficacia a bajas concentraciones, requerimientos nutricionales simples, 
supervivencia bajo condiciones medioambientales adversas, crecimiento satisfac-
torios en fermentadores con sustratos baratos, baja patogenicidad para la planta y 
no producción de metabolitos potencialmente tóxicos para humanos, resistencia a 
los pesticidas más frecuentemente usados y compatibilidad con otros tratamientos 
químicos y físicos (Wilson y Wisniewski, 1994). las levaduras cumplen un buen 
número de los requisitos antes mencionados por lo que están recibiendo atención 
especial (chalutz y droby, 1998).

adicionalmente a las características antes mencionadas, las levaduras poseen 
otras propiedades que las hacen recomendables como agentes de biocontrol: crecen 
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y colonizan rápidamente la superficie de las frutas y limitan los nutrientes a micro-
organismos patógenos (bouzerda, y cols., 2003).

Etapas comprendidas en el desarrollo de un bioproducto

una comercialización exitosa de los bioplaguicidas y biofertilizantes es el resultado 
de los procesos de desarrollo de los mismos, y frecuentemente está limitada por la 
falta de conocimientos y experiencia en la producción y formulación de los agentes 
de control biológico (slininger y cols., 2003). 

los biopesticidas comerciales deben reunir los siguientes requisitos generales:

 • producción económicamente viable.
 • mantener estabilidad durante su almacenamiento.
 • adecuada persistencia en el campo.
 • Fácil manipulación, mezclado y aplicación.
 • efectividad en el control de plagas y enfermedades.

etapas que comprende el desarrollo de estos bioproductos:

 1. aislamiento e identificación de microorganismos efectivos para combatir las 
plagas y enfermedades que se desee y que no dañe las cosechas.

el aislamiento debe comenzar por las áreas donde ellos naturalmente crecen. la 
evaluación de un número mayor de agentes de biocontrol promisorios incrementa las 
posibilidades de encontrar una cepa efectiva.

 2. desarrollar procesos de fermentación minimizando el costo con un máximo 
de rendimiento y calidad.

los factores de calidad incluyen: 

 • eficacia en el control de plagas y enfermedades.
 • estabilidad durante el secado y almacenamiento.
 • compatibilidad con el hospedero.
 • adecuada persistencia en campo.
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 3. generalización de la aplicación del producto y registro del mismo.
 4. comercialización.

Selección de cepas comerciales para el biocontrol

el hecho de que sólo una pequeña proporción de cepas haya llegado a productos 
comerciales, en parte se debe a diversas características comunes a la siguiente estra-
tegia de selección: 

 • poco conocimiento de las características de la plaga, como su resistencia a los 
pesticidas químicos.

 • evaluación de pocos microorganismos como candidatos a agentes de bio-
control.

 • los microorganismos seleccionados por los resultados in vitro y en condicio-
nes controladas, no replican en condiciones de campo.

el aislamiento de las cepas debe comenzar en áreas donde ellos naturalmente es-
tán presentes. la evaluación de un número mayor de supuestos agentes de biocontrol 
incrementa las posibilidades de encontrar una cepa efectiva.

 • estudio de las condiciones de cultivo para producir biomasa y/o metabolitos 
activos empleando las medidas de bioseguridad.

 • optimización de los parámetros de fermentación: ph, temperatura, luz, airea-
ción, agitación, tiempo y tamaño del inóculo.

 • tipo de fermentación por emplear: sumergida o en estado sólido.
 • estudios de efectividad del producto en ensayos in vitro, condiciones contro-

ladas y campo.
 • evaluación económica preliminar y del proceso tecnológico.
 • escalado del procedimiento tecnológico cumpliendo las medidas de biosegu-

ridad.
 • aislamiento e identificación de los metabolitos activos.
 • evaluación técnico-económica y de mercado.
 • pruebas toxicológicas.
 • registro.
 • comercialización.
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Desarrollo de adecuadas formulaciones 

la aplicación exitosa de un microorganismo y/o los metabolitos que ellos producen, 
requiere del desarrollo de adecuadas formulaciones, adyuvantes y soportes.

en el caso de los microorganismos se requiere que el mismo se mantenga vivo y 
activo en el suelo, para lo cual es necesario encontrar y desarrollar apropiadas matri-
ces sólidas y formulaciones líquidas para estabilizar las bacterias y hongos durante 
los procesos de almacenamiento y aplicación.

Seguridad biológica

la bioseguridad es una disciplina que existe en cuba desde hace tiempo, quizá no 
como la concebimos hoy en día, y no con el nombre de bioseguridad, pero siempre 
ha estado presente en las prácticas de laboratorio donde se manipulan agentes bioló-
gicos con el nombre de “buenas prácticas de laboratorio”.
cuando oímos hablar de bioseguridad, enseguida pensamos en niveles de conten-
ción, instalaciones de alto riesgo y máxima seguridad, o en algo muy peligroso de 
origen biológico que se debe controlar, y no estamos muy lejos de la realidad. 

Niveles de seguridad

según el riesgo relativo que entrañan los microorganismos infectantes que se mani-
pulan en el laboratorio, la construcción, el diseño y también los medios de conten-
ción el manual de bioseguridad de la oms los clasifica en cuatro categorías:

 • laboratorio básico.
 • laboratorio básico con cabina de seguridad biológica u otros dispositivos 

apropiados de protección personal o contención física.
 • laboratorio de contención.
 • laboratorio de contención máxima.

Nivel de contención biológica �

le corresponde el nivel de riesgo i, que indica escaso riesgo individual y comuni-
tario. se aplicarán las medidas del laboratorio básico. no necesita ningún equipo 
especial de contención.
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Nivel de contención biológica �

le corresponde el nivel de riesgo ii, indicador de riesgo individual moderado y ries-
go comunitario limitado.

Nivel de contención biológica �

le corresponde el nivel de riesgo iii, indicador de riesgo individual elevado y riesgo 
comunitario escaso.

Nivel de contención biológica 4

le corresponde el nivel de riesgo iv, indicador de elevado riesgo individual y co-
munitario. los laboratorios de contención máxima en funcionamiento deben estar 
supervisados por las autoridades sanitarias nacionales o de otro tipo.
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