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Introduccion

a biotecnologia permite la bioconversion de residuos agroindustriales en

productos de interés comercial mediante el uso de microorganismos. Ade-

mas del interés economico que implica para la produccion de productos de
mayor valor agregado (enzimas, proteina unicelular, pigmentos, antibioticos, etc.),
la utilizacion de subproductos agroindustriales tiene incidencia en la preservacion
del medio ambiente al considerar el desarrollo de tecnologias orientadas hacia una
transformacion sustentable de los recursos naturales. La biisqueda de materias pri-
mas de bajo costo y facil adquisicion para utilizarse como sustratos fermentables
(fuentes de carbono o de nitrégeno) constituye uno de los retos mas interesantes de
la biotecnologia actual. Por ello, es de especial importancia la investigacion dirigida
a encontrar medios de cultivo alternativos que sean econdémicamente competitivos.
En este sentido, existen diversos subproductos de la agroindustria que podrian ser
utilizados como sustratos no convencionales para la obtencion de productos de inte-
rés econdmico como los aditivos alimentarios.

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

El Cuerpo Académico Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria en colaboracion con
el Cuerpo Académico de Alimentos y Nutricion a través de la Sociedad Mexicana de
Nutricion y Tecnologia de Alimentos (Somenta), lleva a cabo el Encuentro Acadé-
mico: Avances en el Aprovechamiento Biotecnoldgico de Productos Agropecuarios.
Este foro ofrece una plataforma que permite, a los grupos de investigacion naciona-
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APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

les e internacionales, compartir los avances cientificos en el area del aprovechamien-
to biotecnolodgico de productos agricolas para la produccion de aditivos alimentarios.
Asimismo, permite establecer redes de colaboracion entre los participantes en el
evento.

Ma. Guadalupe Bustos Vazquez
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Evaluacion de lias de vinificacion como fuente de acido
tartarico y como nutriente fermentativo economico
Evaluation of Vinification Lees as Source of Tartaric
Acid and Low-cost Fermentative Nutrient

Dominguez Gonzdlez, J. M.'; Converti, A.°; Bustos Vizquez, G.°

Resumen
Todo fenémeno que contribuye a modificar el equilibrio de un medio vivo representa
una fuente de contaminacion. Es el caso de los vertidos organicos de las actividades
agroalimentarias y, por lo tanto, de los efluentes de origen vitivinicola, como las lias
de vinificacion. Aunque son naturales y no representan en general toxicidad, estos
vertidos pueden dar lugar a la destruccion de la fauna y flora del medio cuando se
vierten en gran cantidad en un rio, un estanque o un lago. La actividad vitivinicola es
hoy considerada como una industria susceptible de producir daiios medioambientales
y, por ello, deben tratarse sus residuos, particularmente si tenemos en cuenta que la
produccion de aguas residuales en este sector en Espana se situa en 18-10° m*/afio, seis
veces mas que la cantidad de residuos generados en Francia o Italia.

Las lias de vinificacion se producen en las bodegas, durante el proceso de ela-
boracién del vino. En ocasiones se destilan para recuperar alcoholes y sustancias
aromaticas, quedando por lo tanto unas lias empobrecidas en estos compuestos. La

! Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de Vigo (campus Ourense), As Lagoas s/n, 32004,
Ourense, Espaila, 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, 1-16145
Génova, Italia.

> Departamento de Biotecnologia, Unidad Académica Multidisciplinaria Mante, Universidad
Autéonoma de Tamaulipas, Blvd. E. C. Glez. 1201.
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composicion de las lias varia en funcion 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 busqueda de
nutrientes alternativos, que sean econémicamente competitivos es particularmente in-
teresante. Dado que las lias son basicamente levaduras muertas, esta fraccion residual
constituye una fuente potencial de nutrientes.

Las lias, ademas, se caracterizan por contener elevados contenidos de tartratos,
subproducto de importante valor econdémico y aplicacion como corrector de acidez en la
elaboracion del vino. El 4cido tartarico se puede recuperar por solubilizacién con HCI,
posterior precipitacion a tartrato calcico con CaCO, y CaCl,, redisolucion con HCl y
final recuperacion por cristalizacion. Las lias asi 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 proteinas y péptidos procedentes de
las levaduras presentes en las lias. Para el resto de los microorganismos sera necesa-
ria una segunda etapa de pretratamiento de las lias encaminada a la liberacion de los
componentes intracelulares y la hidrélisis de las macromoléculas, empleando distintos
métodos de rotura celular:

a) Procedimientos mecanicos como rotura mecanica.
b) Procedimientos quimicos como permeabilizacion.
¢) Procedimientos enzimaticos como rotura o lisis.

d) Otros métodos como termolisis o permeabilizacion.

De este modo se pretende desarrollar una tecnologia rentable para el aprovecha-
miento de lias como nutrientes econémicos y como fuente de acido tartarico.

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 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 18-10°
m?/afio, 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.

16



EVALUACION DE LiAS DE VINIFICACION

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 HCI, further
precipitation to calcium tartrate with CaCO, y CaCl,, solution with HCI 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.

¢) 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.

Introduccion

1 acido tartarico ya era conocido por los griegos y los romanos, y se encuen-
tra en la naturaleza en forma de tartrato de hidrégeno y potasio en el zumo

de la uva. Fue aislado por primera vez el afio 1769 por el quimico sueco Carl
Wilhelm Scheele.

Estructura quimica

El acido tartarico es un acido dicarboxilico natural. Su formula es: HOOC-CHOH-
CHOH-COOH. Contiene, por tanto, dos grupos carboxilicos y dos grupos alcohol
en una cadena de hidrocarburo lineal de longitud cuatro. La figura 1.1 muestra su
estructura. El nombre sistematico del acido tartarico es acido 2,3,-dihidroxibutano-
dioico. Este acido contiene dos centros quirales con idéntica sustitucion. Por tanto,

existe como un par de enantiomeros y una forma meso aquiral.
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Figura 1.1. Estructura del acido tartarico

OH o

OH

En la figura 1.2 se muestran los distintos estereoisomeros del acido tartarico. El
enantiomero destrogiro del acido tartarico esta ampliamente extendido en la natura-
leza y se encuentra en muchos frutos. El acido tartarico levogiro puro, asi como el
isbmero meso, no son tan habituales.

El 4cido tartarico tiene una importancia histdrica, ya que fue la primera molécu-
la quiral cuyo racemato se separd en los dos enantiomeros correspondientes. Ello
tuvo lugar en 1848, mucho antes de que se planteara la estructura tetraédrica del
carbono. Lo tnico que se sabia era que el acido tartarico de la fruta era dextrégiro,
y que de la uva podia aislarse otra forma del acido tartarico, 6pticamente inactiva.
Esta tltima se denominaba corrientemente acido racémico (racemus, latin, racimo
de uva).

Figura 1.2. Esteroisomeros del dcido tartarico

HO COOH H COOH HO, COOH
HO, HOLQ, / HO
/& WoH A Svn TR
S S\ N\
HOOC H HOOC OH Hooc/k ¥ \og
Acido (+) tartarico Acido (-) tartarico Acido meso-tartarico
[a]¢ =+12.0 [a]?C= 12.0 [a]3C =0
p.f. 168-170°C p.f. 168-170°C p.f. 146-148°C
Densidad (g mL ') d = 1.7598 d=1.7598 d=1.666

El quimico francés Louis Pasteur obtuvo una muestra de sal sdédico-amoénica de
este acido y observo 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 rotacion 6ptica, Pasteur comprob6 que una de las formas
cristalinas era idéntica a la forma natural del acido (+) tartarico y que la otra era la
forma levogira. La quiralidad de las moléculas se traducia en quiralidad macrosco-
pica del cristal, algo relativamente infrecuente. Pasteur concluy6 que las propias
moléculas debian ser quirales.

18
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A partir del acido tartarico se puede obtener otro acido empleado en enologia el
acido metatartarico. Se obtiene por el calentamiento a 170°C del acido tartarico a la
presion atmosférica, o de 150°C cuando la presion es reducida, produciéndose entre
las moléculas del acido tartarico una esterificacion parcial entre sus funciones acidas
y alcoholicas. Se obtiene un producto polimerizado, que presenta la propiedad de
impedir la formacién de cristales de tartratos en el vino.

Propiedades fisicas y quimicas del dcido tartarico
Las principales caracteristicas fisicas y quimicas del acido tartarico son:

« Denominacién: L - (+) - Acido Tartarico

* Formula especifica: C,H.O,

* Peso molecular:150.09 g/mol

* Punto de fusion: 168 °C - 170 °C

» Temperatura de descomposicion: > 220 °C

» Estado fisico (Condiciones estandar): sélido

* Apariencia: blanca

* Olor: inodoro

* pH en solucion al 1%: 2.1

» Rotacion especifica (solucion al 20%): +11,90 : +12,80

» Solubilidad en agua a 22 °C: 1 390 gr/l

* Constantes de disociacion: K = 1,04 x 10°; K,= 4,05 x 10°

e Presentacion comercial: Cristales monoclinicos translucidos, o en forma de
polvo blanco inodoro y agradable sabor acido. Estable al aire y nada higros-
copico.

Sintesis del acido tartarico

El 4cido tartarico es un producto secundario del metabolismo de los azucares, con
una sintesis muy lenta. En la figura 1.3 se muestra un esquema de la sintesis. Una
primera posible explicacion es la transformacion de la glucosa en acido-5-cetoglu-
conico, el cual pasa a los aldehidos tartarico y glicdlico, el primero por oxidacion se
transforma en acido tartarico y el segundo en los acidos glicolico, oxalico y glioxi-
lico. Otra posible hipotesis se encuentra en la transformacion del acido ascorbico

19
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en acido tartarico, no conociéndose exactamente como llega a formarse el primer
compuesto a partir de los azlcares.

Figura 1.3. Sintesis del acido tartarico

HO 00H
H—C—OH H—C—OH
NAD*
HO—(E—H l Ho_ﬁj__H
H—C—OH H—C—OH
NADH
H—C—OH 0
+H*
CH,0H CH,0H
D (+) -glucosa Acido
S-cetogluconico
OOH OOH
H—C—OH H—C—OH
‘_—
HO—C—H H —H
COOH CHO Pu—
+
Acidos ?OOH HO
tartarico y o
glicolico CHZOH CHZOH
Ald§h1’dos ?OOH
$00H icsico THOH
COOH % COOH H,
' Acido |+ CH3 - CO-S - CoA ?
oxalico
CHO ———» —» COOH
Acido + Hzo

glioxilico

Formacion del acido tartarico en la vid

En las vides se puede distinguir una parte enterrada, formada por las raices de ma-
yOr 0 menor grosor y mas o menos viejas, cuyas extremidades, mas finas y jovenes,

20
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constituyen la cabellera. Y otra parte aérea o vuelo en la que hay que distinguir: el
tronco, brazos y sarmientos que duran varios afios, y las hojas, frutos y zarcillos,
cuya duracion no pasa corrientemente de un afio. La zona que une estas dos partes,
la subterranea y la aérea, se llama cuello. Las partes de la vid donde se sintetiza el
acido tartarico son las hojas jévenes y las bayas verdes.

La vid es una de las pocas plantas en que el acido tartarico es sintetizado en las
hojas, lo cual también acontece con el acido malico, teniendo como precursor la glu-
cosa. Las hojas adultas no conducen a la formacion de acido tartarico. El inicio de
la formacion del acido tartarico tiene lugar en las hojas de la vid. En esta parte de la
planta es donde tiene lugar la fotosintesis, la respiracion y la transpiracion. Mediante
la fotosintesis se elaboran nutrientes a partir de elementos inorganicos simples utili-
zando la energia proveniente de la luz. La energia es captada por los cloroplastos, los
cuales contienen clorofila, que es la encargada de combinar el anhidrido carbonico
extraido del aire y el agua proveniente del suelo, desprendiendo oxigeno. Como con-
secuencia de este proceso surgen los hidratos de carbono (azucares, almidon, etc).
El nutriente basico es la glucosa a partir de la cual son sintetizados todos lo demas
elementos.

La respiracion, al igual que en el resto de las plantas, se realiza absorbiendo el
oxigeno presente en el aire y expulsando el gas carbonico. Esta funcion vital para
la cepa, se realiza en los estomas. Los estomas se encuentran en las hojas, favore-
cen la transpiracion o evitan la desecacion en funcion de la cantidad de agua que se
encuentre en la hoja. Durante la respiracion se libera energia que es utilizada por la
cepa para el crecimiento, la reproduccion, la formacién de frutos, la absorcion de
nutrientes, la constitucion de diversas sustancias quimicas, tales como los acidos
tartarico, malico, taninos, etc.

El 4cido tartarico se forma por un corte de la molécula de glucosa entre los ato-
mos de carbono 4 y 5. Una vez formado se transporta hacia las raices, donde se
acumula sin transformacion, para ser transportado a los drganos verdes. Durante la
migracion a los 6rganos verdes parte del acido tartarico puede oxidarse a dcido mali-
co. En la figura 1.4 se muestra la formacion del acido tartarico en las diferentes partes
de la vid, ademas de otras sustancias organicas.

La uva es de los pocos frutos de origen europeo que acumula acido tartarico,
encontrandose el isdbmero 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 maduracion. El desarrollo de las bayas
empieza con la polinizacion y continta hasta el estado de madurez o, eventualmente,
de sobremadurez si la recoleccion se retrasa. Se produce un crecimiento en volu-
men de las bayas acompafiado de una evolucion de las caracteristicas fisicas (color,
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Figura 1.4. Formacion de sustancias organicas y su transporte

co,

Sacarosa
Glicidos
Acido mélico

Acido tartitico

Acido tartarico

Acido malico

+/ Acido tartarico e
- icidos

/ Acido mélico

LT

Acido malico
Glucidos
Acido malico
Acido tartatico
(uvas)

Glucosa + fructosa

Acido milico + cido tartdtico
(uvas)

Acido citrico
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Fuente: Ribéreau-Gayon, 1975.

firmeza) y de la composicion quimica de las uvas (azicares, acidos, compuestos
fendlicos). Se distinguen dos periodos a lo largo del desarrollo del fruto: un periodo
herbaceo y un periodo de maduracion.

Periodo herbdceo. Durante el crecimiento herbaceo de la baya, ésta se comporta
como un organo clorofiliano en crecimiento. Su respiracion es activa con un maximo
al cabo de cuatro semanas. Su fotosintesis es intensa al principio pero disminuye
progresivamente hasta el final del periodo. Las bayas verdes pueden sintetizar aci-
dos orgénicos, principalmente acido malico y acido tartarico. La sintesis de acido
tartarico se realiza simultaneamente y del mismo modo que en las hojas jovenes, a
partir de la glucosa. Al final de la etapa herbacea, el contenido en azucar de las bayas
es pequeno; por el contrario, los contenidos de acido malico y de acido tartarico son
elevados.

Periodo de maduracion. Comienza con el envero, un periodo de evolucion rapida
de las caracteristicas fisicas y bioquimicas 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 6rgano
de transformacion y, sobre todo, de almacenamiento. La composicion de la uva cam-
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bia, en principio, bruscamente al comienzo del periodo y después progresivamente.
La acidez disminuye, mientras que aumenta el contenido en azlicares, compuestos
fendlicos y compuestos aromaticos. El crecimiento del contenido en azucares se
debe esencialmente a la migracion de aziicares producidos por fotosintesis, por mo-
vilizacion eventual de reservas y por transformacion del dcido maélico en azucares;
siendo ésta ultima causa de menor importancia.

La disminucion de la acidez tiene diversas causas:

* Degradacion respiratoria: Los acidos organicos sirven de sustrato a la res-
piracion. La degradacion aumenta con la temperatura, por lo que la acidez
es mas reducida los afios de verano calido. Esta degradacion afecta al acido
tartarico por encima de 30° C.

» Transformacion del acido malico en aziicares: La sintesis de azlcar a partir
de 4cido malico, llamada gluconeogénesis, participa en la disminucion de la
acidez.

* Fenomenos de dilucion: Durante la maduracion, la uva engorda por aporte de
agua a través de la raices, lo que contribuye a disminuir la concentracion en
acidos.

» Migracion de las bases procedentes de las raices.

A pesar de la disminucion de la acidez, el contenido en acido tartarico permanece
sensiblemente constante, ya que la sintesis y las migraciones equilibran las pérdidas
por respiracion. En periodo seco este contenido disminuye y, por el contrario, au-
menta después de la Iluvia.

Situacion del acido tartarico en el grano de uva

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

El hollejo tiene por mision 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 maduracion y defender estas estructuras de
las agresiones externas. Representa una fraccion variable desde el 8 al 20 por 100.
El contenido en acidos organicos 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 via sexual. El nimero de pepitas es variable, puede existir desde ninguna pepita,
hasta una, dos, tres o cuatro como maximo. En esta zona de la uva no hay acidos
organicos.

La pulpa es la zona mas 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 mas delgadas que las de la piel. El interior
de la pulpa se denomina endocarpio, que se compone a su vez de dos capas, la mas
externa de células alargadas situadas en posicion radial y de paredes mas gruesas,
y las que rodean las pepitas, también de forma alargada, situdndose en este caso de
manera tangencial respecto del centro del grano de uva y pepitas.

La pulpa es un tejido de acumulacion de las sustancias sintetizadas por la vid.
Todas estas sustancias estan contenidas en las vacuolas de las células de la pulpa y
proceden en su mayoria de otros lugares de la planta o en menor cuantia de la sintesis
del propio racimo.

Figura 1.5. Corte esquematico de un grano de uva

i s Peciolo

Hollejo (6a 10 --
capas de células)

Pulpa --- /

Fuente: Peynaud, 1989.

El agua es el compuesto mayoritario que contiene la pulpa, pero los compuestos
mas importantes son los azticares y los acidos organicos, entre ellos el acido tartari-
co. La zona mas rica en 4cido tartarico 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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Formacion de sales tartaricas en el procesado del vino

El acido tartarico puede formar sales por la presencia de calcio y potasio. Las dife-
rentes sales que puede formar son: bitartrato potasico (THK), tartrato neutro de pota-
sio (TK,), tartrato neutro de calcio (TCa), tartrato doble de potasio y calcio (T,K,Ca)
y sal mixta de malotartrato de calcio (MTCa,)

En el vino, debido a los valores de pH que tiene, solamente se encuentran el bitar-
trato potasico y el tartrato célcico. Las demas sales solo se forman cuando el pH es
superior al valor de 4,5. La solubilidad de estas sales disminuye por la formacion de
alcohol durante la fermentacion alcohdlica, asi como también por el enfriamiento
del vino.

El bitartrato potasico. Su formula es COOH-CHOH-CHOH-COOK. También se
llama tartrato acido de potasio. La solubilidad de esta sal en el vino depende de la
concentracion de alcohol y, sobre todo, de la temperatura del vino. La solubilidad del
bitartrato potasico en el vino a 20° C es de 5.7 g/L mientras que la del acido tartarico
es de 4,9 g/L. La solubilidad disminuye cuando se afade acido tartarico, y aumenta
cuando se afiade cualquier acido, ya que se produce una modificacion del equilibrio
io6nico, formando estos acidos sales solubles con el potasio, mientras la concentra-
cion de bitartrato potasico se reduce. Durante la fermentacion malolactica sucede
el fenomeno contrario, pues al desaparecer el acido malico, el equilibrio entre este
acido y sus malatos se desplaza hacia la descombinacion de éstos ultimos, cediendo
potasio al medio, que aumenta la concentracion de bitartrato potasico y ademas 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 mas que en los blancos, debido a su mayor
riqueza en potasio.

Eltartrato neutro de calcio. Suformulaes COOCa-CHOH-CHOH-COOCa-4H,0.
Es una sal que presenta una solubilidad bastante inferior a la del bitartrato potésico,
del orden de 0.53 g/L en vino a 20° 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 razon las precipitaciones de tartrato de calcio en los vinos pueden ser
incompletas por los tratamientos realizados por frio y aparecen mas tarde sin razoén
alguna aparente. El contenido de esta sal es inferior en los vinos tintos de un 30 a 50
por 100, mas pobres que los vinos blancos.

La insolubilizacion 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 mas rico e integro, 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”.

Cristalizacion de las sales tartaricas. La cristalizacion exige la presencia en el
vino de gérmenes o nucleos de cristalizacion, estando formados por cristales sub-
microscopicos, o por cristales de mayor tamaio, e incluso también sobre solidos de
distinta naturaleza pero también de estructura cristalina.

Tratamientos para las precipitaciones tartaricas. Hay diferentes tratamientos
para estabilizar los vinos e impedir las precipitaciones tartaricas. Unos son mas efi-
caces que otros, ya que en los mecanismos de insolubilizacidon de estas sales inciden
una gran cantidad de factores, que pueden acelerar o retardar la precipitacion de las
mismas.

Antes de la aplicacion de uno u otro sistema de estabilizacion, es conveniente
analizar el vino frente a los elementos o sustancias que intervienen en estas precipi-
taciones: pH, calcio, potasio, acido tartarico, etcétera.

Los métodos de estabilizacion utilizados en la actualidad pueden clasificarse en:

I. Sistemas que insolubilizan y eliminan los tartratos del vino.

» Tratamiento por frio: se basa en la insolubilizacion de los tartratos por el frio.
Puede realizarse espontaneamente por el frio del invierno o aplicandoles frio
artificialmente, estos tratamientos son de mas corta duracion.

«  Osmosis inversa: la estabilizacion tartarica se realiza haciendo pasar el vino
por un aparato de 6smosis inversa, donde temporalmente se elimina parte del
agua que contienen, resultando asi los vinos concentrados y produciéndose
una importante insolubilizacién de los tartratos, la cual puede ser activada
por un tratamiento complementario por frio. 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 tartaricas.

+ Acido metatartarico: el mecanismo de inhibicion sobre los tartratos del vino,
se explica por formar alrededor de los nucleos de cristalizacion una barrera,
que impide la aproximacion 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 carboxilicos, lo que permite adsorber los ntcleos de los tartra-
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tos e inhibir su crecimiento, pudiendo ademas acomplejar los cationes calcio y
potasio, provocando la disminucion de estos cationes en estado libre.
Manoproteinas: 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 extraccidn, o bien mediante adicion de preparados comerciales.
Frenan las precipitaciones tartaricas por un mecanismo de inhibicion de la
cristalizacion muy similar al de la carboximetilcelulosa, pero de efecto de
adsorcion mucho mas reducido, por lo que es menos eficaz.

I11. Sistemas que eliminan los cationes responsables de las precipitaciones tarta-

ricas.

* Acido tartarico racémico: es el acido DL-tartarico dpticamente inactivo, que

combinandose con el calcio, forma una sal de racemato calcico muy poco
soluble. Por este motivo reduce la cantidad de calcio en el vino.
Electrodialisis: es una técnica que permite la separacion de determinados
aniones o cationes de los mostos o vinos, haciendo pasar €stos por un aparato
dializador, donde una corriente continua aplicada entre dos electrodos y unas
membranas semipermeables, logran la eliminacion o reduccion de los niveles
de calcio o de potasio.

Intercambio i6nico: un intercambiador idnico es una sustancia mineral u or-
ganica insoluble, que presenta la propiedad de ionizarse en presencia de una
fase acuosa y de intercambiar estos iones con los de la solucion acuosa (J.
Ribéreau-Gayon y cols., 1998). Este sistema permite la eliminaciéon uno o
varios iones causantes de precipitaciones tartaricas, asi como de quiebras
férricas o cupricas.

Aplicaciones del acido tartarico

El uso del acido tartarico esta extendido en diferentes campos. Los sectores que lo
utilizan son la industria alimentaria, la farmacéutica, la quimica y la construccion,
pero el mas importante es el sector enoldgico.

Industria alimentaria: el acido tartarico es un acidificante y conservante na-
tural. Se emplea como emulsionante en panaderia, como ingrediente para la
levadura, en la fabricacion de caramelos y golosinas como acidificante, en
la elaboracion de mermeladas y gelatinas; también es acidificante de bebidas
gaseosas como la Coca Cola.
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» Industria farmacéutica: se utiliza para la preparacion de antibioticos, pildoras
y pastillas efervescentes, medicina para las cardiopatias y en compuestos tera-
péuticos que combaten el sida.

 Industria construccion: en este sector industrial se utiliza como retardante del
fraguado del yeso y el cemento.

* Industria quimica: se emplea en fotografia, galvanotécnia, para preparacion de
tartratos y como secuestrante de iones metalicos.

Empleo del acido tartarico en la industria enologica. El éacido tartarico es un
elemento muy importante en la industria enologica. Al ser uno de los acidos organi-
cos que estan 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 clasicamente se dividen en acidez fija y acidez vo-
latil. La acidez volatil esta constituida por el acido acético. La acidez fija se debe
al acido tartarico y al acido malico. Los acidos combinados en forma de sales no
intervienen en el valor de la acidez total.

En la mayoria de los paises, la acidez fija se expresa en g/L de tartérico, en algu-
nos paises como en Francia se expresa en g/L sulfurico. Para determinar la acidez
total se realiza por titulacion del mosto con una solucion de hidroxido sédico N/10,
con azul de bromotimol como indicador. El resultado se puede expresar directamente
en acido sulfurico o por una facil conversion referirlo a acido tartarico:

» Acidez sulfurica - 1.530 = Acidez tartarica
e Acidez tartarica - 0.653 = Acidez sulftrica

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

Acidez sulfurica (g/L)/0.049 = Acidez tartarica (g/L)/0.075 = miliequivalentes/L

La acidez desempeiia un papel importante a la hora de definir el estado optimo
de maduracion industrial de la vendimia. Forma parte de los indices de maduracion
quimicos.

Otro uso del acido tartarico 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 consideracion de menor nivel que la de los aztcares, aunque desde
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el punto de vista técnico son de gran interés para lograr en los vinos un equilibrio
adecuado, asi como también algunas importantes prestaciones, donde destaca el pa-
pel que la acidez desempeiia en la conservacion de los vinos.

Las correcciones de la acidez se pueden hacer con practicas viticolas, modifican-
do los niveles de acidez de las vendimias, o con practicas de acidificacion directa.

La acidificacion directa se realiza con la adicion de acidos orgénicos autorizados,
estando expresamente prohibidos el uso de acidos minerales, tales como los acidos
sulfurico, clorhidrico o fosférico, que fraudulentamente se utilizan en ocasiones,
buscando mas bien una correccion del pH a la baja, siendo éste un valor dificil de
modificar con los acidos organicos autorizados.

El 4cido tartarico es el principal acidificante autorizado. La Unién Europea es-
tablece unas limitaciones legales. En los productos mostos y vendimias, la acidifi-
cacion solamente podra realizarse hasta el limite maximo de 1.5 g/L, expresado en
tartarico. Mientras que en vinos la acidificaciéon maxima sera de 2.5 g/L. expresado
en acido tartarico. Teoricamente 1 g/L de acido tartarico es capaz de elevar la acidez
total en 0.65 g/L, expresada en 4cido sulftrico o 1 g/L en acido tartarico.

La acidificacion 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 fermentacion y fases posteriores del vino. Se recomienda no obstante, corregir
la acidez cuando la vendimia presenta valores inferiores a 4.5 g/L en tartarico, afia-
diendo 1 g/L de tartarico, y con valores entre 4.5 y 5.5 g/L en tartarico, agregando
0.5 gL de tartarico.

Una acidificacion tardia, 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 sensacion de dureza en la boca. El momento mas adecuado de
acidificar con acido tartarico es hacerlo en una primera adicion al finalizar la fermen-
tacion alcoholica con la cantidad indispensable, y luego corregir definitivamente el
vino antes de su estabilizacion tartarica por frio, donde se deben realizar los ensayos
pertinentes para calcular la cantidad a afadir, teniendo en cuenta que parte se solu-
bilizara en forma de tartratos.

Objetivos y plan de trabajo

Las lias de vinificacion constituyen uno de los principales residuos de las industrias
vitivinicolas y representan una fuente de contaminacion importante. Su eliminacidén
supone un gasto econoémico para las empresas productoras. En los tltimos afios, en el
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Departamento de Ingenieria Quimica de la Facultad de Ciencias de Ourense, se han
estado desarrollando una serie de trabajos encaminados al aprovechamiento de estos
residuos agroindustriales para su conversion en aditivos alimentarios.

El objetivo planteado para este estudio es la recuperacion del acido tartarico pre-
sente en las lias de vinificacion (blancas y tintas) y optimizacidon del proceso. Para
cumplir con este objetivo se elabord el siguiente plan de trabajo:

* Solubilizacion del 4cido tartarico empleando HCIL.

* Purificacion del acido tartarico mediante la precipitacion con Ca2CO3 y
CaCl2.

» Optimizacion de los procesos realizados.

Materiales y métodos

Lias de vinificacion

Las lias procedentes de la campafia de 2002 fueron cedidas amablemente por la
“Cooperativa Vitivinicola del Ribeiro” (Ribadavia, Orense, Espafia) y almacenadas
a4°C.

En el vino blanco, el proceso de fermentacion se lleva a cabo sin maceracion,
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 tltima fraccion
se utiliza para producir vino de peor calidad obtenido a partir del bagazo de prensa.
Durante el proceso fermentativo, las particulas en suspension decantan al fondo del
barril y se separan del vino mediante la operacion de trasiego. EI nimero de trasie-
gos dependen del tipo de vino.

En el proceso de elaboracion de vino tinto, la fermentacion se realiza simul-
taneamente con la maceracion, por lo que la separacion del bagazo sera posterior
a la fermentacion. Durante la fermentacion, al igual que en el vino blanco, se
producen lias.

Las lias 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 asi /ias de vino blanco destiladas y lias
de vino tinto destiladas, constituyendo las fracciones de lias ensayadas en este
trabajo.
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Caracterizacion de las lias de vinificacion
Sélidos

Para la determinacion de los solidos se tomd, para cada tipo de lia, un crisol de vi-
drio, secado en estufa durante 12 horas, de peso conocido. En cada crisol se peso
aproximadamente 1 g de lia y se metieron en estufa a 102 °C 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 determind su peso.

Carbono y nitrégeno

Para la determinacion del porcentaje en carbono y nitrogeno de las lias se analizo
la fraccion sélida utilizando un analizador elemental “Thermo Finningan Flash Ele-
mental Analyser 1 112 series” (San José, California, Estados Unidos).

Compuestos organicos

Los componentes organicos de las lias: glucosa, acido lactico y acido acético se
determinaron por “Cromatografia Liquida de Alta Eficacia” (cLAE) (Agilent, modelo
1 100, Palo Alto, California, Estados Unidos), con un detector de indice de refrac-
cion y utilizando una “Columna Transgenomica ION-300” (Transgenomic Inc., San
Jos¢, California, Estados Unidos). La fase movil consistiéo en H,SO, 0.01 N con un
caudal de 0.4 mL/min.

Cenizas

Las cenizas se determinaron a 550 °C en una mufla hasta peso constante. Los reci-
pientes utilizados fueron crisoles de porcelana secos (se secaron en estufa a 102 °C
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 absorcion atomica empleando un “Espectrofotometro 220 Fast

31



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

Sequential” (Varian, Palo Alto, California, Estados Unidos). Para ello, se sometieron
0.15 g de cenizas a un proceso de digestion con S mL de HNO, al 65%, 1 mL de H,O,
al 30% y 0.5 mL de HF al 40% en un horno microondas “Labstation mls 1200 mega”
(Milestone, Bérgamo, Italia).

Recuperacion del acido tartarico

Desarrollo del proceso

En la figura 3.1 se muestra un esquema del proceso llevado a cabo para la recu-
peracion del acido tartarico de las lias de vinificacion. El proceso se dividio en
dos fases, en cada fase se realiz6 un disefio experimental para la optimizacion del
proceso.

1 Solubilizacion del acido tartarico. Para solubilizar el acido tartarico presente
en las lias se empled HCl al 37 por ciento. La mezcla de las lias con el HCI se rea-
lizo en un vaso de precipitados. La mezcla se centrifugd a 3600 rpm y 15 min. La
parte solida se liofilizd para emplearla como nutriente en fermentaciones lacticas y
la parte liquida, donde se encuentra el 4cido tartrico, se guardo en frio a 4 °C para
realizar el segundo disefio experimental.

11. Precipitacion y recuperacion del acido tartarico. Para retirar selectivamente
el acido tartarico de las demas sustancias presentes en el liquido, se hizo precipitar el
acido tartarico en forma de tartrato célcico empleando CaCO, y CaCl,; se emplearon
diferentes valores de pH y tiempos de reaccion.

Después de la precipitacion se realizo una filtracion con un embudo Biichner, ob-
teniendo una parte solida que es el tartrato calcico y una parte liquida donde se en-
cuentran los demas componentes. El tartrato calcico se redisolvio en una solucion
de 95 mL de agua caliente y 5 mL de HCl al 37 por ciento.

Disefio experimental y andlisis estadistico
Para la recuperacion del acido tartarico de las lias de vinificacion se realizaron dos
disefos experimentales. Se empled un disefio factorial incompleto 3° (Box y cols.,

1978). Los datos experimentales se analizaron por la metodologia de la Superficie de
Respuesta, usando el paquete estadistico: Statistica 5.0. La relacion entre las varia-
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bles dependientes y de operacion se establecio por un modelo que incluye términos
lineales, de interaccion y cuadraticos:

y= bo + bl.Xl + bz’X2+2b3'X3+ béz’xl’xz_’_ ?13'X1'X3+ b23’X2'X3 T
b, X2+ b, X +bx,

Donde “y” es la variable dependiente, “b” denota los coeficientes de regresion
(calculados a partir de los datos experimentales por regresion multiple, usando el
método de los minimos cuadrados), y “x” denota las variables independientes.

a) Disefio 1: Solubilizacion del acido tartarico

Las tres variables independientes fueron la concentracion de HCI (37%), la
temperatura y el tiempo. La variable dependiente fue la concentracion de acido
tartarico.

b) Disefio 2: Precipitacion y recuperacion del acido tartarico

Las tres variables independientes fueron la concentracion de CaCl,, el pH y el
tiempo. La concentracion de CaCO, se fijo en funcion de la estequiometria de la
reaccion. La variable dependiente fue el % de acido tartarico recuperado.

Analisis

La concentracion de acido tartarico, asi como de otras sustancias presentes en menor
medida (acido malico, glicerina, azlcares...) se determind por HPIc. Para calcular
los valores Optimos de las variables dependientes se empleo la herramienta “Solver”
de Excel.

Los subproductos y efluentes liquidos de las bodegas (lias, vinazas, aguas de la
limpieza de tartratos de los depositos...) estan 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 fisicoquimicos de la elaboracion de los vinos. Por lo general, estos subpro-
ductos se presentan en fase liquida acompanados 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 valorizacion, es decir,
de un aprovechamiento econémico afiadido al de la actividad vitivinicola; 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 recuperacion de acido tartarico
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Entre los subproductos o efluentes enologicos mas frecuentes cabe destacar las
heces o lias, que son el conjunto de materias organicas y sales, que se depositan de
forma natural en el fondo de los envases después de la fermentacion o durante la
conservacion de los vinos. Del mismo modo que en el tratamiento de otros subpro-
ductos, el principal aprovechamiento de las lias estriba en la obtencion de alcohol
etilico mediante su destilacion, resultando entonces como materia residual las lias
destiladas.

Independientemente del valor nutritivo de las lias destiladas para cepas de Lacto-
bacillus (Bustos y cols., 2004) uno de los componentes mas interesantes de las lias
es el tartrato de calcio. Este compuesto es muy poco soluble (0.53 g/L a20°Cy 1.16
g/L a 60°C) si se compara con el hidrogenotartrato de potasio (5.7 g/L a 20°C y 24
g/L a 60°C) (Flancy, 2003). Industrialmente, la extraccion de tartratos de los subpro-
ductos y efluentes liquidos de las bodegas puede hacerse siguiendo el siguiente pro-
cedimiento: las vinazas y lias 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 decantacion provista de agitador y
el residuo solido se elimina de la instalacion. A continuacion se afiade una lechada
de cal: Ca(OH), o de carbonato calcico: CO,Ca hasta alcanzar un pH de 4.5 a 5.0
seguida de una cantidad de yeso: SO,Ca, para tener una precipitacion completa y
evitar que el tartrato de potasio, formado en el transcurso de la neutralizacion, no
se quede en solucion. A continuacion se especifican las reacciones que tienen lugar
durante el proceso.

2 THK + CO,Ca — TCa + TK, + H,0
TK, + SO,Ca — TCa + SOK,

En donde:

HK: bitartrato potasico.

TK,: tartrato neutro de potasio.
Ca: tartrato neutro de calcio.

El proceso de agitacion transcurre durante 30 minutos, seguido de una decanta-
cion de otros 20 minutos mas, eliminando el liquido con un codo decantador, y el
precipitado se lava varias veces con agua limpia, dejandolo escurrir y por fin desecar
para su conservacion con un contenido de humedad inferior al 5 por ciento.

En todos estos subproductos o efluentes liquidos se puede aprovechar una can-
tidad importante de sales de acido tartarico. Sin embargo, es necesario desarrollar
nuevas tecnologias, ya que las soluciones de eliminacion de tartratos son muy con-
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taminantes, con valores de DQO de 50 mil a 200 mil mg de oxigeno/L, con un
contenido en tartratos equivalente de acido tartarico de 100 a 400 g/L. Este proyecto
propone una metodologia alternativa en la que se aprovechan todas las corrientes
generadas. A continuacion se detallan los pasos y resultados obtenidos hasta lograr
completar este proceso.

Caracterizacion de las lias

Contenido en solidos, cenizas, nitrogeno y carbono

El contenido en so6lidos, cenizas, nitrogeno y carbono estan recogidos en la tabla 4.1.
El nitrogeno y carbono fueron analizados a partir de la fraccion sélida de las lias, y
las cenizas se determinaron por incineracion de ésta. Tal como se observa, tanto el
contenido en so6lidos como el porcentaje en cenizas es muy superior en las lias pro-
cedentes de la vinificacion en blanco, ya que las lias procedentes de la vinificacion
en tinto, estudiadas en este trabajo, estaban muy diluidas.

Tabla 4.1. Porcentaje de sélidos de las lias y porcentaje
en la fraccion sélida de cenizas, carbono y nitrégeno

% Solidos % Ceniza %N %C
Lias vino blanco destiladas 17.200 23.426 1.97 31.06
Lias vino tinto destiladas 3.324 16.925 2.06 37.36

Fuente: Rivas y cols., 2006.

El contenido en carbono y nitrogeno es significativamente mas bajo que el recogi-
do por Rivas y cols. (2004) para la levadura Debaryomyces hansenii procedente de la
produccion de xilitol (42.2-46.2 y 5.7-6.3 % respectivamente), la cual también ha sido
utilizada como fuente nutritiva de bajo coste para la produccion de acido lactico.

Contenido en compuestos organicos

La fraccion liquida de las lias se analizo por “Cromatografia Liquida de Alta Eficacia”
para determinar compuestos organicos: glucosa, etanol, glicerina y los acidos malico,
lactico, acético y tartarico. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Concentracion de compuestos organicos (en g/L)
en lias destiladas

Ae. Ae. Ae. Ae. o

Glucosa | Etanol Malico Lactico Acético | Tartarico Glicerina

Lias 0.0 8.6 0.0 5.9 2.3 0.0 0.0
blancas

Lias 0.0 23 0.0 2.4 11.4 0.0 0.0
tintas

Fuente: Rivas y cols., 2006.

No se detectd glucosa en ambos casos, lo que indica que los aztcares fueron con-
sumidos durante la fermentacion y transformados a etanol, si bien la concentracion
en este alcohol es inferior a 9 g/L, ya que durante la destilacion se retira el etanol
para la obtencion de alcohol vinico.

Tampoco se detectd acido malico, mientras que las concentraciones de acido lac-
tico oscilaron entre los 2.4 g/L en las lias procedentes del vino tinto y los 5.9 g/L en
las lias procedentes del vino blanco. Una concentracion menor de acido lactico se
relaciona con la fermentacion malolactica, durante la cual el acido malico es descar-
boxilado a acido lactico principalmente por Oenococcus oeni, lo que provoca una
disminucion de la acidez del vino confiriendo caracteristicas organolépticas apropia-
das y una mayor estabilidad.

Para el acido acético los valores fueron muy superiores en el caso de las lias
procedentes del vino tinto. Las bacterias productoras de acido acético (Glucono-
bacter oxydans, Acetobacter pasteurianus y Acetobacter aceti) estan presentes du-
rante el proceso fermentativo procedentes de la propia uva. Los niveles de 4cido
acético en el vino se pueden ver incrementados por la exposicion 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 estan en contacto, la posibilidad de encontrar estas bacterias
en el vino tinto es mayor que en el vino blanco.

En cuanto al 4cido tartarico, no se encontrd en la fase liquida de las lias, ya que
este acido se encuentra precipitado en forma de sus sales correspondientes: bitartrato
potasico y tartrato calcico, debido en gran parte al tiempo transcurrido entre la pro-
duccioén de las lias y su tratamiento industrial, y al hecho de que las lias se conser-
van en camaras refrigeradas, lo que estimula esta precipitacion. Tampoco se detectd
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 fraccion sélida de lia.

Tabla 4.3. Contenido en minerales (en mg/kg) de la fraccién sélida
de las lias destiladas

Cu Mg Fe Mn Ca Al Zn
Lias blancas 347.9 126.0 289.8 24.1 684.0 N.D 18.6
Lias 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 lias no difieren significativamente. El pro-
ceso de vinificacion de ambos tipos de vino cambia en que la fermentacion alcoholi-
ca del mosto tinto es simultanea a la maceracion con el bagazo, que puede contener
restos de fitosanitarios que contengan metales en su formulacion. Sin embargo, al
ponerse las lias en contacto con el bagazo para llevar a cabo la destilacion, las dife-
rencias en composicion se reducen drasticamente.

Obtencion de acido tartarico a partir de las lias de vinificacion
Solubilizacion del dcido tartarico con HCI

La recuperacion del acido tartarico, que en las lias se encuentra precipitado en forma
de bitartrato potasico y tartrato calcico, 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 HCI para obtener una disolucion de acido tartarico, mientras que en una segunda
etapa, el acido tartarico se precipita selectivamente en forma de tartrato calcico. A
fin de optimizar este proceso, ambas etapas se optimizaron a través de disefios fac-
toriales incompletos.

Las variables independientes usadas en el primer disefo, para lias destiladas tanto
procedentes de la vinificacion en blanco como de la vinificacion en tinto, asi como
sus rangos de variacion fueron las siguientes, temperatura: (T), 20-80 °C; volumen
de HCI: al 37 % (vol. HCI), 1-10 mL, y tiempo de reaccion: (t), 5-30 min. Las varia-
bles adimensionales codificadas empleadas, con limites de variacion (-1,1), fueron
definidas como x, (temperatura codificada), x, (volumen de HCI codificado) y x,
(tiempo de reaccion codificado). La correspondencia entre variables codificadas y
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no codificadas se establecid por ecuaciones lineales deducidas a partir de sus limites
respectivos de variacion (ver tabla 4.4).

Esta tabla también muestra las variables dependientes consideradas: y, (concen-
tracion de acido tartarico solubilizado en lias blancas destiladas) e y, (concentracion
de 4cido tartarico solubilizado en lias tintas destiladas). Las muestras procesadas tam-
bién contenian pequefias cantidades de acido malico, glicerina y compuestos fenoli-
cos, que son de menor importancia para este estudio por lo que no se consideraron.

Tabla 4.4. Variables usadas el estudio de la solubilizacion
del acido tartarico

a) Variables independientes
Variable Nomenclatura Unidades Ran.go. ,
de variacion
Temperatura T. °C 20-80
Volumen de HC1 al 37% Vol. HC1 mL 1-10
Tiempo de reaccion t. minutos 5-30
b) Variables independientes adimensionales y codificadas
Variable Nomenclatura Unidades Ran.go. .
de variacion
Temperatura adimensional X, (T-50)/30 (-1.1)
Volumen de HCI al 37% (Vol. de HCI-
adimensional %2 5.5)/4.5 (-1.1)
Tiempo de reaccion adimensional X, (t-17.5)/12.5 (-1.1)
¢) Variables dependientes
Variable Nomenclatura
Concentracion de acido tartarico solubilizado en lias
blancas destiladas, g/L Yi
Concentracion de acido tartarico solubilizado en lias
tintas destiladas, g/L Y2

Fuente: Rivas y cols., 2006.

Dado que un estudio sistematico de los efectos causados por las variables de ope-
racion en la composicion y susceptibilidad de la hidrolisis requeriria una gran cantidad
de trabajo experimental, se llevé a cabo un disefo factorial, centrado e incompleto de
experimentos. Varios grupos de investigaciéon han usados modelos fenomenologicos
basados en disefios experimentales para estudiar el procesamiento quimico y/o biocon-
version de materiales lignocelulosicos (Moldes y cols., 2002). En este estudio, hemos
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utilizado un disefio factorial incompleto, en el cual se analizan tres variables indepen-
dientes a tres niveles. Basandose en datos experimentales, se emplearon ecuaciones
que incluyen los términos lineales, de interaccion y cuadraticos a fin de describir la
relacion entre las variables de operacion independientes y las variables dependientes.

Latabla 4.5 muestra el conjunto de condiciones experimentales ensayadas (expre-
sadas en términos de variables codificadas). La secuencia para el trabajo experimen-
tal se establecié de forma aleatoria para limitar la influencia de errores sistematicos
en la interpretacion de los resultados. Se puede observar que los experimentos 13-15
son réplicas en el punto central del disefio para medir el error experimental.

Tabla 4.5. Condiciones de operacion consideradas en este estudio
(expresadas en términos de variables independientes codificadas:
temperatura adimensional, x,; volumen de HCI al 37%
adimensional, x,; y tiempo adimensional, x,)

Condiciones de operacion
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 regresion y su importancia estadistica. La
misma tabla incluye parametros estadisticos (R? y F), midiendo la correlacion y
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la importancia estadistica de los modelos, respectivamente. Se puede observar que
ambos modelos muestran buenos parametros estadisticos para la correlacion e im-
portancia y permiten una buena reproduccion de los datos experimentales.

Acido tartarico a partir de las lias procedentes de vino blanco

La figura 4.1 muestra la correlacion entre los valores experimentales y los valores
calculados durante la extraccion del acido tartarico de las lias procedentes de vino
blanco. Ninglin punto se aleja significativamente de la linea central, lo que da idea
de la concordancia entre los valores experimentales y los calculados.

Tabla 4.6. Coeficientes de regresion, niveles significativos y parametros
estadisticos (R?, R?corregido, F y P), midiendo la correlacion y relevancia
de los modelos

a) Coeficientes de regresion y relevancia
Coceficientes Y, (1-p)*100 A (1-p)*100
b, -20.815497%** 92.37 3.61239542%% 98.06
b, 0.17958965 62.04 0.03643601 88.68
b, -0.0011265 49.64 -0.00033304 89.63
b, 19.51961* 99.78 10.6284417* 99.99
b, -0.9230913* 99.55 -0.64517987* 99.99
b, 0.82641584 85.73 -0.29885175* 99.05
b.. -0.0317378*** 94.16 -0.00331627** 96.14
b, -0.05090678** 97.07 -0.01244687* 99.64
b, 0.01229196*** 93.80 0.00943422* 99.92
b, -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) Parametros estadisticos midiendo la correlacion e importancia de los modelos
Variable R’ R? corregido F P
Y, 0.96712 0.90795 13.6376 0.930912
Y, 0.98371 0. 95438 309.59 0.996779

Fuente: Rivas y cols., 2006.
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La tabla 4.6 muestra informacion sobre la relevancia de los coeficientes de re-
gresion. En el intervalo considerado, la variable mas significativa fue el volumen
de HCI (variable x, del disefio), con un nivel de confianza del 99%, tanto para el
término lineal como para el término cuadratico. En segundo lugar, cabe desta-
car la influencia del tiempo de reaccion (variable x, del disefio), mientras que la
temperatura a la que se lleva a cabo la solubilizacion (variable X)), apenas tuvo
influencia, tal y como se puede observar en el valor absoluto de los coeficientes
correspondientes.

Figura 4.1. Comparacion entre valores experimentales y calculados

para la variable y,
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Fuente: Rivas y cols., 2006.

Por esta razon, la figura 4.2 muestra la concentracion de acido tartarico solubili-
zado en las lias procedentes de la vinificacion en blanco (variable y,) en funcion de
las dos variables de operacién mas influyentes (volumen de HCI al 37% y tiempo
de reaccidn) en experimentos realizados a una temperatura intermedia (T = 50 °C).
Tal y como se puede observar, la cantidad de acido tartarico solubilizado aumenta
significativamente con el volumen de HCI empleado. Por el contrario, como ya
se ha mencionado, se observa que el tiempo de reaccion a penas influyo en el
tratamiento, encontrando valores ligeramente mas altos a los tiempos mas bajos
considerados.
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Figura 4.2. Dependencia de la concentracion de acido tartarico solubilizado
(variable y ) frente a las variables “Vol. HCI” y “t” para los experimentos
realizados a temperatura ambiente (x, = 0)
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Fuente: Rivas y cols., 2006.

A partir de los coeficientes de la tabla 4.6 y empleando la aplicacion Solver de
Microsoft Excel se dedujo un optimo para x, = 20 °C, x, = 9.77 mL y x, = 9.0 min.

Bajo estas condiciones, el modelo predijo un valor maximo de acido tartarico solu-
bilizado de 77.5 g/L.

Acido tartarico a partir de las lias procedentes de vino tinto

La figura 4.3 muestra la correlacion entre los valores experimentales y los valores
calculados durante la extraccion del acido tartarico de las lias 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 informacion relativa a los coeficientes de regresion.
Al igual que ocurria con las lias procedentes de vino blanco, en el intervalo consi-
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derado, la variable mas significativa fue el volumen de HCI (variable x, del dise-
o), con un nivel de confianza del 99%, tanto para el término lineal como para el
término cuadratico. En este caso, el término lineal del tiempo de reaccion (variable
x, del disefio), también resulto significativa al 99% y el término cuadratico al 95%,
siendo por lo tanto la segunda variable mas significativa. Por el contrario, la tem-
peratura a la que se lleva la solubilizacion (variable x ), mostr6 la menor influencia
en el tratamiento, salvo al interaccionar con las otras variables.

Figura 4.3. Comparacion entre valores experimentales y calculados
para la variable y,
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Fuente: Rivas y cols., 2006.

En consecuencia, la concentracion de acido tartarico solubilizado en las lias pro-
cedentes de vino tinto (variable y,) se expreso en la figura 4.4, en funcion del volu-
men de HCl al 37 % y el tiempo de reaccion, por ser las dos variables de operacion
mas influyentes. Por comodidad de operacion y economia del proceso, se muestran
los experimentos realizados a 50 °C. De nuevo se observa un incremento significa-
tivo en la cantidad de acido tartarico solubilizado al aumentar la cantidad de HCI1
adicionado hasta valores en torno a 8 mL y un incremento moderado al disminuir el
tiempo de reaccion.
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Figura 4.4. Dependencia de la concentracion de acido tartarico solubilizado
(variable y ) frente a las variables “vol. HCI” y “t” para los experimentos
realizados a temperatura ambiente (x, = 0)
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Fuente: Rivas y cols., 2006.

A partir de los coeficientes recogidos en la tabla 4.6 y de nuevo, al emplear la
aplicacion Solver de Microsoft Excel se dedujo un optimo para: x, = 20 °C x, =
8.07 mL x, = 5.0 min. Estas condiciones son similares a las obtenidas al emplear
las lias destiladas procedentes de vino blanco. Bajo estas condiciones, el modelo
predijo un valor maximo de 4cido tartarico solubilizado de Unicamente 45.6 g/L,
que es sensiblemente inferior a los 77.5 g/L obtenidos con las lias procedentes de

vino blanco, en parte debido a que éstas ltimas presentaban un mayor contenido
en solidos.

Precipitacion del dcido tartarico como tartrato calcico

La solubilizacion del acido tartarico conlleva la disolucion de pequefias cantidades
de otros sustancias, tales como acido lactico, acido acético, etanol, glicerina o com-
puestos fendlicos, que dificultarian una posterior etapa de cristalizacion, al tiem-
po que se requeririan costosas etapas de purificacion para obtener un producto con
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elevada pureza. Para evitar estos problemas resulta conveniente llevar a cabo una
precipitacion selectiva del acido tartarico a tartrato calcico. La adicion de sales cal-
cicas para recuperar el acido tartarico, presente en residuos vitivinicolas, es bastante
habitual (Versari y cols., 2001). El proceso se estudio empleando las lias procedentes
de la vinificacion en blanco, debido a su mayor contenido en acido tartdrico y a que
representan la fraccion mas importante en la empresa que nos suministra las lias
(Cooperativa Vitivinicola del Ribeiro).

La cantidad de carbonato calcico se fijo de acuerdo a la estequiometria de la
reaccion:

C,H,0, + CO,Ca > CaC,H,0, + CO, + H,O

Versari y cols. (2001) sugieren la hipotesis de que la adicién de un exceso de
CaCl, mejora la recuperacion de 4cido tartrico. Asi, al afiadir 7.6 g/cm® de CaCl, a
unas corrientes de eluyentes se simulan las condiciones de precipitacion industrial y
se recupera a nivel de laboratorio un 62.4% del 4cido tartarico inicial, comparable al
58.3% que se obtiene a nivel industrial. El pH es otra de las variables mas influyen-
tes. Sin embargo, hay que considerar que un exceso de CaCl,, asi como un valor de
pH demasiado alto o demasiado bajo, puede disminuir el rendimiento de la precipi-
tacion dado que los residuos enoldgicos pueden tener coloides que floculan a valores
altos de pH que se corresponden a su punto isoelectronico.

Para tener en cuenta todas estas variables se realizdé un disefio experimental a
partir del valor 6ptimo seleccionado en el primero. De nuevo se utilizé un disefio
factorial incompleto con tres variables independientes a tres niveles. Las variables
independientes seleccionadas asi como sus rangos de variacion fueron los siguientes,
concentracion de CaCl: (Conc. CaCl)), 0-100 g/L; pH: (pH), 0.5-9.5 y tiempo de
reaccion: (t), 10-240 min. Las variables adimensionales codificadas empleadas, con
limites de variacion (-1,1), fueron definidas como x, (concentracion de CaCl, codifi-
cada), x, (pH codificado) y x, (tiempo de reaccion codificado). La correspondencia
entre variables codificadas “y” no se establecid por ecuaciones lineales deducidas
a partir de sus limites respectivos de variacion (ver tabla 4.7). Asimismo, se indica
la variable dependiente considerada: y, (porcentaje de acido tartarico recuperado
en lias destiladas procedentes de vino blanco). Para poder realizar estos calculos el
tartrato calcico se resuspendié en 100 mL de una disolucion caliente formada por 95
mL de H,O caliente y 5 mL de HCl y se analiz6 por CLAE.
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Tabla 4.7. Variables usadas en el estudio de la precipitacion
del acido tartarico a tartrato calcico

a) Variables independientes

Variable Nomenclatura Unidades de fj}flzfzgio'n
Concentracion de CaCl, Conc. CaCl, g/L 0-100
pH pH - 0.5-9.5
Tiempo de reaccion t. minutos 10-240
b) Variables independientes adimensionales y codificadas

Rango

Variable Nomenclatura Unidades S,
de variacion

Concentracion de CaCl,

adimensional X, (Conc. CaCl,-50)/50 (-1.1)
pH adimensional X (pH-5)/4.5 (-1.1
Tiempo de reaccion
N dim‘l . X, (t-125)/115 (-1.1)
¢) Variables dependientes

Variable Nomenclatura
Porcentaje de recuperacion de acido tartarico % Y,

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
acido tartarico en las condiciones optimas de partida, que se corresponden a las al-
canzadas en el primer disefio experimental y referidas a un volumen de 1L (corriente
A de la figura 3.1), los gramos de 4cido tartarico residuales tras la etapa de filtracion
(corriente B) y los gramos de 4cido tartarico recuperados al final del proceso, tras
redisolucion del tartrato calcico precipitado (corriente C). Con esta informacion se
calcul6 el rendimiento de cada experimento (variable y.).

La tabla 4.9 muestra los coeficientes de regresion y su importancia estadistica.
También se incluyen los parametros estadisticos (R? y F) que miden la correlacion y
la importancia estadistica del modelo. Se puede observar que ambos modelos mues-
tran aceptables parametros estadisticos permitiendo una buena reproduccion de los
datos experimentales.
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Tabla 4.8. Condiciones de operacion consideradas en este estudio
(expresadas en términos de variables independientes codificadas:
concentracion de CaCl, adimensional, x ; pH adimensional adimensional,
X, y tiempo de reaccion adimensional, x,); y resultados experimentales
alcanzados para las corrientes A, By C (porcentaje de recuperacion
de acido tartarico %)

Condiciones de operacion Gramos de deido ’Gramotv ?’e Gram0§ 46
tartarico iniciales ac. tartarico ac. tartarico
Exp. X, X, X, (corriente A) tras ﬁ?tracio’n tras rea?isolucio’n
(corriente B) (corriente C)
1 -1 -1 0 72.8 27.9 459
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 3.0 443
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 52 64.5
9 0 -1 -1 72.8 25.2 514
10 0 1 -1 72.6 0.6 524
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 relacion entre los valores experimentales y los valores
calculados. Ningtn punto se aleja significativamente de la linea 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 informacion sobre la
relevancia de los coeficientes de regresion. En el intervalo considerado, la variable
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mas significativa fue el pH (variable x; del disefio), con un nivel de confianza del
99%, tanto para el término lineal como para el término cuadratico. En segundo lu-
gar, cabe destacar la concentracion de CaCl, (variable x, del disefio), mientras que
el tiempo de reaccion (variable x,), a penas tuvo influencia en el tratamiento de
precipitacion, tal y como se puede observar en el valor absoluto de los coeficientes
correspondientes.

Tabla 4.9. Coeficientes de regresion, niveles significativos y parametros
estadisticos (R?, R? corregido, F y P), midiendo la correlacion
y relevancia de los modelos

a) Coeficientes de regresion y relevancia
Coceficientes v, (1-p)*100
b, 46.77776226* 99.54
b, 0.54045679** 96.17
b, - 0.00373225%#* 93.72
b, 7.14035862* 99.23
b, - 0.82786687* 99.78
b, 0.0906207 53.93
b, -0.00037453 76.11
b, 0.02199898 74.68
b, -0.00189477** 96.48
b, 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) Parametros estadisticos midiendo la correlacion e importancia
de los modelos

Variable R’ R? corregido F P
Y, 0.94026 0.83272 2.9997 0.259945
Fuente: Rivas y cols., 2006.
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Figura 4.5. Comparacion entre valores experimentales y calculados
para la variable y,
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Fuente: Rivas y cols., 2006.

Por esta razon, la figura 4.6 muestra el porcentaje de acido tartarico solubiliza-
do en las lias procedentes de vino blanco (variable y,) en funcion de las dos varia-
bles de operacion mas influyentes (concentracion de CaCl, y pH) en experimentos
realizados al menor tiempo (t = 10 min.); para ambas variables mas significativas
se observa un maximo a valores intermedios, lo que est4d en consonancia con los
datos de Versari y cols. (2001) que observaron que un exceso de CaCl,, asi como
un valor demasiado alto o bajo de pH, puede disminuir el rendimiento de la pre-
cipitacion.

A partir de los coeficientes recogidos en la Tabla 4.9 y empleando la aplicacion
“Solver” de Microsoft Excel, se calcul6 un 6ptimo para x, = 51.3 g/L, x, = 6.84 y
x,= 162.5 min. Bajo estas condiciones, el modelo predijo un valor maximo de 4ci-
do tartarico precipitado del 92.41%. Comparando las disoluciones de acido tartari-
co de las corrientes A y C (tabla 4.10), se observa que tras la precipitacion selectiva
de 4cido tartarico, la segunda disolucion presenta una disminucion significativa de
compuestos secundarios, principalmente de compuestos fenolicos, lo que da idea
de la importancia de llevar a cabo este proceso para obtener una disolucion mas
purificada.
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Figura 4.6. Dependencia del porcentaje de acido tartarico recuperado
(variable y,) frente a las variables “Conc. CaCl,” y “pH” para los
experimentos realizados a tiempo intermedio (x, = 0)
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Fuente: Rivas y cols., 2006.

Tabla 4.10. Compuestos presentes en las corrientes Ay C
para los puntos optimos, asi como porcentaje de reduccion
de esos compuestos

Compuesto Corriente A Corriente C Reduccion (%)
Acido tartarico 77.50 g/L 71.62 g/L 7.59
Acido lactico 2.84 g/L 1.24 g/L 56.34
Acido 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
Eé’;’p“esms fend- 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-
cuperacion del acido tartarico de las lias de vinificacidn, se llegaron a las siguientes
conclusiones:

1. El valor maximo de acido tartarico solubilizado ha sido més alto en las lias
blancas. Esto es debido a que las lias blancas presentan un mayor contenido
en solidos, siendo ahi donde se encuentra el acido tartarico precipitado.

2. Laprecipitacion selectiva del acido tartarico como tartrato calcico ha permiti-
do eliminar pequeias cantidades de otras sustancias presentes en las lias como
glicerina, acido malico o compuestos fenolicos que dificultarian una posterior
cristalizacion, ayudando a la purificacion del acido tartarico.

En definitiva, el tratamiento secuencial de solubilizacion de acido tartarico y pre-
cipitacion selectiva a tartrato calcico permite revalorizar un residuo contaminante
con la obtencion de dos subproductos de gran valor economico: acido tartdrico y
nutrientes econdomicos en procesos biotecnologicos.
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Produccion de transglutaminasa microbiana
a partir de melaza de cafia de aziucar
Production of Microbial Transglutaminase
from Sugar Cane Molasses

Portilla Rivera, O. M.*"; Téllez Luis, S. J.\; Veldzquez de la Cruz,
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Resumen

La transglutaminasa es una enzima que cataliza la reaccion de transferencia entre los
residuos glutamina que actian como donadores de grupos y-carboxiamida y el grupo
amino de los residuos lisina. Cuando los residuos de lisina actian como aceptores,
se forman enlaces &-(y-glutamil) lisina, resultando el entrecruzamiento de proteinas.
Debido a esta propiedad de ligado, la enzima transglutaminasa se utiliza para mejorar
algunas propiedades texturales de alimentos ricos en proteinas, 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 mas utilizada como aditivo alimentario.

Por su parte, la cafia de azucar es uno de los principales productos agricolas de
Meéxico. Tamaulipas es uno de los estados productores de este cultivo, ubicandose en
el quinto lugar de produccion a nivel nacional. El principal producto comercial obte-
nido de la cafa de azucar es la sacarosa o azicar de mesa. Los principales subproduc-
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tos son el bagazo y la melaza. La melaza es un liquido viscoso muy rico en azucares
residuales no cristalizados (sacarosa, glucosa y fructosa) durante la produccion de
sacarosa.

En el presente trabajo, se estudio la factibilidad de utilizar la melaza de cafa de
azucar como fuente de carbono para la produccion 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 agitacion (200, 300 y 400 rpm). Se determind
el crecimiento en biomasa, la produccion 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 agitacion, se favorece la generacion
de biomasa, obteniéndose a 400 rpm la maxima concentracion de biomasa en los me-
dios que contenian s6lo melaza y mezcla de melaza-glicerol (aprox. 8 g/L). En cuanto
a la generacion de enzimas, se obtuvo la maxima produccion a 400 rpm en las mezclas
de melaza-glicerol alcanzandose una produccion de hasta 0.38 U/mL, mientras que en
los medios que contenian melaza se alcanzo6 una produccion de aprox. 0.2 U/mL y
en lo que contenian glicerol se alcanzd una produccion de aprox. 0.1 U/mL.

Abstract

Transglutaminase is an enzyme that catalyses an acyl transfer reaction between y-
carboxamide groups of glutaminyl residues and lysine residues in proteins. When
lysine residues are the acceptors, it is formed an e-(y-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.

Introduccion

rio que cataliza la formacion de enlaces isopeptidicos, mediante una reaccion

de transferencia de grupos acilo entre glutamina (donador) y lisina (aceptor)
de las proteinas, generando enlaces covalentes entre proteinas adyacentes (De Jongand
y Koppelman, 2002). Esta propiedad se aprovecha en tecnologia de elaboracion de
alimentos protéicos, tales como productos céarnicos, derivados de productos marinos,
productos derivados de la soja, en los cuales mejora algunas propiedades de textura
(Zhu et al., 1995; Ramirez de Leon 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 cafia de azucar es un subproducto de la industria azucarera que con-
tiene gran cantidad de azucares que bajo el proceso convencional de obtencion del
azucar es dificilmente recuperable. Actualmente este subproducto de la agroindustria
se utiliza principalmente para la alimentacion del ganado bovino, obtencion de eta-
nol y obtencion de levadura prensada (Chen y Chou, 1993). Ademas, se ha estudiado
la aplicacion de la melaza como fuente de carbono para la produccion de acido lac-
tico (Wee et al., 2004), acido citrico (Parvez et al., 1998) y sorbitol (Caseta et al.,
2005). Sin embargo, no se han encontrado antecedentes acerca de la utilizacion de
esta fuente de carbono para la produccion de transglutaminasa microbiana.

Otros estudios han mostrado que el glicerol y la caseina 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 caseina/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 seria favorable encontrar materias primas de bajo costo, como
en el caso de la melaza de cafia de azucar.

El objetivo del presente trabajo es evaluar la viabilidad de la utilizacién de la
melaza de cafia de azticar como fuente de carbono para la produccion de transglu-
taminasa microbiana, observando el efecto de la velocidad de agitacion durante la

l a enzima transglutaminasa microbiana (EC 2.3.2.13) es un aditivo alimenta-
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fermentacion sobre la produccion de transglutaminasa microbiana en medios conte-
niendo como sustrato melaza de cafia de azucar.

Materiales y métodos

La melaza de cana de azicar se obtuvo de una fabrica local de azicar 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 inoculd en 100 mL de un medio de reactivacion, cuya composicion fue glucosa, 5
g/L; extracto de levadura, 4 g/L; extracto de malta, 10 g/L.

Después de 96 horas de cultivo, se tom6 una muestra que se utilizé como inoculo de
un medio de cultivo estandar (100 mL), cuya composicion se menciona en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo inicial

Nutriente Concentracion
Fosfato de sodio dibasico S5g/L
Fosfato de potasio monobasico 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 fermentacion en este medio se guardo a las 96 horas en conge-
lacion con glicerol 50% a -20 °C en tubos Eppendorf. Este nuevo medio de cultivo
sirvio para hacer el indculo utilizado en las fermentaciones de este estudio.

La reactivacion del microorganismo congelado se llevd a cabo en 100 mL de
medio de reactivacion en un agitador orbital a 250 rpm durante 24 horas a 26 °C. Se
tomaron 5 mL de inoculo 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 °C en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de
medio de cultivo. Los medios de cultivo contenian como fuente de carbono melaza
de cana de azucar 60 g/L; mezcla de melaza de cafia de azticar 30 g/L; con glicerol
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30 g/L y glicerol 60 g/L. La melaza de cafia de aztcar fue esterilizada por filtracion
en membranas de 0.2 um e incorporada a los nutrientes esterilizados en autoclave.

Meétodos analiticos

Se tomaron muestras cada 24 horas durante 120 horas de fermentacion. Las mues-
tras se centrifugaron a seis mil rpm durante 10 min. El sobrenadante se guardo para
determinar las cinéticas de consumo de azlicares residuales y la produccion de enzi-
mas. El precipitado se lavo tres veces con agua destilada y se seco a 110 °C durante
24 horas para determinar el incremento de biomasa con base en su peso seco. Los
azucares de la melaza y de los medios fermentativos se analizaron por HPLC con una
columna Transgenomic ICSepICE-ION-300, temperatura de 20 °C, velocidad de flu-
jo de 0.4mL/min y fase movil de 0.005 M H_SO,.

La actividad enzimatica de transglutaminasa se determin6 por un método colo-
rimétrico basado en la formacion de monohidroxamato a partir de N-a-CBZ-GLN-
GLY. Una unidad de transglutaminasa es definida como la formacion de 1 uMol de
monohidroxamato en 1 min a 37 °C (Grossowicz et al., 1950).

Resultados y discusion

Se analizo el contenido de azucares residuales por HpLC, encontrandose las siguien-
tes concentraciones: Sacarosa, 609.82 g/L; glucosa, 116.53 g/L; fructosa, 158.33
g/L. El total de azticares 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-
cion, se favorece la generacion de biomasa para los medios de cultivo que contienen
tanto melaza o miel, como mezcla miel-glicerol y glicerol, obteniéndose la maxima
concentracion de biomasa (~8 g/L) en los medios agitados a 400 rpm, independien-
temente de la composicion de fuente de carbono, lo cual indica que la composicion
de la fuente de carbono no afecta a la produccion de biomasa. Esto es debido a que
al aumentar la agitacion, se incrementa la oxigenacion en los medios de cultivo, lo
cual favorece la duplicacion celular y la formacion de producto. El oxigeno disuelto
en el medio de cultivo es uno de los factores ambientales mas importantes que afec-
tan el crecimiento de microorganismos y la formacién de transglutaminasa (Yan et
al., 2005).
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Figura 1
Biomasa

16 |—0—Mie1 200 —=— Miel 300 Miel 400
S 12t a)
K
g
g
(=3
|}

0 ‘ ‘ ‘ ‘

16 |—0—Mezcla 200 —=— Mezcla 300 PMezcla 400
5 12t b) I
T |
g 8 I |
E : - -
: :
|}

0 ‘ ‘ ‘

16 |—0—Glicerol 200 —=— Glicerol 300 Glicerol 400|
% 127 0)
£
g s
g
“ 3

0 B L L L L

0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)

Cinéticas de produccion de biomasa en los medios de cultivo
que contienen: @) miel o melaza de cafia de aztcar a 200, 300
y 400 rpm; b) medios que contienen mezcla de melaza con gli-
cerol a 200, 300 y 400 rpm; y ¢) medios que contienen unica-
mente glicerol como fuente de carbono a 200, 300 y 400 rpm.

En la figura 2 se aprecian las cinéticas de produccion de la enzima transglutami-
nasa. Se observa que en los medios que contienen unicamente glicerol como fuente
de carbono, la maxima produccién de enzima se obtiene a 200 y 300 rpm (~0.2 U/
mL), observandose una ligera disminucion 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 nitrogeno necesaria para la produccion de enzima (Zhu et al., 1998).

En los medios que contienen unicamente melaza se observo que el incremento de
la velocidad de agitacion tiene un efecto favorable para la generacion de la enzima.
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A 200 rpm se observo solo actividad enzimatica a partir de las 96 horas. El tiempo
de inicio en la generacion de la enzima disminuye a 48 horas a 300 rpm y a 24 horas
a 400 rpm, obteniéndose en ambos casos un maximo de ~0.2 U/mL, semejante a la
produccién de enzimas con glicerol a 200 y 300 rpm.

Figura 2
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Cinéticas de produccion de transglutaminasa microbiana:
a) Melaza, mezcla melaza-glicerol y glicerol a 200 rpm;
b) Melaza, mezcla melaza-glicerol y glicerol a 300 rpm;
¢) Melaza, mezcla melaza-glicerol y glicerol a 400 rpm.

El medio mas favorable para la produccion de enzima transglutaminasa microbia-

na es el que contiene la mezcla melaza-glicerol, ya que a 300 y 400 rpm se observd
la produccién de enzima mayor que en los demas medios de cultivo evaluados, obte-
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niéndose alrededor de 0.38 U/mL de actividad de enzima. En estos casos se observo
una disminucion de la actividad enzimatica 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 observo un efecto de la velocidad de la agitacion sobre el consumo
de las fuentes de carbono provenientes de la melaza de cafia de azlcar. Se observa
para todos los casos que el tiempo de consumo total de estas fuentes es de 48 horas.
Sin embargo, la produccion de enzimas se observa aun cuando estas fuentes han sido
agotadas por completo (Junqua ef al., 1997). Tal vez debido a que la transglutamina-
sa se libera como zimdgeno al medio de cultivo, el cual posteriormente por accion
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 observd un
efecto directo de la velocidad de agitacion.

Con el fin de proponer alternativas para la produccion 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 azucares fermentables. Recientemente,
se ha comprobado la viabilidad de la produccion 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 estan ligeramente por debajo de las obtenidas
utilizando melaza de cafia de azicar como sustrato. Ademas de que al utilizar la
melaza de cafa de azucar 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 hidrolisis.

Conclusiones

Se demostro que la mezcla de melaza de cana de azticar con el glicerol es un medio
de cultivo adecuado para la produccion de la enzima transglutaminasa por Strepto-
verticillium ladakanum. Los resultados obtenidos sugieren que el microorganismo
requiere el glicerol para elevar la produccion de la enzima, ya que cuando éste es
eliminado de los medios de cultivo la produccion de la enzima transglutaminasa dis-
minuye. Se ha observado en todos los experimentos que la produccion maxima de la
enzimas se lleva a cabo entre las 48 y 96 horas, por lo que se consideran suficientes
96 horas como tiempo de fermentacion. Los azucares de la melaza son generalmente
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Figura 3. Consumo de fuentes de carbono en los experi-
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consumidos en un tiempo maximo de 48 horas, lo cual no afecta a la produccion de la
enzima transglutaminasa, tal vez debido a que la enzima se genera como zimdgeno
y no como enzima activa. La activacion 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.

Bibliografia

Cazetta, M. L.; M. A. P. C. Celligoi; J. B. Buzatob; I. S. Scarminoc; R. S. F. da Silva
(2005), “Otimization Study for Sorbitol Production by Zymomonas mobilis in
Sugar Cane Molasses”, Process Biochemistry, 40 (2): 747-751.

Chen, J. C. P.; C. C. Chou (1993), Cane Sugar Handbook: A Manual for Cane Sugar
Manufacturers and Their Chemists, doceava edicion 12ava. edicion, Hoboken,
Nueva Jersey, John Wiley and Sons, 1sBN 0-471-53037-9.

De Jongand, G. A. H.; S. J. Koppelman (2002), “Transglutaminase Catalyzed Reac-
tions: Impact in Food Applications”, Journal of Food Science 67 (8), 2798-
2806.

Grossowicz, N., E. Wainfan; E. Borek y H. Waelsoh (1950), “The Enzymatic Forma-
tion of Hydroxamic Acid from Glutamine”, J. Biol. Chem. 187: 111-125.

Junqua, M.; Duran, R.; C. Gancet; P. Goulas (1997), “Optimization of Microbial
Transglutaminase Production Using Experimental Designs”, Appl. Microbiol. 48:
730-734.

Nonaka, M.; H. Tanaka; A. Okiyama; M. Motoki; H. Ando; K. Umeda; A. Matsuura
(1989), “Polimerization of Several Proteins by Ca2+- Independent Transgltami-
nase Derived from Microorganisms”, Agric. Biol. Chem. 53:2619-2623.

Parvez, S.; M. L. Rajoka; M. N. Ahmed; F. Latif; R. Shahid, K. A. Malik (1998),
“Citric Acid Production from Sugar Cane Molasses by 2-deoxyglucose-resistant
Mutant Strain of Aspergillus niger”, Folia Microbiologica 43 (1): 59-62.

Pasternack, Ralf; Simone Dorsch; Jens T. Otterbach; Isabella R. Robenek; Sabine
Wolf y Hans-Lothar Fuchsbauer (1998), “Bacterial Pro-Transglutaminase from
Streptoverticillium mobaraense Purification, Characterisation and Sequence of
the Zymogen”, Eur. J. Biochem. 257, 570-576.

Ramirez de Leon, J. A.; S. Josias Luis Téllez; R. Uresti Marin; M. Vazquez (2004),
Aplicaciones de la enzima transglutaminasa en alimentos. Alimentacion, equipos
y tecnologia. 189:69-73.

65



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

Téllez-Luis, S. J.; J. J. Gonzalez-Cabriales; J. A. Ramirez; M. Vazquez (2004b),
“Production of Transglutaminase by Streptoverticillium ladakanum NRRL-3191
Grown on Media Made from Hydrolysates of Sorghum Straw”, Food Technology
and Biotechnology 42 (1), 1-4.

; Ramirez, J. A.; M. Vazquez (2004a), “Production of Transglutaminase by
Streptoverticillium ladakanum NRRL-3191 Using Glycerol as Carbon Source”.
Food Technology and Biotechnology, 42 (2), 75-81.

Wee, Y. J.; J. N. Kim; J. S. Yun; H. W. Ryu (2004), “Utilization of Sugar Cane Mo-
lasses for Economical L(+)-Lactic Acid Production by Fermentation of Entero-
coccus Faecalis”, Enzyme and Microbial Technology 35 (6-7): 568-573.

Yan, G. L.; G. C. Du; Y. Li; J. Chen; J. J. Zhong (2005), “Enhancement of Microbial
Transglutaminase Production by Streptoverticillium mobaraense: Application of
a Two-Stage Agitation Speed Control Strategy”, Process Biochemistry 40 (2):
963-968.

Zhu, Y.; A. Rinzem; J. Tramper; E. De Bruin; J. Bol (1998), “Fed-Bach Fermentation
Dealing with Nitrogen Limitation in Microbial Transglutaminasa Production by
Streptoverticillium mobarense”, Appl. Microbial. Biotechnol. 49 : 251-257.

;A Rinzema; J. Tramper; J. Bol (1995), “Microbial Transglutaminase- A
Review of its Production and Application in Food Proccesing”, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 44: 277- 282.

Zotzel, J.; P. Keller; H. L. Fuchsbauer (2003), “Transglutaminase from Streptomyces
mobaraensisis Activated by an Endogenous Metalloprotease”, Eur. J. Biochem.
270, 3214-3222.

66



Produccion de acido lactico en medios nutritivos
adicionados con jarabes de fructosa a partir
de la hidrolisis de la inulina del Agave americana
Production of Lactic Acid in Media Made from
High-fructose Fermentable Liquor Obtained from
Hydrolysis of the Inulin of Agave Americana

Gomez-Ayala, R. C.'; Téllez-Luis, S. J.!; Ramirez de Ledn, J. A.”°;
Vizquez Vizquez, M.'; Jacques Herndndez, C.’

Resumen

El Agave americana es un recurso agricola abundante en Tamaulipas, se utiliza para
la obtencidon de mostos ricos en fructosa que mediante fermentaciones naturales o in-
ducidas con levaduras del género Saccharomyces permiten la obtencion de alcohol. El
principal azucar 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-
cion de azucares fermentables se realiza en forma tradicional e involucra cocciones
a fuego lento de hasta 72-96 horas, donde la inulina se hidroliza para asi obtener los
jarabes fermentables. Para mejorar el proceso de obtencion de azlcares fermentables,
el agave se someti6 a una hidrolisis acida débil utilizando acido fosférico al 1% en
un tiempo de 120 minutos a una temperatura de 80°C; actualmente se estudia la posi-
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bilidad de usar este mosto fermentable para la produccion biotecnologica de aditivos
alimentarios con mayor valor comercial (enzima transglutaminasa o acido lactico). El
objetivo de este trabajo fue estudiar la produccion de acido lactico por Lactobacillus
rhamnosus en medios adicionados con jarabes de fructosa obtenido de la hidrolisis de
la inulina del Agave americana, con una composicion de 21.99+0.65 g/L de fructosa
y 9.77£0.77 g/L de glucosa. La concentracion de fructosa, glucosa y acido lactico se
determind por HpLC usando un detector de indice de refraccion. Los resultados obte-
nidos muestran que es posible obtener acido lactico a partir de jarabes de fructosa
obtenidos del Agave americana, obteniéndose una maxima concentracion de acido
lactico de 9.19+1.12 g/L en un tiempo de 96 horas, con una concentracion de fructosa
de 11.10+0.99 g/L y una concentracion de glucosa de 5.79+£0.51 g/L. Se requieren
estudios adicionales para poder optimizar la produccion de acido lactico 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.

Introduccion

al desarrollo de culturas antiguas. En el estado de Tamaulipas se han identi-

E | agave 0 maguey es de suma importancia en México, ya que ha estado ligado
ficado de 20 a 26 especies, donde la mayor superficie cosechada pertenece al
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grupo Americanae. En este estado, la explotacion comercial se lleva a cabo con base
en la produccion de fibra donde se utiliza Agave lechuguilla y Agave fourcroydes,
la produccion de tequila donde se utiliza Agave tequilana y la produccion de mezcal
donde se usa Agave americana (Jacques-Hernandez, 2003).

El agave actualmente es utilizado para la elaboracion de bebidas alcoholicas (pul-
que, aguamiel), bebidas alcoholicas destiladas (mezcal y tequila), asi como para la
obtencion de fibras, alimento, ganaderia, artesanias, ornamento y construccion, entre
otros (Garcia-Mendoza, 1998; Morales-Carrillo y Esparza, 2001).

El principal carbohidrato del agave o maguey es la inulina, la cual sirve de alma-
cén de energia, el cual es un polisacarido que se encuentra presente en tubérculos,
raices de dalias, alcachofas y dientes de ledn, ademas del agave. La inulina es la fruc-
tosana mas difundida; su hidroélisis total produce, ademas de fructosa, de 5 a 6 % de
moléculas de glucosa que se considera se encuentran en los extremos de las cadenas
(Gomez-Ayala, 2003; Badui, 1997).

La inulina es un carbohidrato no digerible que esta presente en muchos vegeta-
les que consumimos regularmente, frutas y cereales, incluyendo el puerro, cebolla,
ajo, trigo, chicoria, alcachofa y platanos. Industrialmente es obtenida de la raiz
de la chicoria y es usada como ingrediente funcional, ya que ofrece una unica
combinacion de interesantes propiedades nutricionales e importantes beneficios
tecnoldgicos.

La inulina ha sido definida como un carbohidrato poli-disperso que contiene
principalmente, pero no exclusivamente, enlaces B(2—1) fructosil-fructosa. Se
encuentra una molécula de glucosa inicial, pero no es necesaria. Fructosano es el
nombre mas generalmente usado para cualquier compuesto que esté constituido
mayormente por uno o mas enlaces fructosil-fructosa. (Franck y De Leenheer,
2000).

Cuando nos referimos a la definicion de inulina, los compuestos GF_ y F_ son
considerados dentro de la misma nomenclatura. En la inulina de la chicoria, n
(el nimero 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 oligdmeros y
polimeros.

La principal diferencia entre la inulina de la raiz 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 ramificacion). El agave presenta una mezcla compleja y
sumamente ramificada con una glucosa interna y conteniendo ambos enlaces B(2—
1) y B(2—6), la estructura se muestra en la figura 1 (Lopez et al., 2003).
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Figura 1. Estructura quimica de la inulina del Agave
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El 4cido lactico (o acido 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 intervencion de la fermentacion lactica en determinados procesos (por
ejemplo, en la fabricacion de yogur) (Parajo et al., 1995).

En el mundo, mas del 50% del acido lactico producido se utiliza en la industria
alimentaria, ya sea como conservante o como acidulante; el interés por el acido lacti-
co reside en que posee un elevado valor afiadido, en la diversidad de materias primas
de las que se puede partir para su produccion industrial; y que su produccion puede
ser por via quimica o por via fermentativa (Bustos-Vazquez, 2005).

Figura 2. Estructura espacial de los dos isomeros del acido lactico
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El 4cido lactico y sus derivados tienen muchas aplicaciones en la industria ali-
mentaria y no alimentaria. En el area no alimentaria, poliésteres de acido lactico
pueden ser usados como plasticos degradables con una buena resistencia a la tension,
termoplasticidad, fabricabilidad y degradabilidad (Demirci et al., 1993).

El 4cido lactico es un producto quimico versatil, usado como: /) acidulante, sa-
borizante y preservante en la industria alimentaria, farmacéutica, textil y de cuero;
2) en la produccion de bases quimicas; 3) base para la polimerizacion formando
polylactato biodegradable (PLA) (Hofvendahl y Hahn-Hégerdal, 2000; Luis Téllez
et al.,2003).

El 4cido lactico puede producirse industrialmente por via quimica o por via fer-
mentativa; en los ultimos afios se ha producido un aumento de la proporcion de
acido lactico producido por métodos biotecnologicos. Aunque la produccion bio-
tecnologica puede basarse en la utilizacion de hongos y bacterias, la gran mayoria
de la bibliografia se refiere a la utilizacion para este fin de las bacterias lacticas,
particularmente Lactobacillus (bacterias acido tolerantes) (Luis Téllez et al., 2003;
Moldes et al., 1998).

Casi todos los microorganismos producen una cierta cantidad de acido lactico
de la escision de los hidratos de carbono y también es uno de los productos de la
fermentacion alcohdlica, aunque en pequefia cantidad. El acido lactico es, por lo
tanto, el producto final de la fermentacion lactica; en algunos casos es el unico pro-
ducto final (homofermentacion) y en otras ocasiones (heterofermentacion) ademas
de lactato se produce etanol y acetato (Casp y Abril, 2003).

Las bacterias acido lacticas (LAB) son Gram-positivas, no esporuladas, que pro-
ducen acido lactico como su mejor producto final durante la fermentacion de car-
bohidratos (Axelsson, 2004). Son usadas en la fermentacion de la leche y el principal
producto de este proceso es el lactato. Para algunos productos lacteos, como man-
tequilla, el diacetilo producido por Lactobacillus lactis es el componente que mas
aporta al sabor (Hoefnagel et al., 2002).

En la actualidad la elaboracién 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 elaboracion,
tales como materia prima, elevados costos de produccion, falta de tecnologia apro-
piada, carencia de asesoria técnica y comercializacion deficiente (Hidalgo-Reyes
et al., 2003) por lo que la bisqueda de nuevas alternativas para procesar el agave
son necesarias.
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Objetivos

Estudiar la viabilidad de la produccion de acido lactico por Lactobacillus rhamno-
sus, NRRL-B445, en medios hechos con jarabes de fructosa obtenido de la hidrolisis
de la inulina del Agave americana y valorar el mejor método de esterilizacion del
medio, esterilizacion por calor o por filtracion.

Materiales y métodos

La cepa utilizada fue Lactobacillus rhamnosus, NRrRL-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 liquido que contenia una
composicion 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 K.HPO, dibasico, 1 mL/L de
Tween 80, 0.580 g/L de MgSO,-7H,0, 0.120 g/L de MnSO, monobasica, 0.05 g/L
de FeSO,-7H,0, 8.2 g/L de acetato de sodio. El pH del medio se ajusté a 5.85 con
HCI. Se incubo a 45 °C por 96 horas con agitacion de 200 rpm. De ahi fue transferi-
da a placas petri que contenian las mismas proporciones del medio liquido ademas
de 20 g/L de agar. Semanalmente fueron transferidas a placas petri con medio nuevo
para su mantenimiento.

Para los estudios de fermentacion se prepar6 un indculo con azucares comerciales
en un medio liquido que contenia una composicion de 20 g/L de glucosa y los demas
nutrientes antes mencionados. El pH del medio se ajusto a 5.85. Se incubo a 45 °C
por 48 horas en un fermentador Innova 4900 New Brunswick Scientific (Edison,
New Jersey, Estados Unidos) con control de temperatura y agitacion a 200 rpm.

Los hidrolizados de agave fueron obtenidos a partir de la hidrélisis de la inuli-
na del agave con acido fosforico al 1 % a 80 °C por 2 horas, donde se obtuvieron
jarabes de fructosa con una concentracion 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 concentracion de fructosa de
22 g/L y una concentracion de glucosa de 10 g/L, y los nutrientes fueron adicionados
en las mismas condiciones que los medios sintéticos.

Se determind la biomasa por peso seco cada 24 horas. Esto se realizé pesando
una muestra de 2 mL de cada matraz de estudio y colocandolo en un tubo de ensayo
previamente pesado. Se centrifugd a 3 000 rpm por 10 minutos a 21 °C en una cen-
trifuga refrigerada Hermle Labnet Z 323 K (Alemania).
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Se analiz6 una alicuota en un cromatografo de liquidos Hewlett Packard serie
1 100, con una columna de intercambio idnico para separacion de polisacaridos
y acidos organicos Transgenomic ICSeplCE-ION-300 y detector de indice de re-
fraccion.

Resultados

Los resultados para la produccion de acido lactico y consumo de azlicares se mues-
tran en la tabla 1, éstos revelan que se puede obtener hasta 6.89 g/L de acido lactico
a partir de jarabes de fructosa obtenidos de la hidrolisis de la inulina del Agave
americana con acido fosforico al 1% en medios esterilizados por autoclave con una
concentracion de fructosa de 20.14 g/L; también se obtuvo una concentracion de
fructosa residual de 14.99 g/L. a las 96 horas de fermentacion, lo cual indica que
puede haber inhibicion por el descenso del pH.

Tabla 1. Resultados de la produccion de acido lactico y consumo de azicares
en medios esterilizados por autoclave por Lactobacillus rhamnosus

Tiempo (h) Biomasa (g/L) | Fructosa (g/L) | Glucosa (g/L) Acid(og/l]ii)ctico
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 6.3240.42 18.88+0.77 7.3940.32 3.90+0.90
72 8.88+0.98 15.43+0.43 6.78+0.29 5.9940.78
96 9.0940.76 14.99+0.92 5.1340.21 6.89+0.31
120 8.1240.14 13.92+0.73 4.11+0.87 5.68+1.08

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de la produccion de acido lac-
tico y consumo de azlicares en medios esterilizados por filtracion. Estos resultados
indican que se puede obtener hasta 9.19 g/L. de acido lactico a partir de jarabes de
fructosa obtenidos de la hidrolisis de la inulina del Agave americana con éacido fos-
forico al 1% en medios esterilizados por filtracion con una concentracion de fructosa
de 21.99 g/L, alcanzando una concentracion residual de fructosa de 11.10 g/L a las
96 horas.
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Tabla 2. Resultados de la produccion de acido lactico y consumo de azicares
en medios esterilizados por filtracion por Lactobacillus rhamnosus

Tiempo (h) Biomasa (g/L) | Fructosa (g/L) | Glucosa (g/L) Acidgg/lzi;:tico
0 2.98+1.65 21.99+40.65 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 hidroélisis de la inulina del Agave
americana por medio de hidrolisis con acido fosforico al 1 % pueden ser utilizados
para la produccion de acido lactico. El método de esterilizacion por filtracion genero
mas acido lactico que la esterilizacion por calor.

Se sugieren estudios adicionales para optimizar la produccion de acido lactico
a partir de jarabes ricos en fructosa a partir de la hidrolisis de la inulina del Agave
americana.
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El mezcal de Agave salmiana:
una bebida alcohdlica étnica
The Mezcal from Agave Salmiana:
an Ethnic Alcoholic Beverage

Barba de la Rosa, A. P.; De Leén-Rodriguez, A.

Resumen

Mezcal es una palabra derivada del nahuatl mexcalli, donde metl significa maguey e
ixcalli significada cocinado o hervido. En la actualidad, mezcal se refiere a la bebida
alcohdlica obtenida por la fermentacion y destilacion artesanal del jarabe de Agave.
Existen varias especies de plantas del género agaves, tales como 4. salmiana, A. an-
gustifolia, A. durangensis, A. potatorum y otras que se usan como materia prima. Sin
embargo, solo la especie silvestre de A. salmiana se usa para la produccion del mezcal
en el altiplano mexicano, mientras que A. angustifolia y A. potatorum se usan en el sur
de México. La clasificacion de mezcales, estudios de la cinética del proceso fermenta-
tivo y el analisis quimico por cromatografia de gases y espectrometria de masas, son
descritas a lo largo de este capitulo.

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 4. salmiana, A. angustifolia, A. durangensis, A. potatorum and others
are used as raw-material. However, only the wild-type 4. salmiana is used for produc-
tion of mezcal in the Mexican Altiplano, whereas A. angustifolia and A. potatorum are

! Division de Biologia Molecular, Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica.
Camino a la Presa San José 2055, Lomas 4°, seccion 78216, San Luis Potosi, 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

pero con la llegada de los espafioles a México en 1519 y la introduccion

del proceso de fermentacion, 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 alcoholica 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 A4. tequilana, mientras
que mezcal es elaborado con A. salmiana, A. angustifolia y A. potatorum; y el
proceso de fermentacion esta totalmente controlado para la produccion de tequila
(Cedetio 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
Potosi, Zacatecas y Durango constituyen la regioén del mezcal (Mmci, 1994).

Otras bebidas provenientes de plantas del género Agave son denominadas por nom-
bres especificos 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 peninsula de Yucatan; la Raicilla, en Jalisco y el Sotol,
elaborado a partir de Dasilyrium spp.

I Z 1 pulque era la unica bebida alcoholica conocida por los nativos mexicanos,

Clasificacion de mezcales
Los mezcales se clasifican como Mezcal tipo 10 100% agave, cuando los azlicares

provienen exclusivamente de las mieles de agave. Los mezcales tipo 11 se conocen
cuando el medio de cultivo es formulado con 80% de miel de agave y 20% de
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azucares obtenidos de otras fuentes como cafia de azucar, jarabe de maiz, entre
otros.

Los mezcales también se clasifican en tres tipos generales basados en el proceso
que sigue después de la destilacion, y éstos se conocen como: Mezcal blanco, embo-
tellado justo después de la destilacion; Mezcal reposado, mantenido de 2 a 6 meses
en barricas de encino blanco; y el Mezcal afiejado, que deberd mantenerse al menos
12 meses en las barricas de encino blanco. De éstos, solo 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 produccion 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 produccion de mezcal deberan crecerse
en las regiones marcadas en la Declaracion General para la Proteccion del Mezcal,
publicada el 28 de noviembre en el Diario Oficial de la Federacion (mvct 1994).
Solo el tipo silvestre de A. salmiana se usa para la produccioén de mezcal en la regién
del altiplano mexicano (San Luis Potosi y Zacatecas), mientras que 4. Angustifolia 'y
A. Potatorum son las especies usadas en el sur de México (Oaxaca y Guerrero) y A4.
durangensis en el estado de Durango.

Proceso de produccion

Las plantas de agave deben tener el mismo estado de maduracion y tamafo, usual-
mente entre ocho y diez afios (figura 1a). El primer paso es la castracion de la planta;
¢ésta es una actividad bésica para obtener el material crudo de alta calidad que con-
siste en la eliminacion de inflorescencia. Las plantas se cosechan después de 12 a
24 meses de post-castracion, luego de lo cual se eliminan las hojas hasta obtener las
cabezas (también llamadas pinas) (figura 1b).
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Figura 1. Planta de Agave salmiana cultivada en San Luis Potosi, México

La cantidad de azicares en las cabezas se ve afectada por el tiempo de cosecha
después de que las plantas fueron castradas. La figura 2 muestra la relacion entre
la madurez y la cantidad de azlcares totales en los componentes morfoldgicos de
Agave salmiana. Las cabezas alcanzan las mas altas concentraciones de azlicar des-
pués de 24 meses post-castracion. Por otro lado, la cantidad de carbohidratos en las
plantas se modifica durante afio-estacion como resultado de la adaptacion al clima
(Aguirre-Rivera et al., 2001). Se ha estimado que se necesitaran 33 kg de material
cosechado durante la primavera para la produccion de 1 litro de mezcal y s6lo 22-24
kg son necesarios cuando la cosecha es en invierno.

Figura 2. Contenido de aziicares en cabezas, hojas y blade analizadas
después de la castracion

Aziicares totales(kg)

24 meses

9 meses

Edad

Temo Tallo

Fuente: Aguirre-Rivera et al., 2001.
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Proceso de coccion

El proceso de coccidn tiene tres objetivos principales: @) hidrolizar la inulina y otros
fructo-oligosacaridos hasta obtener fructosa; b) suavizar el material para hacer mas
facil el proceso de molienda; ¢) Producir compuestos orgdnicos caracteristicos del
aroma del mezcal.

El proceso de coccion se lleva a cabo en hornos de piedra usando calor himedo
o calor seco con rocas precalentadas. Recientemente los productores de mezcal han
aceptado muy satisfactoriamente la sustitucion de los hornos de piedra por autocla-
ves para la coccion o a gran escala de las pifias 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-celuldsico 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 subterraneos a los fermenta-
dores. Regularmente este jarabe de agave se diluye con agua a 10-11°Bx antes del
proceso de fermentacion.

Proceso de fermentacion

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 nitrégeno
a una concentracion 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 fermentacion al-
cohdlica, Saccharomyces cerevisiae, Pichia sp y Zymomonas mobilis son los mas
abundantes.
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Figura 4. Fermentador industrial usado en la Empresa Saldafia (Zacatecas,
Meéxico)

b)

a) Fermentador vacio; b) Fermentador operando

El etanol es el principal producto de la fermentacion alcoholica y alcanza concen-
traciones de 3 a 4 por ciento. La produccion de metanol es inherente a la fermentacion
alcoholica producida a partir de la pectina, lignina y paredes celulares (Cedefio, 1995).
Sin embargo, ya que el metanol tiene un efecto neurotdxico, la maxima concentra-
cion permitida es de 300 mg/100 mL de alcohol etilico anhidro (aproximadamente
1200 ppm) (mmc1, 1994; Cedetio, 1995). La produccion de alcoholes superiores tales
como 2-butanol, 2-metil propanol y 2/3 metil-1-butanol ocurre por el catabolismo
de aminoacidos, aldehidos que son reducidos por las alcohol deshidrogenasas a sus
respectivos alcoholes, sin embargo, su razén de produccién especifica es mas bajo
que los esperados para etanol (Pronk et al., 1996).

La figura 5 muestra una cinética tipica de la fermentacion en biorreactor en gran
escala. La fermentacion es inoculada con 5-8% del caldo prefermentativo y opera a
un volumen de cinco mil L. La concentracion de biomasa formada por una mezcla de
bacterias y levaduras llega a una concentracion final de 4 g/L, mientras que la pro-
duccion de etanol sigue un comportamiento de produccion asociada, obteniéndose
una concentracion final de 22g/L.

Los azlicares se consumen durante la fase exponencial y paran alrededor de las
ocho o nueve horas. En todo caso, los azlicares reductores y azlcares 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.
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Figura 5. Cinética tipica durante la produccién de mezcal
en un fermentador a gran escala
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El jarabe fermentado se conduce por gravedad al compartimiento de destilacion. La
destilacion es la operacion unitaria en la que se concentran el etanol y otros com-
puestos organicos. Los alambiques es la configuracion mas popular usada para la
destilacion del mezcal, sin embargo, el uso de otras configuraciones con las colum-
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nas de destilacion de operacion continua actualmente se usan para mejorar el proceso
de recuperacion.

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

Almacenamiento y afiejamiento

El almacenamiento del mezcal se lleva a cabo en grandes tanques de plastico o acero,
antes que el producto sea embotellado. El mezcal destinado a afiejamiento se prepara
para este proceso. El proceso de afiejamiento es una transformacion lenta del mezcal
como resultado de reacciones intermoleculares durante el almacenamiento. La Nor-
ma Oficial Mexicana establecida para el afiejamiento 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 afiejados deberan almacenarse por
arriba de 12 meses.

Analisis y composicion

El mezcal consiste de una armdnica mezcla de compuestos que se producen durante
la fermentacion y otros provenientes de la materia prima, tales como terpenos y
acidos 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 cromatografia de gases (cMm) usando la inyeccion
directa de las muestras. Los compuestos minoritarios del mezcal son sustancias de-
tectadas so6lo hasta después de que la muestra ha sido concentrada por extraccion
liquido-liquido o liquido-solido (spmE), seguida por el analisis de cromatografia de
gases y después por espectrometria de masas (Gc-ms) (De Leon-Rodriguez et al.,
2006). La tabla 1 enlista los compuestos detectados en los diferentes tipos de mezcal.
Seis alcoholes, dos ésteres de etilo y acido acético se clasifican dentro de los cpm
(De Leon-Rodriguez et al., 2006). Para el tequila, estos compuestos son: etanol, 2/3
metil-butanol, alcohol fenil-etilo, acido acético, acidos decanoico y dodecanoico
(Lopez, 1999). Los alcoholes fenil-etilos son acidos grasos de cadena larga, etil éste-
res que estan presentes en mezcales, pero en pequenas cantidades.
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Tabla 1. Concentraciones de los principales compuestos encontrados
en los diferentes tipos de mezcales en mg/L

R{a Compuesto Blanco coftlgt}:sc;)no Reposado cﬁzp;:;ljifo Aiicjado
(min) (n=4) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
4.46 | Acetato de etilo 182411 103+6 150+12 11345 107+10
4.63 | Metanol 816£72 | 703+89 | 89146 | 881+38 | 834476
5.30 | Etanol® 42+1 3942 3942 4240 4245
6.66 | 2-Butanol 61+17 5419 66420 5646 ND
6.91 | n-Propanol 700£108 | 728+18 | 738+87 615462 | 388426
7.87 | 2 Metil-propanol 17+4 ND ND 37+4 48+7
9.62 g 2(')1;46“1'1'3‘1' 3047 26+10 ND 1744 98419
11.72 Ertgpiﬁ::;’” 105+13 1014 117£15 109417 | 192432
13.26 | Acido acético 16951 | 224+48 | 207427 13345 21949

- | High Alcohols® | 809+122 | 808432 | 84364 | 876+52 | 533+51

aRt= Tiempo de retencion en columnas HP-Innowax, ®* Unidad para la concentracion de etanol es % v/v,
¢Suma de alcoholes con tres 0 mas carbonos. ND= no detectable, n=numero de marcas. Los datos repre-
sentan el promedio + desviacion estandar de cada tipo de mezcal. Adaptado de De Ledn 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. Ademas de los seis alcoholes cmm, el butanol y el alcohol fenil-etilo
fueron detectados también en mezcales reposados y afiejados, mientras que los alco-
holes no saturados como 3-hexeno-1-o0l y 6.9-pentadecadien-1-ol fueron detectados
solo en mezcales con gusanos (De Leon-Rodriguez 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 Ledn-Rodriguez et al., 2006).
El grupo quimico esta bien caracterizado por su aroma a frutas que contribuye en
el bouquet de las bebidas alcohdlicas (Lopez, 1999; TerSchure et al., 1998). El aci-
do acético, el propidnico y el hexanoico fueron encontrados en todos los mezcales,
mientras que el acido pentanoico se encontré solamente en mezcales blancos con
gusano y mezcales afejados.

85



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

Figura 6. Cromatograma de un mezcal resposado analizado
por SPME-GC-MS
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Otros grupos quimicos tales como aldehidos, cetonas, furanos, terpenos, naftale-
nos, alquenos y alquinos fueron también detectados. Para tequilas, los compuestos
minoritarios son ésteres acidos, furanos, cetonas terpenos y otros (Lopez, 1998).

Pocos terpenos han sido reportados en tequila tales como derivados de linalil, ne-
rolidol, timol y terpineol (Lopez, 1998, 2001). Mientras que los terpenos encontrados
en mezcales son limoneno, terpineol y terpineneo (De Ledn-Rodriguez et al., 20006).
Pefia-Alvarez 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, 1a materia prima usada para la produccion de mezcal. Se ha reporta-
do que los terpenos son liberados por las glicosidasas de levaduras durante el proceso
de fermentacion (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 regresion de carcinomas mamarios y es clasificado como agente
quemopreventivo y quemoterapeutico (Croweel et al., 1991; Hagg, 1992).
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Tabla 2. Compuestos detectados en mezcales por SPME-GC-MS

Rt | 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 34,5
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
Aldehidos y cetonas
1.22 | Acetaldehido 1,2,3,4
13.07 | 3-hidroxi-2-butanona 1,2,3,4,5
Esteres
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 ctilo 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
1) Blanco Continua...
2) Blanco con gusano
3) Reposado
4) Reposado con gusano
5) Afiejado
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Tabla 2. Compuestos detectados en mezcales por SPME-GC-MS.

(continuacion)
Rr | Compuesto | Mezcal
Acidos
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-furancarboxialdehido 1,2,4
Terpenos
8.15 | Limoneno 1,2,3,4,5
29.96 gi_(l:\l/{)el?el;(g;l(ol -metil-etilideno) 1345
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) Anejado

*Tiempo de retencion en la columna up-Frap. Adaptado de Ledn-
Rodriguez et al., 2006.

Solo los mezcales con gusanos mostraron la presencia de 6.9-pentadecadien-1-ol,

3-hexen-1-o0l, 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-
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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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Biomineralizacion de oxalato de calcio en amaranto
(Amaranthus hypochondriacus)
Biomineralization of Calcium Oxalate in Amaranth
(Amaranthus Hypochondriacus)

Barba de la Rosa, A. P'*; Briones-Cerecero, E. P!,
Ramirez-Gonzdlez, D.”; Muiioz-Sandoval, E.°; Terrones, H.?; Terrones, M.?

Resumen

La formacién mineral de micro y nano-cristales en sistemas vivos se conoce como
biomineralizacion. Los cristales de oxalato de calcio monohidrato (com) estan am-
pliamente distribuidos en plantas, incluyendo a dicotiledoneas y monocotiledoneas.
La funcioén bioldgica de cristales de com en plantas no se encuentra bien caracteri-
zada ni es totalmente entendida; aparecen en una gran variedad de morfologias que
son conservadas de una generacion a la siguiente. El control de la morfologia de un
micro y nano-cristales incluye una serie de procesos genéticos altamente regulados,
y una simple mutacion puntual puede alterar drasticamente el tamafio y la forma del
cristal.

Amaranto (Amaranthus hypochondriacus) es un pseudo-cereal de semillas dicoti-
ledoneas 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 nutricion
humana. Sin embargo, las hojas de amaranto también contienen grandes cantidades
de oxalatos. En este estudio, examinamos los micro y nano-cristales de com extraidos
de hojas y raices de amaranto. Mediante microscopia electronica de barrido (SEm) y
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técnicas analiticas, se caracterizaron dos diferentes tipos de cristales: uno exhibe la
morfologia 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 bioldgicos mole-
culares de control sobre la cristalizacion de com es vital para controlar el crecimiento
de diferentes tipos de cristales usando plantas como micro y nano-fabricas capaces de
operar a temperatura ambiente. Estas técnicas podrian utilizarse en un futuro para la
sintesis de novedosos nanomateriales inspirados biologicamente.

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 (seEm) 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.

Introduccion

a Biomineralizacion es el proceso de mineralizacion dentro de sistemas vi-
vos y es importante para la formacién de partes duras, tales como huesos,
dientes, caparazones, etcétera. Este proceso es regulado por biomoléculas,
tipicamente proteinas. Las proteinas, y quiza polisacaridos, regulan el balance entre
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la saturacion del cristal y la precipitacion en solucion, nucleacion de los cristales,
cese del crecimiento de cristal, y en general, la estructura del cristal (Haugo, 2002).
Las proteinas, a través de sus interacciones Unicas y especificas con otras macro-
moléculas, controlan la estructura y funcion 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 biologia molecular y nanotecnologia para desarrollar tecnologias
hibridas con mayor potencial. Tomando lecciones de la biologia, ahora pueden ma-
nipularse genéticamente los polipétidos para enlazar especificamente compuestos
inorganicos seleccionados para la aplicacion en nano y biotecnologia (Sarikaya et
al.,2003).

Dentro de los minerales encontrados en organismos vivos, el calcio es el mineral
mas abundante, se encuentra involucrado en cerca de la mitad de los sistemas biomi-
neralizados conocidos en la actualidad. En plantas, los niveles citosolicos de calcio se
mantienen constantes a través de la precipitacion en forma de cristales de oxalato.

Cristales de oxalato de calcio

La formaciéon mineral es un fenomeno que se da en muchos géneros de plantas, sien-
do las formaciones de amorfas de silice (fitolitos), los carbonatos de calcio amorfo
(citolitos) y los oxalato de calcio, los mas abundantes. En plantas superiores el oxala-
to de calcio es probablemente el mineral mas cominmente formado y tipicamente se
desarrolla dentro de camaras intravacuolares membranosas de células especializadas
llamadas idioblastos (Webb 1999, Bouropuolus et al., 2001).

La formula quimica del oxalato de calcio es CaC,0O, y presenta una estructura
cristalina monoclinica. En plantas el oxalato de calcio existe en dos formas: oxala-
to monohidrato (com) y menos comun en su forma dihidratada (cop); pudiéndose
formar en cualquier 6rgano o tejido dentro de las plantas. Por ejemplo, se pueden
encontrar cristales en raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas y dentro de la
epidermis y tejido vascular. Ademas, cada especie de planta siempre forma cristales
con la misma morfologia en el mismo sitio de tejido, implicando que la morfologia
esta 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 morfologias
(figura 1), que se pueden dividir en las siguientes categorias: a) Prismas: consisten
de formas regulares prismaticas simples. b) Drusas: son conglomerados de cristales
formados alrededor de un sitio de nucleacion. ¢) 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. ¢) cristal arena: son pequefios 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 estan ampliamente distribuidos dentro de las
plantas, incluyendo a los grupos monocotileddneas y dicotiledoneas. En monoco-
tiledoneas existen tres tipos principales de cristales de oxalato de calcio: rafidios,
estiloides y drusas. Actualmente la caracterizacion de los cristales en plantas se ha
descrito como una caracteristica para la clasificacion taxonémica.

Figura 1. Imagenes de microscopia de barrido de microcristales de oxalato
de calcio con diferentes morfologia de cristales de oxalato de calcio
encontrados en plantas

c) Estiloides

d) Rafidios e) Cristal arena

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 proteccion contra herbi-
voros y mejoran las propiedades mecanicas 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 detoxificacion de metales pesados; sin embargo, en estudios
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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 correlacion
negativa con el crecimiento de cristales de oxalato, sugiriendo que estos cristales no
desempefian un papel importante en la detoxificacion de metales pesados en P. vulga-
ris, pero si lo tienen en la regulacion de calcio (Jauregui-Zuiiga y cols., 2005).

Nucleacion en el proceso de biomineralizacion

En biomineralizacion, el micro-medioambiente ejerce control sobre la nucleacion y
el crecimiento del cristal en tejidos mineralizados. Esto es, el cristal formado es un
disefio exacto de tamaiio y forma.

Ala fecha no se sabe con certeza cdmo operan estos mecanismos, pero se ha descri-
to que in vitro algunas macromoléculas extraidas del tejido mineralizado son capaces
de controlar la nucleacion especifica, 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 reportd que los cristales se forman dentro de las vacuolas
como la acumulacion de numerosos cristales individuales (tipo arena) y adoptan mor-
fologia pseudotetrahédrica o morfologia con forma de corazdn (figura 2).

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

Figura 2. Analisis morfologico de cristal representativos de com
en hojas de tabaco

(162)
a) SEM micrografia b) Morfologia propuesta

Fuente: Bouropoulos et al., 2002.
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Figura 3. Cristales de Medicago truncatula

I

a) Control b) Mutante defectuosa cmd6

Fuente: Nakata, 2002.

Matriz de la cristalizacion

Se ha determinado que existen macromoléculas (proteinas), quiza carbohidratos,
que regulan el balance entre la saturacion del cristal, la precipitacion en solucion,
nucleacion y cese del crecimiento de cristales y morfologia general del cristal.
Dentro de ellas dos tipos de proteinas son las que mas han llamado la atencion:
proteinas acidas y proteinas de marco. Las proteinas acidas son denominadas debido
a su funcion intimamente conectada con la naturaleza acida y la abundancia de
cadenas polares que estan cargadas negativamente a un pH neutro. Tipicamente,
son ricas en aspartato, glutamato, serinas fosforiladas, tirosina y treonina. Estas
proteinas estdn intimamente asociadas con el mineral y la formacion del cristal.
La funcion de las proteinas de marco es precisamente como su nombre indica. Son
altamente insolubles, relativamente hidrofobicas y tipicamente entrecruzadas. Por
ejemplo, el colageno encontrado en tejido 6seo es una proteina tipica de este tipo
(Haugo, 2005).

Aunque las proteinas especificas de la matriz no han sido bien caracterizadas
dentro de la biomineralizacion de plantas, se ha demostrado que hay un complejo de
polipéptidos de 55, 60 y 73 kDa que estan relacionados con la formacion del cristal
de organico asociado con los cristales rafidios en uva (Vitis vinifera). En tomate y
tabaco se ha demostrado que los polipéptidos promueven la nucleacion de oxalato de
calcio, mientras que en Pistia stratoites, estos polipéptidos tienen influencia sobre la
morfologia (Li y cols., 2003; Jauregui-Zuiiga et al., 2005).
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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 tradicién, no
produce cristales normalmente, por lo que otras plantas como el tabaco, el jitomate,
la lechuga y mas recientemente, Medicago truncatula, se han utilizado para el es-
tudio de la biomineralizacion. El amaranto (Amaranthus hypochondriacus) es un
pseudo-cereal que proporciona granos y hojas de alto valor nutricional. Las semillas
tienen un alto contenido de proteinas y su composicion de aminoacidos esta cercana
al 6ptimo 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 (maiz, frijol)
no pueden ser cultivados (Paredes-Lopez et al., 1991). Se ha descrito que la planta
ayuda a la remediacion de suelos, especialmente Amaranthus tricolor, y mejora
la disipacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos, por lo que se ha usado en
fito-remediacion de suelos contaminados con metales pesados (Ling y Gao, 2004).
La planta de amaranto tiene altos contenidos de acido oxalico (arriba del 10%) y
2-3% de glucosidos, por lo que se ha utilizado como preservativo bioldgico en
silos; esto da como resultado que no existen sefiales de crecimiento de hongos
(Allaberdin, 2004).

Por lo tanto, nosotros proponemos al amaranto (Amaranthus hypochondriacus)
como una planta modelo para el estudio de morfologias y distribucion 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 disolucion de los cristales), y la mezcla resultante
se filtr6 a través de cuatro capas de gasa. El filtrado se transfirio a tubos de centrifuga
de polipropileno de 50 mL y fue centrifugado con etanol a cuatro mil rpm (5 min).
El sobrenadante se elimind y el precipitado se resuspendio en etanol. Este proceso se
repitié dos veces, seguido por tres lavados mas con agua desionizada centrifugando
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a cuatro mil rpm (5 min). El precipitado se mezclé con politungstato de sodio (3Na-
WO,.9WO0,-H,0, 20 mL) de 1.7 g/mL densidad y centrifugados tres veces a cuatro mil
rpm (10 min). El sobrenadante, junto con material organico, no precipita bajo estas
condiciones. Este fue eliminado y el precipitado resuspendido, agitado y centrifugado
tres veces mas, 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 centrifugacion con el liquido pesado
se repite usando una densidad de 1.9 g/mL (Bouropoulos et al., 2001).

Analisis morfologico de los cristales

Las muestras fueron recubiertas por una pequefa pelicula 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 microscopia electronica de barrido (sem, por sus siglas en inglés)
y por microscopia de transmision de barrido electronico de barrido (STEM, por sus
siglas en inglés), usando un microscopio XL30 SFEG de emision de campo marca FEI,
que operaba a 5-10 keV.

La corroboracion de la morfologia de los cristales se realizd por microscopia de
barrido por transmisidon (STEM) en un TECNAI XL30 SFEG.

Estudio epx (Energy Dispersive X Ray) y mapeo elemental

Los estudios de EDX y mapeo elemental se llevaron a cabo en un microscopio elec-
tronico de barrido TEcNAT X130 SFEG, equipado con un espectrometro Epx. El estudio
EDX permite determinar la composicion quimica de las muestras, mientras que el
mapeo elemental ofrece una vista de la distribucion quimica 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 morfologia pseudo tetrahédrica y un tamafio entre 1-3 um (figura 1), y cristales
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en formas de drusas con una tamaio entre 30 y 40 um (figura 2). Se observd una
mayor concentracion de cristales en forma de arena de cristal que las drusas. Los
cristales encontrados en raiz y tallo del amaranto fue arena de cristal con una morfo-
logia pseudo tetrahédrica con un tamafo entre 1-3 um (figura 3).

Figura 1. Analisis morfolégico de los cristales de oxalato de calcio
en hoja de amaranto

1 Pum

i . e
a) Micrografia sem: se observa  b) Micrografia sTEM: se
una morfologia pseudo corrobora la misma
tetraédrica morfologia.

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

a) Barra 10 um b) Barra 5 um
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Figura 3. Micrografia sem de cristales de oxalato de calcio
con morfologia pseudo tetrahédrica

a) Tallo b) Raiz

En el espectro de EDx se determina la composicion quimica de la muestra y los
resultados obtenidos se presentan en la tabla 1. Con estos datos se observa que el
cristal estd compuesto por aproximadamente 2% de calcio.

Tabla 1. Cuantificacion quimica obtenida por espectroscopia de Epx
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 area

En el mapeo elemental de la muestra se observa la distribucion quimica del Ca,
Si, y O; con esto es posible corroborar que los cristales son de oxalato de calcio

(figura 4).
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Figura 4. Mapeo elemental utilizando Epx de un cristal de oxalato de calcio
extraido del tallo de amaranto

A) imagen analizada, B) distribucion de calcio,
C) distribucion de oxigeno, D) distribucion de silice

En muchos tejidos mineralizados, las proteinas de matriz sdlo pueden extraerse
si el material esta disuelto, lo mismo sucede en plantas (Li et al., 2003). En algunos
casos se ha observado que un subgrupo de proteinas de matriz estan ocluidas dentro
de la fase mineral, estas proteinas influencian la forma, crecimiento y propiedades
mecanicas del mineral (Weiner y Addadi, 1991). El material asociado al cristal, fue
extraido y caracterizado por electroforesis en geles de poliacrilamida (figura 7).

Figura 6. Gel de poliacrilamida al 15% tefiido con sypro ruby

kDa

50
30

20
15

10

1 2 3 4 5

Carril 1, marcador de peso molecular. Carriles 2 y
3, proteina soluble de hoja y tallo. Carriles 4 y 5,

proteinas insoluble de tallo y hoja.
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Al igual que trabajos previos, se observa que las proteinas de matriz asociada a
los cristales esta compuesta por varios polipéptidos. Se ha reportado que los polipép-
tidos de alto peso molecular son los que muestran la mas alta afinidad por los crista-
les de calcio a pH 5.6, y que estos polipéptidos inhiben la nucleacion de cristales de
oxalato de calcio en solucidon (Jauregui-Zufiiga et al., 2005). El papel de las proteinas
en la nucleacion del oxalato de calcio es variable; se ha descrito una funcion dual:
como inhibidor cuando estan presentes en soluciéon o como promotores cuando estas
proteinas son adsorbidas en las superficies (Campbell e al., 1989).

Retos para la investigacion futura

Numerosas preguntas acerca de la cristalizacion mediada por las células atin no
han sido respondidas, por lo que existe una necesidad critica para correlacionar las
caracteristicas bioquimicas y biofisicas; esto puede conllevar a las aproximaciones
tradicionales tales como aislamiento y caracterizacion de organelos y membranas.
Aproximaciones contemporaneas, utilizando sondas inmunolégicas y molecula-
res, pueden proporcionar nueva informacion acerca de la expresion y localizacion
especifica de las proteinas dentro de las células que forman cristales y, adicional-
mente, sondas fluorescentes pueden permitir la medicion de factores fisicos 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 cristalizacion de oxalato de calcio, incluyendo genes expresados espe-
cificamente en las células formadoras del cristal.

El estudio de los mecanismos de nucleacion y crecimiento de cristales podra
contribuir al entendimiento de una variedad importante de procesos de la biologia
celular de plantas y desarrollo, incluyendo la especializacion de membrana, trans-
porte y secuestro de calcio, biosintesis de oxalato y funcidon vacuolar (Webb, 1999).
Ademas podréa extrapolarse a enfermedades en humanos como las piedras en el
higado y rifion.
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Carica papaya: Chemical Composition
and Biological Activity from its Extracts

Rodarte-Morales, A. I.; Lopez-Cervantes, J.;
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Resumen

La planta C. papaya se encuentra presente en todos los paises 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 incorporandole
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 revision se investigaron los métodos de extraccion utilizados para
la recuperacion de los componentes activos de las semillas, hojas, latex y pulpa de C.
papaya, asi 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.

! Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias. Instituto Tecnologico de Sonora, aparta-
do postal 541, Cd. Obregon, Sonora, México, e-mail: dsanchez@jitson.mx
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Introduccion

subtropicales; el fruto es muy conocido por su gran valor nutritivo asi como

valor econdémico, ya que durante el afio 2002 la produccion mundial fue de
5 591 692 toneladas (Freire et al., 2003; Lopez et al., 2004; Monti et al., 2004).
Pertenece a la Familia Caricaceae, que agrupa cuatro géneros, de los cuales el mas
importante es Carica y las especies son diversas; sobresaliendo en México C. papa-
va L., la cual es una planta herbacea gigante, dicotiledonea que puede producir fruto
por mas de 20 afios. 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 poligama 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 climaticas como la sequia y las
variaciones de temperatura (Revista Claridades Agropecuarias, 1999).

E 1 arbol de C. papaya se encuentra presente en todos los paises tropicales y

Composicion quimica de C. papaya

La fruta inmadura contiene papaina, la cual es considerada como el principal com-
ponente activo de C. papaya y es una enzima de uso industrial, principalmente para
alimentos, clarificacion de cervezas, ablandamiento de carne, preparacion de protei-
nas hidrolizadas, entre otros (Monti et al., 2000, 2004). La papaina es una proteina
que contiene 212 aminoacidos y posee una masa molecular aproximada a 23 000
daltones (Bruneton, 2001). Se ha reportado que el latex de C. papaya contiene al-
gunas cistein proteinasas, como la quimopapaina, caricaina y glicil endopeptidasa
(O’Hara et al., 1995; Silva et al., 1997; Monti et al., 2000, 2004); ademas de una
mezcla de terpenoides, acidos orgéanicos y alcaloides (Murphy, 1999). La composi-
cion de glicéridos en semillas de C. papaya fue realizada por Von Loesecke y Nolte
(1937), obteniendo un 11.94% de acido palmitico, 5.49% de acido estearico, 0.32%
de acido araquidico, 79.94% de acido oleico y 2.22% de acido 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 arbol de
papaya, contienen un alcaloide llamado carpaina y un glucésido 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 Vazquez (1999), los mas importantes son: comestible (tallo, hoja y fruto),
fabricacion de chicle (latex), cosmético (aceite de la semilla), forrajero (hoja y fru-
to), obtencion de enzimas proteoliticas (fruto), insecticida (latex), uso medicinal
(fruto, latex, semilla y raiz), apicultura (flores) y saponifera (hojas). Ademas, 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 ef al., 2002), de control de algunos parasitos (Idowu y
Sonde, 2003; Ekanem et al., 2004), antimalaria (Bhat y Surolia, 2001) y antifingica
(Nwachukwu y Umechuruba, 2001).

Métodos de extraccion de compuestos activos de C. papaya

La eficacia de los tratamientos con extractos de C. papaya depende de la concentra-
cion de los diferentes compuestos presentes. Dicha cantidad difiere si proviene del
fruto, latex, hojas o raices; y el método de extraccion varia con la edad de la planta, la
parte de la planta que se va a extraer, el cultivo, asi como el sexo del arbol. De acuerdo
con Murphy (1999), los analisis cientificos de los componentes de las plantas siguen
un patron logico. Primero, se realizan investigaciones para una posible actividad an-
tibacterial utilizando el extracto acuoso o extraccion de alcohol, y puede ser seguido
por varios métodos organicos de extraccion. Debido a que casi todos los compuestos
activos contra microorganismos (que han sido identificados en las plantas), son com-
puestos aromaticos u orgéanicos saturados, son obtenidos mas a menudo por la ex-
traccion con etanol o metanol. De hecho, muchas investigaciones han evitado el uso
de la fraccion acuosa. Por otro lado, los taninos y terpenoides que se han encontrado
en la fase acuosa son obtenidos por extraccion con solventes menos polares.

Para extracciones alcohdlicas, 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 presion 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
clarificacion. En la tabla 1 se muestran los principales solventes para la extraccion
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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 esta ligado a la disminucion de
la incidencia de cancer. Ademas, representan una fuente de provitamina A, no son
toxicos, presentan actividad antioxidante y participan en la desactivacion de radi-
cales libres producidos en el metabolismo celular (Breithaupt ef al., 2001; Moreno
et al., 2003). Algunas de las propiedades fisicas y quimicas mas importantes de los
carotenoides son las siguientes: solubles en lipidos y solventes no polares, se extraen
facilmente con solventes no polares, son sensibles a la luz y oxigeno, ademas su
degradacion se acelera por los radicales libres que se forman en la oxidacion lipidica
(Moreno et al., 2003).

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

Cl - | Dicloro-
Agua Etanol Metanol orofor ietoro Eter Acetona
mo metanol
. . . Terpenoi- | Terpenoi- . Flavono-
Antocianinas | Taninos Antocianinas Alcaloides
des des les
. . . Fl i- .
Almidones | Polifenoles Terpenoides dea;vonm Terpenoides
Taninos Poliacetileno | Saponinas Coumarinas
Saponinas Flavonoles Taninos Acidos
grasos
Terpenoides | Terpenoides | Xantoxilenas
Polipéptidos | Esteroles Totarol
Lectinas Alcaloides Quasinoides
Propoles Lactonas

Con base en la investigacion de Breithaupt y otros autores (2001), en los extrac-
tos no saponificados de 62 frutas y verduras (entre ellas C. papaya), se ha determina-

108



CARICA PAPAYA: COMPOSICION QUIMICA

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 extraidos
agitando las muestras con metanol/etilacetato/éter de petréleo (1:1:1 v/v/v; 25ml).
Los extractos combinados se secaron con 10g de sulfato anhidro de sodio. El resi-
duo se disolvidé en metanol/éter/BHT (1:1:0.01 V/V/V; 2 ml). Después se filtraron
y la solucion fue analizada por HpLc. La saponificacion de los extractos se realizd
segun 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
atencion especial fue dedicada al éster criptoxantina, para lo cual se purifico a partir
de la papaya y se utilizo para la sintesis de criptoxantina de laurato, de miristato y de
palmitato, representando a los €steres criptoxantinos, que se encuentran en mayor
proporcion en las plantas. De los analisis realizados se obtuvieron 2436 pg de ésteres
de carotenoides por cada 100g de C. papaya. La concentracion de B-criptoxantina
libre y ésteres de B-criptoxantina estaba compuesta de la siguiente manera: j-crip-
toxantina de laurato (892 + 26 pg/100g), B-criptoxantina libre (143 + 2 pg/100g),
B-criptoxantina de miristato (103 = 2 pg/100g) y B-criptoxantina de palmitato (86 +
2 ng/100g) (Breithaupt et al., 2001).

Por otro lado, Moreno y otros autores (2003) llevaron a cabo una investigacion para
evaluar mediante un estudio cinético la pérdida de carotenoides totales liofilizados,
obtenidos mediante remocion con solventes organicos del pericarpio de C. papaya.
Se removieron los pericarpios manualmente de frutos maduros, y se sometieron a un
proceso de extraccion de carotenoides con solventes organicos, segun procedimiento
establecido por Moreno-Alvarez y otros autores en 1999. La fase no polar, previa
decantacion, se liofiliz6 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 relacion 1/10ml; la cuantificacion del contenido
de carotenoides totales se efectué mediante estandar de betacaroteno. Con base en
los resultados obtenidos por Moreno y otros autores (2003), la concentracion de ca-
rotenoides en el pericarpio de C. papaya fue de 2.29 mg/kg.

En otra investigacion, Netto y otros autores (2002), proponen una cuantificacion
no destructiva de la concentracion de clorofila y nitrégeno utilizando un medidor
portatil de clorofila (SPAD-502). Hojas de papaya de diferentes edades fueron co-
lectadas y se establecio una relacion entre el contenido de clorofila y de extractos de
carotenoides, asi como del contenido de nitrogeno. Los resultados muestran que este
método es seguro para la determinacion no destructiva de pigmentos fotosintéticos
(clorofila y carotenoides), ya que las técnicas basadas en el uso de solventes organi-
cos son destructivas. Este método puede ser usado indirectamente para la interpreta-
cion del proceso fotoquimico de C. papaya.
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Papaina

Lapapaina se purifica generalmente por técnicas de separacion de proteinas (alternando
precipitaciones y solubilizaciones) y por técnicas clasicas de cromatografia de afinidad
(Bruneton, 2001). El latex 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 proteoliticas. En
diversas investigaciones (O’Hara et al., 1995; Silva et al., 1997; Monti et al., 2000,
2004), se ha reportado que el latex de C. papaya contiene una mezcla de cistein
endopeptidasas, como la papaina, quimiopapainas A y B, endopeptidasa de papaya
III, endopeptidasa de papaya IV y la endopeptidasa Q. De acuerdo con Bruneton
(2001), la quimiopapaina puede constituir un método terapéutico de las hernias dis-
cales, mientras que la papaina se propone en terapéutica digestiva y dietética como
una enzima de sustitucion en casos de insuficiencia gastrica o duodenal.

O’Hara y otros autores (1995) analizaron la estructura cristalizada de la cistein
endopeptidasa obtenida a partir del latex de C. papaya, el cual fue purificado por
cromatografia seguido de una inactivacion selectiva de otra cistein proteinasa con
yodo-acetato. El latex es rico en enzimas degradativas, incluyendo las quitinasas, las
cuales pueden digerir esqueletos de insectos y artropodos.

Mukherjee y Kiewitt (1996) han evaluado el latex como un biocatalizador en
la esterificacion de varios acidos grasos con 1-butanol en la presencia de 4cido
miristico como referencia estandar. El latex fue molido en un mortero hasta obte-
ner un polvo fino. Se llevo a cabo una esterificacion seguida de una extraccion de
lipidos, para finalizar con un analisis cinético. La papaina obtenida a partir de C.
papaya ha demostrado tener actividad lipolitica. 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, enfocandose a la
aplicacion de la cpL como biocatalizador de la transesterificacion en la sintesis de
triacigliceroles.

Por otro lado, Monti y otros autores (2000) reportan un método para la cristaliza-
cion de papaina a partir de latex de frutos verdes de C. papaya, sin involucrar el uso
de agentes sulfhidricos.

Polifenol oxidasa (PPO)

Algunas enzimas detectadas en frutos de C. papaya han sido parcialmente caracteri-
zadas como peroxidasas, 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 dia (fruto verde), cinco dias (verde maduro), 10
dias (maduro) y 15 dias (muy maduro). Los frutos fueron pelados y cortados en reba-
nadas. Se congelaron con nitrégeno liquido y luego fueron liofilizados por 48 horas,
después fueron almacenados a -24°C hasta su analisis. Para la determinacion del
total de sustancias pécticas, se utiliz6 el método de colorimetria del acido galactaro-
nico producido por la hidrolisis alcalina de compuestos pécticos. La extraccion de la
enzima fue a partir de 0.5 g del liofilizado, el cual fue homogenizado por 1 minuto
con 20 ml de solucion buffer. Después fue centrifugado por 30 minutos a 18 mil g
a 4°C. La concentracion de carotenoides y pectinas encontradas por Cano (1996) se
muestran en la tabla 2.

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

Fruto inmaduro Fruto maduro
Componente - - - -

Hermafrodita Femenino Hermafrodita Femenino
Carotenoides lotales 8.76 + 1.02 8.25+0.98 8.84 +0.87 10.26 +0.76
(g/100g fruto)
Pectinas totales (¢/100g | 35, ) o7 0.34 £ 0.05 0424004 | 0.45+0.06
fruto)

Tocoferoles

La vitamina E es protectora contra aproximadamente 80 enfermedades, como el
cancer, cardiovasculares, dafo por radicales libres en la membrana celular y pna,
oxidacion de lipoproteina de baja densidad, desordenes en la piel, ojos y otros cons-
tituyentes del cuerpo rico en lipidos. El tocoferol, la forma mas comun de encontrar
a la vitamina E en la naturaleza, es bioldgicamente activo, y se puede transportar y
mantener en grandes cantidades por los componentes del cuerpo. Soon y Mohamed
(2001), determinaron por HpLC la concentracion 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 continuacién moli-
dos y suspendidos en 30 ml de agua; se afadieron 21 g de kon disuelto en 100 ml de

111



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS 11

etanol, asi como 0.25 g de acido ascorbico por cada gramo de la muestra para evitar
la oxidacion. Se llevo a cabo la saponificacion a 80°C durante 40 minutos, se enfrid
a temperatura ambiente y se afiadieron 300 ml de etanol/agua. Se afiadié n-hexano/
etil acetato (9:1), se mezcld y se extrajo tres veces en un embudo de separacion. Las
fases organicas fueron combinadas y lavadas con 100 ml de agua hasta la liberacion
del alcali. Se filtraron y evaporaron a sequedad. El residuo fue disuelto en 20 ml de
n-hexano, secado en atmdsfera de nitrogeno y congelado a -20°C. Por HpLC se deter-
mino el contenido de a-tocoferol en los brotes de hojas de C. papaya, encontrandose
20.78 £ 0.54 mg/100 mg en peso seco.

Flavonoides

Los flavonoides tienen un gran efecto bioquimico y farmacologico, incluyendo an-
tioxidante, antiinflamatorio, antiplaquetas, antitromboticos y antialérgicos. Pueden
inhibir enzimas como la prostaglandina, lipoxigenasa y cicloxigenasa, que estan
muy relacionadas con la generacion 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 afiadieron 62.5 % de metanol que contenia
TBHQ. Por cada 20 ml de metanol se afiadieron 6 ml de HCI. La solucién de extrac-
cion consistio en HCI 1.2 M en 50 % de metanol. Esto fue mezclado y reflujado por
dos horas a 90°C. Se analiz6 el extracto crudo por medio de HpLC utilizando meta-
nol/agua (50:50, v/v) en la fase movil. La concentracion 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.

Carpaina

Coke y Rice (1965) investigaron la configuracion de la carpaina. Para ello llevaron a
cabo el aislamiento de este compuesto a partir de las hojas de C. papaya. Las hojas
fueron extraidas continuamente durante cuatro dias con una solucion de 89 % etanol,
10 agua y 1% acido acético. La mezcla fue extraida continuamente con éter para
remover todo el material acido insoluble. La solucion acuosa fue entonces preparada
con 160 g de carbonato de potasio y extraida con éter. El extracto fue lavado varias
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veces con agua y extraido con acido clorhidrico al 5 por ciento. Los extractos acidos
acuosos fueron combinados y extraidos con éter. La solucion de éter fue combinada,
secada y concentrada. Los solidos que se cristalizaron y fueron separados por filtra-
cion, arrojando de 4 a 5 g de carpaina por cada 7 kg de hojas secas.

Componentes volatiles

En la tabla 3 se presentan algunos de los principales compuestos volatiles encontra-
dos en C. papaya en diversas investigaciones. Por ejemplo, Flath y Forrey (1977)
desarrollaron un experimento para la obtencion de los componentes volatiles en
fruto de C. papaya, la cual fue cortada en rebanadas delgadas y colocadas en una
olla apropiada para su concentracion, donde fue hervida al vacio y los compuestos
volatiles fueron retenidos en las trampas, para ser extraidos dos horas después con
éter. La concentracion de acidos 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 latex, el cual fue combinado con éter. Esta solucion fue lavada con NaOH 2N. El
material basico acuoso fue extraido nuevamente con éter y acidificado con 35 ml de
HCI 6N. Después de la purificacion los concentrados fueron analizados por cromato-
grafia de gases con espectrofotometria de masas (GC-MS), y 106 compuestos fueron
identificados siendo el linalol el componente de mayor concentracion seguido de dos
oxidos de tetrahidrofuranol de linalol. También se incluyen 30 alcoholes, un pequefio
nimero de componentes carbonilos, 32 ésteres, pequeias concentraciones de tres
acetatos, halogenados de bajo peso molecular (metileno, cloroformo y 1.2-dibro-
moetano), entre otros. S6lo cuatro componentes tienen las concentraciones mayores
al 0.5 % en la mezcla de la muestra.

Después, MacLeod y Pieris (1983) identificaron los compuestos volatiles 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-
traida con pentano por tres horas en el aparato de Likens y Nickerson, y las muestras
se examinaron por cromatografia de gases-espectrofotometria de masas. También se
analizaron las semillas de papaya en busca de productos de glucosinolato. El compo-
nente mas abundante en la papaya fue el metil butanoato (46.7 pg/kg), en contraste
con el 68 % de linalol obtenido de papaya hawaiana por Flath y Forrey (1977). El
segundo compuesto mas abundante fue el fenilacetonitrilo (17.1 pg/kg), producto de
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la degradacion del benzilglucosinolato. Ademas, Macleod y Pieris (1983) identifica-
ron 18 compuestos nuevos.

Tabla 3. Compuestos volatiles presentes en C. papaya

Compuestos voldtiles de C. papaya

Oxido de linanol A Acido octanoico Pentano-2,4-diona Metil octanato
Oxido 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 v-Octanato
Benzaldehido a-Terpineno Piridina Metil geranato
Octanol B-Felandreno o-Xileno Triacetin
Nonanol Limoneno Estireno Butil benzoato
Decanol (Z2)-B-Ocimeno Metil nicotinato 3-Metilbutil benzoato

Etil acetato

(E)-B-Ocimeno

Metil dodecanoato

Metil tiocianato

Etil butirato y-Terpineno Acido hexanoico Fenilacetonitrilo
2-Propil-butirato Terpinoleno Alcohol benzil Benzil isotiocianato
Metil hexanoato Cariofileno Benzil butanoato a-Felandreno

y-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 cromatografia de
gases-espectrofotometria de masas los terpenos presentes en la pulpa de C. papaya,
encontrando que el componente de mayor concentracion fue el linanol, coincidien-
do con lo reportado por Flath y Forrey (1977). Schwab y otros (1989) estudiaron los
componentes aromaticos del fruto de C. papaya por medio de hidrolisis enzimatica,
identificaron 47 compuestos aromaticos en C. papaya.

Flath y otros investigadores (1990) examinaron las emisiones volatiles de C. pa-
paya. Se utilizd una camara consistente en un frasco de 12 litros con un cuello alar-
gado, y fue sellado con dos anillos. Asimismo, se inyecto aire hacia el frasco pasando
a través de una columna de carbén activado. Se colocd 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 establecio un flujo de aire de un litro por minutos. Des-
pués de dos horas la trampa fue removida. Se afiadi6 cicloheptanona y ciclodecanona
en las trampas para provocar la desorcion de los compuestos volatiles. La separacion
de los compuestos se llevo a cabo en columnas cromatograficas, para su identifica-
cion y cuantificacion. Los compuestos con mayor concentracion 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 investigacion sobre la caracterizacion de compuestos volatiles en guayaba (Psi-
dium friedrichsthalianum) de Costa Rica, fueron encontrados también en C. papaya.

Obtencion de acidos no volatiles

Chan y otros autores (1971) identificaron los 4cidos no volatiles presentes en los
extractos de C. papaya. Se prepard un puré de papaya, separando las cascaras y
semillas e inactivando las enzimas por calor. Para la extraccion de 4cidos organicos,
un kg de puré fue mezclado con 2 I de metanol, se filtrd y se colocd el concentrado
en un evaporador para remover el metanol. Este concentrado entonces fue percola-
do a través de una columna de resina catidnica Dowex 50W X4, y después por una
columna de resina aniénica Amberlite IRA 400. La columna fue lavada con 1500 ml
de agua, para remover los azucares, y luego con 20 ml de metanol, seguidos de 200
ml de agua. Los 4cidos fueron eluidos con 100 ml de acido férmico 6N, seguido de
agua, hasta obtener alrededor de 250 ml. Después se evapord por 16 horas para re-
mover el acido formico. El extracto fue analizado por cromatografia de capa fina con
etanol y por cromatografia de gas-liquido con metanol. Los acidos fueron esterifica-
dos, se afiadieron 5 ml de BF -metanol 14% (v/v) a 2 ml del extracto de papaya en
metanol y se dejaron reaccionar 16 horas. Entre los acidos obtenidos de C. papaya, a
partir de tres mezclas de solventes diferentes estan el acido a-ketoglutarico, malico,
citrico, ascdrbico, tartarico, oxalico, gluconico y galacturonico.

Actividad biolégica 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 fotoqui-
micos encuentren su objetivo en el arsenal de drogas ya preescritas por los médicos;
y segundo, el publico se ha interesado cada vez mas en su uso, ya que una planta y
sus compuestos estan disponibles sin receta médica en tiendas de hierbas medicina-
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les. El uso de extractos de planta, asi como otras formas alternativas de tratamientos
médicos, gozan de gran popularidad en Estados Unidos, donde se informé que en
1996 las ventas de medicinas botanicas aumentaron 37% sobre 1995. Ademas, se ha
reportado que las hojas, semillas, raiz y extractos de la fruta de C. papaya, poseen
actividad antibacteriana, antiviral y fungicida (Lohiya et al., 2000).

Actividad antihepatoxica

Los extractos de etanol de C. papaya han sido evaluados por su actividad antihepa-
toxica, contra el CCl,, que induce la hepatoxicidad. Rajkapoor y otros (2002) evalua-
ron el uso de dichos extractos al medir parametros bioquimicos, asi como cambios
hispatologicos en el higado. Las frutas fueron cortadas en pedazos pequefios, se-
cadas y molidas. El polvo fue sometido a una extraccion con etanol (95 % v/v). El
etanol fue removido por destilacion y el extracto fue suspendido en goma de acacia
al 5% y utilizado para esta investigacion. Se utilizaron cuatro grupos de ratas, los
grupos 1y 11, fueron tratados con goma de acacia, mientras que el 11y 1v, con etanol y
extractos acuosos de C. papaya en dosis de 250 mg/kg durante 7 dias. Al séptimo dia
se suministré CCl,, 30 minutos después de la tltima dosis de todas las ratas, excepto
para el grupo 1. Después de 36 horas, todas las ratas fueron sacrificadas, y la sangre
fue recolectada, centrifugada y el suero fue separado. Se removiod el higado de las
ratas sacrificadas y se llevaron a cabo estudios hispatologicos. Los resultados de esta
investigacion 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 investigacion en la busqueda de nuevas
drogas contra la malaria, utilizando plantas tradicionales curativas de la India. Los
extractos acuosos y organicos obtenidos a partir de partes especificas de las plantas
Swertia chirata, C. papaya y Citrus sinensis fueron probados contra el organismo
causante de la malaria, Plasmodium falciparum ¥ck 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 petréleo, 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 andlisis. La corteza cruda de C. papaya mostro la actividad antimalaria
mas alta de todos los extractos utilizados. La extraccion 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.

Proteccion contra enfermedades cronicas

Los beneficios especificos que se pueden obtener a partir de frutas y vegetales han
sido conocidos por siglos y, mas recientemente, estudios epidemioldgicos han de-
mostrado claramente que los alimentos basados en plantas pueden brindar protec-
cion contra enfermedades cronicas. Por ejemplo, la elevacion de lipoproteinas de
baja densidad (Lbr) 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, asi como la mo-
dulacion del receptor de LpL en células HepG2. Los brotes de hojas fueron lavados,
secados, cortados en pedazos pequefios y liofilizados. El material seco fue entonces
molido y se llevd a cabo una extraccion con metanol (10% w/v). La fase organica
fue filtrada, secada al vacio 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 prevencion 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-
zacion de espermatozoides humanos fueron analizados in vitro. Las semillas de C.
papaya fueron pulverizadas y sometidas a una extraccion por el método Soxhlet con
cloroformo a 58°C durante 12x3 horas. Después se llevo a cabo una purificacion por
cromatografia utilizando benceno, cloroformo y etilacetato como eluentes. A conti-
nuacion, la fraccion cromatografica del benceno fue subfraccionada con metanol y
etilacetato, y los residuos fueron utilizados para una purificacion por cromatografia
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 seflala Lohiya y otros (2000). Muestras de semen de 250 pL fueron afiadidas
a 250 uL de extracto de semilla de C. papaya, y fueron precalentados a 37°C. Se
tomaron como aptas para la evaluacion in vitro, las muestras de semen con cuentas
mayores a 50 millones de esperma por mililitro, con morfologia normal, motilidad
rapida, lineal y progresiva, y con viabilidad mayor a 50 por ciento. Con base en los
resultados, la fraccion del cloroformo obtenido por cromatografia con benceno y sus
subfracciones de metanol y etilacetato, asi como los componentes aislados por TLc,
mostraron un efecto de inmovilizacion in vitro de espermatozoides humanos. Un
posible enfoque util puede ser la combinacion de extractos de C. papaya con otros
espermicidas, ya que ademas de la inmovilizacion instantanea del esperma, contiene
accion antimicrobial.

Ademas, 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 epididimo en el microambiente de las ratas. El ex-
tracto acuoso crudo de semilla de papaya, administrado oral o intramuscularmente,
causa una reduccion significativa en la cuenta de espermatozoides, en la motilidad
y fertilidad en ratas. Las semillas de C. papaya madura fueron pulverizadas. Una
suspension 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 mas
para la extraccion completa del agua. Los filtrados fueron colectados y evaporados
en bafio maria 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 proteinas y acido sialico del fluido del cauda epididimo luminar, asi como en la
formacion de pellet de espermas. La disminucion del contenido total de proteinas
ocasiona un efecto anticonceptivo debido a que las proteinas contribuyen a la madu-
racion de los espermas.

En otro experimento de Verma y Chinoy (2003), se evaluo6 el efecto del extracto
acuoso de la semilla de papaya sobre la respuesta contractil del epididimo. La ex-
traccion de las semillas siguié el mismo procedimiento que se menciona en la inves-
tigacion de Verma y Chinoy (2001). En este estudio se concluy6 que el tratamiento
con extracto acuoso de las semillas de C. papaya causa una reduccion significativa
de la respuesta contractil.
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Propiedades antibacterianas

Se ha reportado que las hojas, semillas, raiz 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 nimero de bacterias incluyen-
do Salmonella, Staphylococcus y Pseudomonas (Lohiya et al., 2000).

Emeruwa (1982) realizé una investigacion 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 extraccion con etanol por 24 horas. Los extractos se recuperaron por filtra-
cion y centrifugacion. El extracto crudo de cada parte fue sometido a una salazéon
con sulfato de amonio y suavemente ajustado al 30% con acetona, se mantuvo en
reposo por 30 minutos, y después fue filtrado. Se analiz6 la sensibilidad de las espe-
cies bacterianas a los extractos de C. papaya, la determinacion de la concentracion
minima de inhibicion 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. aeruginosay S.
flexneri. También se compar6 la concentracion minima de inhibicion de los extractos
de C. papaya, con penicilina G vy tetraciclina, siendo significativos para la papaya
como se muestra en la tabla 4.

Por otro lado, Rhoades y Roller (2000) realizaron una investigacion para de-
terminar si el quitosan (poli-B-1,4-glucosamina), asi como los hidrolizados del
quitosan, pueden ser utilizados como conservadores en la industria alimenticia. Se
llevo a cabo la degradacion del quitosan, siguiendo tres métodos diferentes. Uno
de ellos fue el tratamiento con latex crudo de papaya, el cual fue disuelto en agua
destilada en concentraciones de 2.0 g/, y filtrado. Cinco gramos por litro de la
solucion de quitosan fueron preparados en 10 mM de solucion buffer de acido acé-
tico-acetato de sodio. Se mezclaron las soluciones de latex de papaya y quitosan
(1:4) y se mantuvo a temperatura ambiente por 20 horas. El quitosan degradado
fue esterilizado y almacenado a 4°C por no mas de 24 horas, antes de analizar la
actividad antimicrobiana. El quitosan nativo y el degradado por el latex de papaya
inactivaron la poblacion natural de levaduras presentes en jugo de manzana pas-
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teurizado, hasta el punto de que los microorganismos no se podrian detectar hasta

dos semanas después.

Tabla 4. Concentracion minima de inhibicion del extracto
de C. papaya comparado con Penicilina G y Tetraciclina

Concentracion minima de inhibicion
Bacterias Penicilina Tetraciclina Extracto de papaya
(mg x 10"/ml) (mg x 10"/ml) (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
enun horno a 120°C, y luego molidas. Se utilizaron tres solventes para la preparacion
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: difusion radial en agar de dos capas perforadas (RDaP) y
difusién por disco (pp). En conclusidn, en el tratamiento de diarrea causada por E.
coli o Staphylococcus aureus, los brotes de hojas de guayaba y papaya constituyen
una opcion factible, debido a su accion curativa y la gran facilidad de obtenerlos asi
como su bajo costo.

Ekanem y otros autores (2004) analizaron los efectos del extracto metanolico
crudo de hojas de Mucuna pruriens y semillas de C. papaya contra el parasito Ichth-
yophthirius multifiliis en condiciones in vivo ¢ in vitro. El ciliado 1. multifiliis es el
parasito mas patdogeno 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/It
utilizando 10 peces dorados en cada tanque, que contenia 3 It. de las soluciones. Los
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peces fueron analizados cuidadosamente para observar cualquier signo de aumento
de la frecuencia de respiracion o si presentaban un comportamiento erratico. Los
resultados de esta investigacion han demostrado que las preparaciones de plantas
tradicionales medicinales tienen un potencial para el control del /. 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 Niger, Aspergillus flavus, Botr-
vodiplodia 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, Sml de cada
extracto acuoso de las plantas fue afiadido. El medio con el extracto fue inoculado en
el centro con 5 mm de disco de indculo de cada hongo e incubado a 25 + 2 °C por 14
dias, y después de este periodo, se calculd el porcentaje de inhibicion 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 determino el crecimiento flingico
y el porcentaje de germinacion. Todos los extractos de hojas fueron efectivos en la re-
duccion de la incidencia de hongos en semillas. Este resultado indica que los extractos
de hojas de C. papaya, asi 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 latex de C. papaya cuenta con una mezcla de terpenoides, alcaloi-
des como la carpaina y acidos organicos que son de actividad general, es decir, actian
contra varios tipos de microorganismos como bacterias, hongos y protozooarios.

Conclusion

Una de las ventajas principales que posee la C. papaya es que es un arbol que se
encuentra disponible en muchos paises. 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 antifungica. Dichas
propiedades son gracias a la gran cantidad de compuestos quimicos que se encuen-
tran en las semillas, hojas, latex 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 introduccion de transgénicos de maiz a México:
,estan completamente considerados
los riesgos biologicos?
Introduction of Transgenic Corn to Mexico:
Are the Biological Risks Considered?

Cervantes Martinez, J. E.'", Mata Vizquez, H.!; Rangel Torres, E.!;
Garcia Delgado, M. A.'; Bustos Vizquez, G.!

Resumen

La biotecnologia y los productos transgénicos recientemente han revolucionado la
agricultura en los paises desarrollados; sin embargo, el éxito de ello en algunos
paises como México no esta asegurado, ya que representan riesgos bioldgicos 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 maiz,
considerado como un cultivo basico y tradicional de los mexicanos. Las empresas
transnacionales estan tratando de introducir maiz a México y argumentan que no
existe riesgo bioldgico para los maices criollos. El presente trabajo tiene como fun-
damento explicar algunos factores importantes que influyen en el flujo genético entre
maices criollos en sistemas tradicionales y analizar los riesgos que implican la in-
troduccion y uso de los maices transgénicos. Se estudia como ocurre el flujo genético
entre parcelas vecinas de maiz en sistemas tradicionales de acuerdo a resultados de
investigaciones, asi como la acumulacion de efectos genéticos en las poblaciones a
través del tiempo y el cambio que ocurre en su estructura genética. La seleccion por el
agricultor y mecanismos en las estructuras reproductivas también definen el grado en
que ocurre dicho flujo. En analisis conjunto, indica que el flujo genético del maiz esta
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 limites para evitarla. Por tanto, la
intencion de introducir los maices transgénicos a México para produccion comercial
debe posponerse hasta no disponer de informacion suficiente acerca de como evitar
el flujo genético y determinar los efectos en los maices criollos. Sin embargo, gran-
des intereses econdomicos en juego pueden influir fuertemente para que sugerencias
como las aqui 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 maiz

1 maiz es un cultivo importante en México tanto por el area de siembra culti-
vada, como por el alto consumo per cdpita y de sus valores tradicionales. Se
cultivan mas de ocho millones de hectareas 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 produccion nacional obtenida, ya que se importan
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5.5 millones de toneladas anuales para cubrirlo. Dicha importacion 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 pais donde se obtienen méas de 10 t/ha. El
uso de variedades improductivas, asi como problemas de plagas, enfermedades y
malezas son, ademas del poco uso de fertilizantes y en general baja utilizacion de
insumos y tecnologia de produccion, los principales factores que influyen en esos
resultados.

Una solucion parcial, pero muy efectiva, lo constituye usar variedades e hibri-
dos altamente productivos. Para ejemplificar el potencial de lo anterior, se ha com-
probado que el maiz puede rendir hasta 27 t/ha. Esto ocurri6é durante 2002 cuando
el agricultor Francis Childs de Manchester, lowa, lo obtuvo en 20 acres usando un
hibrido transgénico, alta fertilizacion al suelo y foliar, ademas de alta poblacion de
plantas (70 mil/ha), sembrando en surcos a 20 pulgadas de amplitud (50.9 cm).

Cultivo y beneficio de los transgénicos

El area cultivada con el total de transgénicos, considerando todas las especies, es de
52 millones de hectareas en el mundo, de las cuales, de maiz son el 23% (12 millones
de hectareas). La mayor parte del drea sembrada con maiz transgénico corresponde
a resistencia a insectos, principalmente en lo que se refiere a gusanos de la raiz y del
tallo. Estados Unidos es el pais que mas usa transgénicos de maiz, siguiéndole Ar-
gentina, Canada y China. Con relacion a la venta de semilla de maiz transgénico, la
Compafiia Monsanto es quien mas la distribuye (90%), seguida de Syngenta, Dupont
(Pioneer), Bayer Crop Science y Dow.

Se ha generado el maiz Bt (Bt Corn), maiz que contiene un quimico encontrado
en una bacteria (B. turingiensis) que es toxico a insectos, pero no a humanos. Tam-
bién hay transgénicos resistentes a heribicidas, los cuales soportan la aplicacion de
dichos quimicos, que matan hierbas pero no al maiz 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 sequia, mejoran las condiciones del campo proporcionando alimento barato
y en mayor volumen, teniendo como consecuencia la reduccion del hambre y me-
jorando la salud. Proporcionan ademas en otras especies de cultivo, mejor nutricion
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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
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Riesgos ambientales y economicos

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

En este topico hay una competencia desigual, al eliminarse la competencia li-
bre en el mercado de la semilla, ya que los transgénicos estan patentados y no
pueden usarse libremente. Con esta tecnologia patentada, los productores de maiz
estan forzados a comprar la semilla cada afio; sin embargo, algunas compaiiias
han reducido su costo o donado semillas de maiz 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 brasilefia, se cred una transgénica de soya con un
gen insertado de dicha nuez; mas tarde se encontrd que tal gen codifica para un alér-
gico mayor. Como consecuencia de este problema, se abandon¢ el interés comercial
en la variedad de soya. Esta misma situacion puede ocurrir en el maiz que en México
es de consumo directo. Por tanto, a los maices transgénicos (también a los no-trans-
génicos) se les debe practicar pruebas estrictas. Las pruebas deben incluir, entre otras
cosas, respuesta alérgica potencial y comparacion de los alimentos versus todos los
agentes alérgicos conocidos.

Aceptacion publica y problemas sociopoliticos

Las preguntas mas comunes que se hace el publico cuando escucha algo de transgé-
nicos son las siguientes: ;Qué es eso?, ;qué beneficio obtengo de €1?, ;es seguro?,
Jtengo 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 tecnologia de que se trata y también sobre la que desea el
consumidor”; sin embargo, es el consumidor quien debe decidir. La mayoria de los
transgénicos de maiz benefician directamente a los productores; pero es de esperarse
que si se genera un producto no alérgico o vacuna ingerida la reaccion del publico
sera muy positiva. Quiza entonces, los recursos se deberan utilizar hacia productos
utiles a los consumidores.

Por otro lado, las pruebas de bioseguridad son ahora estimadas a corto plazo.
Esto significa que no hay informacién para largo plazo, o bien no se han publicado
los resultados. Asimismo, el etiquetado de productos no se da en la mayoria de los
casos, solo en algunos paises europeos, y este aspecto (el etiquetado) podria dar a
los consumidores la oportunidad de decidir si usarlo o no.

La organizacion Greenpeace ha mencionado aspectos negativos de los transgé-
nicos argumentando que sirven a unos cuantos agroindustriales que cultivan gran-
des superficies con riego y agroquimicos, y que los transgénicos no pueden usarse
exitosamente en milpas. Afirman que con ellos se refuerza el control de la ali-
mentacion mundial por parte de unas pocas transnacionales. Quienes los siembran
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tienen que pagar el costo de las semillas, mas las regalias por usar esa tecnologia.
Contaminan la agricultura organica y generan dependencia de los agricultores ha-
cia unos pocos transnacionales. Ademas, fomentan las patentes de semillas y seres
Vivos.

Contaminacion

Desde 1996 a 2005, 1a contaminacion ha ocurrido principalmente en maiz, y también
en forma de liberaciones ilegales y por efectos adversos a la agricultura. La conta-
minacion en maiz ha ocurrido por ejemplo en Europa (principalmente en Espaia),
donde se ha verificado la siembra de maiz transgénico junto al maiz normal, ello
facilita la contaminacion debido a la condicion alégama de la especie. Ademas, 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 contaminacion de maiz criollo en México, se
ha reportado que ésta ya se dio en Oaxaca; sin embargo, hay controversia en los
resultados obtenidos en el analisis genémico de maices criollos presumiblemente
contaminados por transgénicos.

Diversidad del maiz

México posee una gran diversidad genética en maiz, la cual estd representada por
mas de 35 razas diferentes. Ademas, el teosinte, un pariente cercano del maiz, atin
estd 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 maiz se
debe a seleccion local y al intercambio de semilla.

Se han hecho estudios para conocer el grado de flujo genético entre parcelas
adyacentes de maiz criollo y mejorado, tratando de simular la contaminacion que
podria resultar de los transgénicos hacia los criollos. Segtn la mayoria de los resul-
tados, la contaminacion 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 proporcién (figura 2).
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Figura 2. Contaminacion de parcelas de maiz adyacentes
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Otro aspecto considerado en la contaminacion 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 maices y polinizando jilotes de ambos, se ha
encontrado que las variedades criollas prefieren a su propio polen. Esta podria ser
una barrera reproductiva; sin embargo, la polinizacién por polen extrafio de cual-
quier forma ocurre, y es de esperarse que fecunde (cuadro 1).

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

La introduccion de maiz transgénico a México

Hay fuertes presiones economicas que estan influyendo para que el maiz transgé-
nico sea introducido y comercializado en México. Los trasnacionales argumentan
que contribuirian a solucionar problemas de produccion; sin embargo, ello solo be-
neficiaria a parte del 31% del area de maiz que es empresarial. Hasta ahora existe
moratoria en el uso de transgénicos para uso comercial, pero actualmente se esta
analizando un proyecto maestro para evaluar transgénicos a ciclo abierto. Por tanto,
el ensayo como su produccion comercial no se permite por ahora, debido a que no se
han cuantificado los riesgos que representan.
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Figura 3. Acumulacién de flujo genético a través del tiempo,
seguin analisis de conglomerados de sistemas isoenzimaticos
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Incidencia de hongos micotoxigénicos en maiz cultivado
y almacenado en el norte de Tamaulipas, México
Incidence of Micotoxigenic Fungi in Cultivated and

Stored Maize at Northern Tamaulipas, Mexico

Hernadndez-Delgado, S.'; Reyes-Méndez, C. A.%;
Reyes-Lopez, M. A.”*; Garcia-Olivares, J. G.!; Mayek-Pérez, N.!

Resumen

El presente trabajo consistio en dos fases. En la primera se efectuaron colectas de grano
de maiz de junio a septiembre de 2005 (500 a 1 500 g) en bodegas ubicadas en Diaz
Ordaz (cuatro), Reynosa (tres) y Rio Bravo (tres), Tamaulipas. En total, se tomaron 97
muestras de maiz (54 de maiz amarillo y 43 con grano blanco). Diez granos de cada
una de ellas se desinfectaron y cultivaron en medio papa-dextrosa-agar a 30 °C por
tres dias en oscuridad. El experimento se repitié dos veces. Se registro el nimero de
colonias o semillas infectadas con hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus y
Penicillium. La identidad de cada género se confirm6 mediante la observacion de la
morfologia de conidias y de micelio, y la ayuda de literatura especializada. La segunda
fase se realizo en campo y laboratorio. Se cultivaron 25 hibridos (14 con grano amarillo
y 11 con grano blanco) de maiz de diferentes casas comerciales de México y Estados
Unidos en un disefio experimental de bloques completos al azar con cuatro repeticiones
en Rio Bravo, Tamaulipas, el 30 de agosto de 2005. La cosecha se realizo el 23 de ene-
ro de 2006 formando un compuesto de 200 g del grano de cada unidad experimental.
La semilla se proceso en laboratorio de modo similar a lo indicado en la primera fase
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del trabajo. En el grano de almacén se observo que el maiz amarillo exhibi6 50.3% de
incidencia de Aspergillus, 5.5% de Fusarium y 15.9% de Penicillium (71.7% en total).
En maiz blanco, la incidencia de Aspergillus fue de 44.6%, 6% de Fusarium y 10.4%
de Penicillium (61% en total). En campo, los maices amarillos mostraron mayores inci-
dencias de Aspergillus (3.1%), Fusarium (76.9%) y Penicillium (11.6%) que los maices
blancos (2.4, 63.6 y 7.9%, respectivamente). Los maices amarillos bk-697 y pk-1060;
Garst 8222, 8285 y 8288; y Golden Acres 8112, 8311 y 8460 mostraron mayores inci-
dencias combinadas de hongos micotoxigénicos; mientras que los maices blancos Tigre,
H-437, H-436 y Asgrow 7573 presentaron las menores incidencias. Los hibridos de gra-
no blanco uapr-1851, pk-2010 y Asgrow 7573 no presentaron incidencia de Aspergilli.
Los resultados indican que entre los hongos potencialmente micotoxigénicos detecta-
dos en maiz 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 Diaz Ordaz (four),
Reynosa (three) and Rio 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 °C
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
Meéxico and usa were sown (august 30, 2005) in a randomized complete block design
with tour replications in Rio 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 pDk-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 uapr-1851, pk-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%).

Introduccion

| cultivo del maiz es de importancia capital para México, debido a que consti-

tuye, junto con el frijol, la base de la alimentacion de millones de mexicanos.

Para el 2004, en el pais se sembraron aproximadamente 8.4 millones de hecta-
reas con maiz, con una produccion de grano de alrededor de 21.7 millones de tone-
ladas y un rendimiento unitario promedio de 2.6 ton ha'. En el caso del estado de
Tamaulipas, el maiz se cultivd en poco mas de 220 mil hectareas con una produccion
de alrededor de 710 mil toneladas y rendimientos unitarios promedio de 3.2 ton ha!
(s1ap, 2006). De acuerdo con el INEGI (2005), se consumen anualmente poco mas de 20
millones de toneladas de maiz y, dadas las variaciones en los volumenes de produccion
del grano en el pais, en ocasiones existe la necesidad de importar el grano de otros
paises, principalmente Estados Unidos. Para ello e independientemente del origen del
grano, nacional o importado, en México so6lo se cuenta con la norma Nom-188-ssal-
2002 (Diario Oficial de la Federacion, 2002) que regula el contenido de aflatoxinas en
cereales para el consumo humano y animal. Dicha norma cubre arroz, cebada, avena,
centeno, maiz, 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, ademas, 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 estan sujetos en México a un control parcial en cuanto a micotoxinas se
refiere y, finalmente, no se conocen los grados de exposicion de la poblacion humana
que consume maiz en su dieta (Martinez-Flores y Garcia-Aguirre, 2003).

A pesar de que el potencial productivo del maiz es mayor al consignado en las
estadisticas de produccion de México, una serie de factores adversos de naturaleza
biotica (enfermedades, plagas, malezas) y abidtica (sequia, salinidad, altas tempera-
turas) afectan constantemente dicha produccion. En el caso del estado de Tamaulipas,
la mayor proporcion de la superficie cultivada con maiz bajo condiciones de riego
se concentra en la region norte, mientras que el resto de la superficie se cultiva en
condiciones de temporal con sorgo. Dicha region se caracteriza por ser de temporal y
por la incidencia de periodos de sequia y altas temperaturas intermitentes. Aunado a lo
anterior, se registra constantemente la incidencia de plagas insectiles y de hongos fito-
patdgenos que principalmente infectan al grano. Entre los géneros fingicos que des-
tacan en maiz 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-
cion por hongos al funcionar como vectores, debido a que causan heridas en las espa-
tas y granos del maiz por donde ingresan dichos hongos (Rodriguez del Bosque et al.,
1995; Rodriguez-Del Bosque, 1996). Los tres géneros sobresalen por la produccion
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 desérdenes fisiologicos, citotéxicos e inmu-
nosupresivos; asi 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 biologia
de los hongos micotoxigénicos en el maiz en Tamaulipas, México; apoyar en el disefio
de estrategias de manejo integrado que tiendan a minimizar sus dafios directos al cul-
tivo y a los consumidores, entre las que destaca la identificacion y aprovechamiento de
nuevas fuentes de resistencia a la infeccion por hongos toxigénicos. Por ello, los objeti-
vos del presente trabajo fueron: /) Determinar la incidencia de hongos potencialmente
micotoxigénicos en grano de maiz cosechado directamente en campo y almacenado en
diferentes lugares del norte de Tamaulipas, México; 2) Identificar asociaciones entre
la incidencia de los hongos micotoxigénicos y las condiciones de cultivo (ambiente,
germoplasma de maiz) o de almacenamiento (ambiente, tipo de grano).

Materiales y métodos

Incidencia de hongos micotoxigénicos en grano de maiz almacenado

Se realizaron colectas de grano de maiz de junio a septiembre de 2005, en bodegas ubi-
cadas en Diaz Ordaz (cuatro), Reynosa (tres) y Rio Bravo (tres), Tamaulipas. En total,
se tomaron 97 muestras de maiz (54 de maiz 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 °C du-
rante tres dias en oscuridad. El experimento se repitio dos veces. Se registro el numero
de colonias o semillas infectadas con hongos de los géneros Fusarium, Aspergillus y
Penicillium. La identidad de cada género se confirmé mediante la observacion de la
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morfologia 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 relacion de bodegas
muestreadas y el nimero de muestras obtenidas se consigna en el cuadro 1.

Incidencia de hongos micotoxigénicos en maiz cultivado en campo

Se cultivaron 25 hibridos (14 con grano amarillo y 11 con grano blanco) de maiz de
diferentes casas comerciales de México y Estados Unidos (cuadro 2) en un disefio
experimental de bloques completos al azar con cuatro repeticiones en Rio Bravo,
Tamaulipas, a partir del 30 de agosto de 2005. La cosecha se realizo el 23 de enero
de 2006. formando un compuesto de 200 g del grano de cada unidad experimental.
La semilla se proceso 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 fenoldgicas (dias para floracion
femenina y masculina) (cuadro 2), asi como las condiciones climaticas durante el
desarrollo del experimento (temperaturas maximas y minimas, precipitacion pluvial
y humedad relativa) (figura 1).

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

Reynosa Rio Bravo Diaz Ordaz
ng;lg}z Conagry i’ueiizilizpe j- Rio Bravo Palomera | Merco Grain
as|F|lpPla|FlpPla|F|lprPla|F|P|a|F|P|a|F]|P
Maiz amarillo
n=16 n=16 n=0 n=0 n=18 n=4
65| 6 144t |4 || -|-|-]70]414]37]7]24]|70] 414
Maiz blanco
n=6 n=0 n=9 n=7 n=4 n=17
Ble 3] -] -] -|s1[8[a]s0]2]1]33]5]62][43]6]17

* A= Aspergillus sp., F = Fusarium sp., P = Penicillium sp.
n = Tamafio de muestra por almacén.
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Cuadro 2. Hibridos de maiz cultivados en Rio Bravo durante 2005

Hibrido Color de Tipo de grano Dias para floracion
grano Masculina | Femenina

DK-697 Amarillo Dentado 54 56
pK-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
D1 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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Figura 1. Condiciones climaticas de campo durante el desarrollo
de 25 hibridos de maiz en Rio Bravo, Tamaulipas en 2005
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Meses del afio: S = septiembre, O = octubre, N = noviembre, D = diciembre

Analisis estadistico

A partir de los datos de incidencia de hongos micotoxigénicos en grano almacenado
se calcularon los porcentajes de infeccion, 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 infeccion por cada género se normalizaron con la transformacion
arcoseno raiz del porcentaje y, posteriormente, se sometieron al analisis de varianza
donde la fuente de variacion fue el hibrido de maiz y las repeticiones. En los casos
en que dicho analisis detectd diferencias significativas, las medias se separaron con
el valor de Tukey (P=0.05). Finalmente, se realiz6 un analisis de correlacion simple
de Pearson entre los porcentajes de infeccion por hongos en la semilla en el germo-
plasma sembrado en campo y algunas caracteristicas fenologicas y del crecimiento
(Martinez-Garza, 1988). El andlisis estadistico se realiz6 en el programa sas version
6.12 para Windows (sas Institute, Cary, Carolina del Norte, Estados Unidos).
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Resultados

En el grano de almacén se observo que el maiz amarillo exhibi6 50.3 % de incidencia
de Aspergillus, 5.5 % de Fusarium y 15.9 % de Penicillium (71.7 % en total). En
maiz blanco, la incidencia de Aspergillus fue de 44.6 %, 6 % de Fusarium'y 10.4 %
de Penicillium (61 % en total) (cuadro 1). El analisis de varianza de los porcentajes
de infeccion por cada género de hongos y porcentaje total de infeccion detecto di-
ferencias significativas entre hibridos para los casos de infeccion por Fusarium, por
Penicillium y total (cuadro 3). En campo, los maices amarillos mostraron mayores
incidencias de Aspergillus (3.1 %), Fusarium (76.9 %) y Penicillium (11.6 %) que
los maices blancos (2.4, 63.6 y 7.9 %, respectivamente). Los maices amarillos Dk-
697 y pk-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 maices blancos Tigre, H-437, H-436 y Asgrow 7 573 presentaron las meno-
res incidencias. Los hibridos de grano blanco uar-1851, pk-2010 y Asgrow 7573 no
presentaron incidencia de Aspergilli. Los resultados indican que entre los hongos po-
tencialmente micotoxigénicos detectados en maiz 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 analisis de correlacion no
encontr6 asociacion positiva significativa entre los valores de incidencia de hongos
y las caracteristicas del crecimiento y/o fenologicas registradas en campo, aunque se
observo una relacion negativa no significativa (P=0.05) entre ciclo bioldgico (dias a
floracion masculina y femenina) con la incidencia de hongos potencialmente toxigé-
nicos de los tres géneros (datos no incluidos).

Cuadro 3. Cuadrados medios del analisis de variacion de los porcentajes
de infeccion por hongos toxigénicos en semillas de 25 hibridos
de maiz cultivados en Rio Bravo, Tamaulipas, durante 2005

Género Hibridos (24 g.1.) Error (72 g.1.) SSZZ Z’?:?;)e
Aspergillus 42.4 Ns 479 102.7
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 infeccion por hongos toxigénicos en grano

de 25 hibridos de maiz cultivados en Rio Bravo durante 2005

Hibrido Aspergillus |  Fusarium Penicillium Total
DK-697 2.5 86.2 1.2 89.9
pK-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
D1 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
pmsH (P = 0.05) 2.9 7.4 4.8 2.2
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Discusion

En este trabajo se observé mayor incidencia de hongos toxigénicos en maiz blanco
almacenado, mientras que en campo se observo 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 dafio
mecanico al grano, asi como una deficiente desecacion del mismo antes del alma-
cenamiento, promueven el incremento de Aspergilli y de Penicillium en el grano de
maiz (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) indico que las temperaturas dptimas para
almacenar granos no deben exceder preferentemente los 20 °C. En los almacenes
donde se tomaron muestras de grano de maiz 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 mas 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 produccion de micotoxinas, es notable el hecho de que el efecto potencial de
estas ultimas es acumulativo en los sistemas bioldgicos 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 maiz producido en el norte de Tamaulipas. Tal
como Martinez-Flores y Garcia-Aguirre (2003), Robinson-Fuentes y otros autores
(2005) lo indicaron, y nuestros resultados lo confirman, es importante mantener el
muestreo constante para la cuantificacion 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 maiz contaminado, principalmente en el caso
de estratos poblacionales econdmicamente menos favorecidos donde el consumo de
maiz es de importancia basica.

Mientras que en grano almacenado el género predominante fue Aspergillus (A. fla-
vus, A. nigery A. parasiticus), en maiz cultivado en campo en Rio 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 maiz 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
maiz cultivado en Nepal (Desjardins et al., 2000), donde se reportaron incidencias
mayores a 95 por ciento. De manera similar, los porcentajes de infeccidon por Asper-
gilli potencialmente toxigénicos en grano almacenado son similares a los reportados
por Martinez-Flores y Garcia-Aguirre (2003) en un estudio realizado también en
el norte de Tamaulipas, donde particularmente destaco dicho género por sus altas
incidencias de hongos toxigénicos y la presencia de aflatoxinas en el maiz amari-
llo importado principalmente de Estados Unidos. En tres localidades de Brasil se
observaron incidencias parecidas a las aqui consignadas en cuanto a hongos mico-
toxigénicos en tres hibridos de maiz: 77% de Fusarium; 15% de Aspergillus y 47%
de Penicillium (Almeida et al., 2000). La relacion inversa encontrada entre las inci-
dencias de Aspergilli y Fusarium en grano de campo y grano almacenado observa es-
trecha relacion 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 polinizacion es un factor importante para promover la mayor
incidencia de Fusarium y la consiguiente produccion de sus toxinas. Por su parte,
Widstrom (1990) y Shephard (1996) indicaron que la mayor incidencia de Fusarium
y la produccion de toxinas se relacionan con climas secos y calientes. En campo, el
periodo de floracion del germoplasma del maiz evaluado en Rio Bravo coincidio con
un periodo de alrededor de 15 a 20 dias con practicamente nula precipitacion pluvial,
humedad relativa mayor al 60 % y temperaturas medias méaximas superiores a 28 °C
(figura 1). Aunque estas condiciones climaticas también son apropiadas para la infec-
cion exitosa del grano de maiz en campo por Aspergilli (Payne, 1987; Sauer, 1987,
Bucio-Villalobos ef al., 2001), posiblemente la infeccion del género fue menor debido
a las menores incidencias de propagulos vegetativos en el ambiente de la localidad
de prueba en comparacion con las mostradas por Fusarium (Bucio-Villalobos et al.,
2001).

En campo se detectaron algunos hibridos 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 hibridos que no mostraron infeccion por Aspergilli
(uapr-1 851, pk-2 010 y Asgrow 7 573) (cuadro 4). Bucio-Villalobos y otros (2001)
y Munkvold (2003) senalaron que los altos niveles de resistencia a hongos toxi-
génicos son dificiles de alcanzar debido principalmente a la inconsistencia de los
resultados por efectos ambientales; técnicas de inoculacion 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 utilizacién y aprovechamiento de dichas
fuentes de resistencia debido a problemas de adaptacion y dificultades para incor-
porar la resistencia poligénica a germoplasma elite (Munkvold, 2003). También, en
el caso de la infeccion por Fusarium se han identificado fuentes de resistencia en
maiz y se ha determinado la naturaleza poligénica de dicha resistencia, aunque ésta
ultima ha sido dificil de incorporarse en hibridos elite de maiz (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 seleccion
asistida por marcadores moleculares, aunque la varianza fenotipica explicada no sea
mayor al 45 % (Pérez-Brito et al., 2001). Entonces, el uso y aprovechamiento de los
hibrido destacados en este trabajo requerird de evaluaciones tanto en condiciones
de campo como controladas para ratificar su posible resistencia a la infeccion por
hongos toxigénicos. Posteriormente, otros estudios seran necesarios para el mejor
aprovechamiento de la resistencia. Por ejemplo, se ha observado asociacion entre la
resistencia a hongos toxigénicos y al estrés ambiental por sequia (Munkvold, 2003);
los hibridos resistentes muestran pericarpio de la semilla mas grueso que los sus-
ceptibles, dicho pericarpio funciona como barrera a la infeccion (Hoenisch y Davis,
1994). Los hibridos con espatas de la mazorca mas cerradas tienden a ser tolerantes
a la infeccion por Fusarium en California, Estados Unidos (Warfield y Davis, 1998).
Inclusive, los hibridos que no mantienen erguidas las mazorcas al alcanzar la madu-
rez fisiologica muestran menores incidencias por Fusarium (Munkvold, 2003). Sin
embargo, en ausencia de resistencia genética o marcadores genéticos de la misma,
mucha de la seleccion para la obtencion de bajos niveles de infeccion por hongos y
sus toxinas es el resultado de la seleccion de caracteristicas de mazorca y grano que
reducen indirecta o fisicamente la invasion de los hongos, mas que a través de una
reaccion de resistencia especifica a los patogenos. Todo lo anterior llevd a Duvick
(2001) a plantear la produccion de organismos genéticamente modificados (oGm)
con resistencia a los hongos toxigénicos y/o a sus toxinas, ya sea reduciendo la in-
feccion del patdogeno; insertando genes capaces de degradar las toxinas o bien, redu-
ciendo la acumulacion de toxinas al interrumpir su ruta de biosintesis. Estrategias de
mejoramiento genético del maiz que integren una o varias de las caracteristicas antes
descritas, seguramente tendran éxito en la obtencion de germoplasma con resistencia
aceptable y consistente a hongos micotoxigénicos.
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Conclusiones

1) Los hongos potencialmente toxigénicos detectados en maiz 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 hibridos de maiz amarillo pk-697, pk-1060, Garst 8222, Garst 8 285, Garst
8288 y Golden Acres 8 112, 8 311 y 8 460 mostraron las mayores incidencias combi-
nadas de hongos toxigénicos; mientras que los maices blancos Tigre, H-437, H-436
y Asgrow 7 573 presentaron las menores incidencias. Los hibridos de grano blanco
UAP-1851, pk-2010 y Asgrow 7 573 no presentaron incidencia de Aspergilli. Dicho
germoplasma debera evaluarse para ratificar su posible tolerancia a la infeccion de
hongos en la mazorca.
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Evaluacion de la neutralizacion de hidrolizados
de paja de sorgo con carbonato de calcio e hidroxido
de amonio para la produccion de xilitol
Evaluation of the Neutralization of Hydrolysates
of Sorghum Straw with Calcium Carbonate
and Ammonium Hydroxide for the Xylitol Production

Sepulveda-Huerta, E.'; Ramirez de Ledn, J. A.'; Oliva Alvarez, M. A.; Herrera
Guajardo, A.'; Gonzadlez Cabriales, J. J.; Téllez Luis, S. J.'*; Vizquez Vizquez, M.!

Resumen

En los ultimos afios se han realizado muchos estudios sobre el aprovechamiento de ma-
teriales alternativos como materia prima para la sintesis de productos biotecnoldgicos.
En el area de los recursos naturales destacan los materiales lignoceluldsicos de origen
vegetal. Entre los procesos alternativos para su aprovechamiento podemos citar la ob-
tencion de disoluciones de azlicares y su posterior transformacion biotecnoldgica a
una gran variedad de productos de alto valor afiadido, tales como xilitol, acido lactico,
astaxantina, etc. El objetivo de este trabajo fue estudiar las condiciones de neutraliza-
cion de los licores de paja de sorgo con carbonato de calcio e hidroxido de amonio con
el proposito de aumentar el rendimiento del proceso. Al concentrar los hidrolizados de
paja de sorgo aumenta la concentracion de azucares y del acido presente, por lo que es
necesario llevar a cabo una etapa de neutralizacion. Se tomo una alicuota de 25 mL de
hidrolizado concentrado, el pH inicial del hidrolizado fue de 0.28. Se adicion6 carbo-
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Meéxico, 88740.
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nato de calcio (de 0 a 10 g) y se agit6 para llevarse acabo la reaccion y formar sulfato
calcico para después eliminarlo por medio de una bomba de vacio. En esta neutraliza-
cion se midio el pH y después se tomo otra alicuota de 5 mL del hidrolizado tratado
con carbonato de calcio y se llevo a un pH de 5, 6 o 7 con hidroxido de amonio 5 M.
Al agregar el carbonato de calcio se observé un aumento del pH (0.28 + 0.16 - 6.08 £+
0.19) y con la adicion progresiva de CaCO, se mostré una disminucion 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 hidroxido 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 hidréxido de amonio para eliminar el acido y utilizar
el hidrolizado como medio de fermentacion para la produccion 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
CaCO, 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.

Introduccion

vechamiento de materiales alternativos, como materia prima en la sintesis

E n los Gltimos afios se han llevado a cabo estudios para la bisqueda y el apro-
de productos. Entre estas materia primas destacan el carbon y los recursos
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naturales. En el campo de los recursos naturales, destacan los materiales lignocelu-
losicos, de origen vegetal.
Sobre la base de procedencia de los mismos se puede distinguir entre:

*  Materiales de origen forestal. El grupo mas importante, que constituye un
70% de la masa total de los materiales lignocelulosicos.

* Materiales de origen agricola. 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 carton, asi 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 lignoceluldsicos como materias
primas para transformacion industrial se han citado: enorme abundancia, amplia dis-
tribucion geografica, caracter renovable, facil accesibilidad, en muchos casos, inde-
pendientes de factores estacionales, Su bajo coste por unidad de masa.

A estos factores habria que anadir que los procesos que utilizan residuos como
materia prima presentan beneficios en una doble vertiente: ademas de la comercia-
lizacion de los productos finales, se obtiene la ganancia ecoldgica derivada de la
desaparicion del propio residuo que se ha procesado.

El interés de la utilizacion 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 limitacion del impacto
ambiental y la economia del proceso, factores clave en la bisqueda de métodos
alternativos.

Actualmente, la unica aplicacion industrial de los materiales lignocelulésicos es
la fabricacion de pasta de papel. Entre los procesos alternativos para su aprovecha-
miento destacan los basados en la obtencion de disoluciones de azlcares y su pos-
terior transformacion biotecnoldgica a una gran variedad de productos de alto valor
afadido, que van desde moléculas sencillas (como xilitol, acido lactico, 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 maiz (Zeamays L.) y frijol (Phaseolus vulgaris
L.), y segundo lugar en cuanto a la produccion en grano. Actualmente el area de
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siembra del cultivo es de 1 252 millones de hectareas con una produccion anual de
4 023 millones de toneladas. Tamaulipas, Guanajuato, Jalisco, Michoacan y Sinaloa
son los estados productores de grano de sorgo mas sobresalientes del pais (Kondo y
cols., 1998). El cultivo del sorgo es uno de los mas importantes en México, ocupa
el tercer lugar después del maiz y el frijol. En 1999 se sembraron cerca de los dos
millones de hectareas. Los estados con mayor superficie de siembra son Tamaulipas,
con mas de un millon de hectéreas; Sinaloa, con mas de 200 mil hectareas y el Bajio
(Guanajuato, Michoacan y Jalisco), con cerca de 500 mil hectareas (Zavala y cols.,
2002). Desde el afio 2003, México ocupa el primer lugar mundial en produccion de
sorgo con 11 millones de toneladas al aflo. Asimismo, México ha alcanzado el récord
mundial en rendimiento de sorgo hasta 17 toneladas por hectarea (Usabiaga, 2004).

Cuando se desea utilizar residuos agroindustriales para la produccion biotecno-
logica de diferentes aditivos alimentarios, es necesario llevar a cabo una serie de
etapas de fraccionamiento que varian en funcion del producto de interés. La mayo-
ria de los residuos agroindustriales presentan una naturaleza lignoceluldsica, cuyo
fraccionamiento esta 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 fisicas y quimicas; de tal modo que los procedimientos
clasicos de fraccionamiento (cristalizacion, precipitacion, extraccion) no son satisfac-
torios para su separacion individual, ya que el aislamiento de uno de los polimeros
implica la degradacion de la estructura de los otros (Patel y cols., 1992; Hofvendalh
y Hahn-Héagerdal,1999).

La composicion lignocelulésica 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 fraccion de
hemicelulosa se puede separar facilmente por medio de una hidrolisis 4cida donde se
obtienen azlicares fermentables, principalmente xilosa, que se puede utilizar como
medio de fermentacion para producir xilitol (Canilha et al., 2003).

Al utilizar un microorganismo u otro depende basicamente del producto que se
quiera obtener, asi como de las condiciones de operacion que se pretendan emplear.
En general, para la produccion biotecnologica de acido lactico se emplean bacterias
por ser éstas mas rapidas que los hongos, mientras que para la produccion de xilitol
se utilizan levaduras, ya que las bacterias por lo general no tienen la capacidad de
fermentar los aztcares a xilitol. De acuerdo al origen, los compuestos inhibidores
se dividen en tres grupos importantes: acidos débiles, derivados del furano y com-
puestos fenolicos; estos compuestos limitan la utilizacion eficiente de los hidro-
lizados para la fermentacion de etanol durante la fermentacion. La fermentacion
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puede ser mejorada desarrollando métodos especificos de desintoxicacion, elegir
un microorganismo adaptado u optimizar la estrategia de fermentacion (Palmqvist
y cols., 1999).

El xilitol tiene muchas ventajas como aditivo, no participa en la reaccion 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 incorporacion de xilitol a las
formulas aporta un sabor refrescante parecido al de mentol (Olinger y cols., 2001;
Parajo y cols., 1998).

Materiales y métodos

Preparacion de hidrolizado de paja de sorgo

La paja de sorgo fue molida, tamizada y seleccionada con un tamafio de particula
menor a 0.5 milimetros. Se determind el contenido de humedad para la preparacion
de los hidrolizados con el fin de ajustar la cantidad de agua en que se adicionaron
para la preparacion de los hidrolizados. Se sometié a una hidrolisis acida con acido
sulfurico en una concentracion de 2%, temperatura de autoclave de 122° Cy tiempo
de una hora. La relacion sélido/liquido fue de 1/10. Después se filtrd para obtener
un liquido conteniendo principalmente xilosa, manosa, galactosa, glucosa, asi como
acido acético y furfural (Téllez, 2001).

Neutralizacion con carbonato de calcio e hidroxido 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 tomo6 una alicuota de 25 ml de hidroli-
zado, se midio el pH inicial y se agreg6 a cada alicuota una cantidad de carbonato
de calcio (de 0 a 10 g), se agito y el sulfato de calcio formado durante la reaccion
fue eliminado por filtracion al vacio. En esta neutralizacion previa se midio el pH y
después se tomo otra alicuota de 5 ml para titularse con hidroxido de amonio SM
y elevar el pH hasta valores de 5, 6 o 7. Se registraron la cantidad de hidréxido de
amonio utilizado, el volumen de hidrolizado, el pH, la concentracién de aztcares
finales.
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Determinacion de monosacaridos, acidos organicos
v etanol por HPLC

Se analiz6 la composicion de los licores de paja de sorgo por cromatografia liquida
de alta resolucion (nHpLc, Hewlett Packard serie 1100) con una columna de inter-
cambio i6nico para separacion de polisacaridos y acidos organicos (Transgenomic
IcsepIcE-IoN-300) y detector de indice de refraccion. El eluyente utilizado fue acido
sulfurico 0.005 N (0.145 mL/L) con un flujo de 0.4 mL/min; la temperatura de la
columna fue de 45° C y el volumen de inyeccion fue de 10 puL. Los resultados se
compararon contra un estandar de azucares comerciales de concentracion conocida

(1 g/L).

Resultados

Al concentrarse los hidrolizados de paja de sorgo también se concentra la cantidad
de azucares y el acido 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 mas carbonato de calcio se
observo una pérdida significativa de licor que queda embebido en el sulfato de calcio
insoluble formado como producto de la reaccion.

Tabla 1. Condiciones utilizadas para el ajuste de pH

Condiciones Valores Unidades
Hidrolizado 25 ml
Carbonato de calcio 1-10 g

Lo necesario para ajustar

Hidréxido de amonio ml

elpHa6067
Ph inicial 0.28
Ph Final 607

Considerando lo anterior, se realizo un estudio donde se utilizoé carbonato de cal-
cio e hidréxido 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 hidroxido de amonio. El pH inicial del hidrolizado fue de 0.28. Conforme
se adiciond el carbonato de calcio ocurrié un aumento del pH (0.28 + 0.16 - 6.08 +
0.19), observandose que un aumento en la concentracion de CaCO, ocasion6 una
disminucidn en la cantidad de hidrolizado (25.00 + 0.0 — 5.75 + 1.5 ml). El pH final
se ajustd con hidroxido de amonio y se registrd el volumen utilizado, para el pH 6
(11.95 £ 0.37 - 0.08 + 0.03 ml) de hidroxido de amonio y para pH 7 (12.18 £ 0.32
- 0.08 + 0.04 ml) de hidroxido de amonio.

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

Promedio
0,
d/Z CaCo, if{la;filo Zlel Promedio | . n]gZ?Z- Ph7 rZZZ?Z-
sal & agrego el del pH do pH 6 do pH7
CaCO;,(g)
0 0 25.00+0.00 | 0.28+0.16 | 6.15+0.17 110'.9357i 7.41 £0.36 120'.1382i
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
2 15.75+£2.36 | 0.35+0.04 | 6.47+032 | 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 5 875+1.26 | 1.38+0.06 | 6.31+042 | 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 | 0.080.03 | 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
Discusion

En el proceso de la hidrdlisis de la paja de sorgo se utilizan acidos diluidos para rom-
per los enlaces entre los aztcares en la hemicelulosa. De los aztcares presentes desta-
ca el alto contenido de xilosa y durante la hidrolisis 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 éacido de los hidrolizados de la paja de sorgo proviene de la hidrolisis
con acido sulfurico. El hidrolizado es concentrado para eliminar agua y obtener una
mayor cantidad de azlicares; como consecuencia, también se concentra el acido sul-
farico 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 utilizé para eliminar una parte del 4acido sulfurico, en
forma de sulfato de calcio, y posteriormente se ajusto el pH con hidroxido de amo-
nio para obtener sulfato de amonio, el cual es una fuente de nitrogeno que puede ser
aprovechada por los microorganismos.

En la figura 1 se muestra el efecto del carbonato de calcio y el hidroxido 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 rapidamente hasta un valor de 5.01 y contintia hasta un pH de 6.08. Este
comportamiento es similar al que tienen los aminoacidos para llegar a su punto
isoeléctrico.

La figura 1 sugiere que es necesario agregar 11-12 ml de hidroxido de amonio
para alcanzar un pH 6 o 7 en 5 ml de hidrolizado de paja de sorgo concentrado, pero
cuando se utiliza una combinacion de carbonato de calcio e hidroxido 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 hidréxido de amonio 5 molar para ajustar 5 ml de hi-
drolizado a un pH de 6 o 7. Esta combinacion es adecuada en el sentido de que no se
necesita una cantidad elevada de carbonato de calcio o de hidréxido de amonio con
lo que se minimiza la concentracion de sal de sulfato de calcio y se evita la dilucion
del hidrolizado. Esta combinacion de materiales permite que el proceso sea rentable,
sin embargo, la neutralizacion con la mezcla de carbonato de calcio e hidroxido de
amonio no es técnicamente factible.

En la técnica de neutralizacion 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 neutralizacion utilizando Ginicamente carbonato de calcio es un proceso
factible y rentable.
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Figura 1. Efecto del carbonato de calcio e hidréxido de amonio
para ajustar el pH en hidrolizado de paja de sorgo
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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 unicamente se obtiene un volu-
men de 12 ml de hidrolizado de paja de sorgo.

Con una concentracion de 60 g/L de xilosa en el hidrolizado durante la neutrali-
zacion con carbonato de calcio se registrd hasta un 68% de pérdida de hidrolizado
después del proceso de clarificacion, neutralizacion y filtracion.

Bibliografia

Barrera G., A. M. (2002), Estudio de la produccion de xilitol por Debaryomyces
hansenii a partir de hidrolizados de paja de sorgo, Tesis de Maestria, Unidad
Académica Multidisciplinaria Reynosa-Aztlan, Universidad Auténoma de Ta-
maulipas. Reynosa, Tamaulipas.

Bustos V., Ma. G. (2001), Optimizacion del proceso de hidrolisis quimico del bagazo
de la cania de aziicar empleando dcido clorhidrico, Tesis de Maestria, Unidad

163



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

Académica Multidisciplinaria Reynosa-Aztlan, Universidad Auténoma de Ta-
maulipas. Reynosa, Tamaulipas.

Canilha, L.; J. Batista de Almeida; J. B. Silva; A. 1. Napoles Solenzal (2003), Euca-
lyptus hydrolysate detoxification with activated charcoal adsorption or ion-ex-
change resins for xylitol production, La Habana, Cuba, 1cIDCA.

Hofvendahl, K.; B. Hahn-Hagerdal (1999b), “Factors Affecting the Fermentative
Lactic Acid Production from Renewable Resources”, Enzyme Microbiol. Tech-
nol. 26: 87-107.

Kondo L., J.; M. J. Garcia L.; S. R. Avendaiio (1998), El Ergot del sorgo: Su presen-
cia en México y medidas preventivas para su control, INIFAP/CIRNE A-083.

Olinger, P. M.; T. Pepper (2001), Xylitol, Alternative Sweeteners, tercera edicion
revisada y extendida.

Parajo, J. C.; H. Dominguez y J. M. Dominguez (1998), Biotechnological produc-
tion of xylitol. Part 1: interest of xylitol and fundamentals of its biosynthesis.
Department of chemical Engineering, University of Vigo (Campus Orense).

Patel, M. M.; R. M. Bhatt (1992), “Optimisation of the Alkaline Peroxide Pretreat-
ment for the Delignification of Wheat Straw and its Applications”, J. Chem.
Technol. Biotechnol. 53: 253-263.

Palmgqvist, E.; Hahn B-Hégerdal (1999), Fermentation of Lignocellulosic Hydroly-
sates. II: inhibitors and mechanisms of inhibition.

Usabiaga, A. J. (2004), Secretaria de agricultura, ganaderia, desarrollo rural, pesca 'y
alimentacion (Sagarpa), num. 124/04.,

T¢llez Luis, S. J. (2001), Estudio de la hidrdlisis de paja de sorgo con dcido sulfui-
rico, Tesis de Maestria, Unidad Académica Multidisciplinaria Reynosa-Aztlan.
Universidad Autonoma de Tamaulipas. Ciudad Reynosa, Tamaulipas.

— ;J. A Ramirez; M. Vazquez (2002a), “Mathematical Modelling of Hemi-
cellulosic Sugar Production from Sorghum Straw”, Journal of Food Engineering
52,285-291.

_ .;J. A. Ramirez; M. Vazquez (2002b), “Modelling of the Hydrolysis of
Sorghum Straw at Atmospheric Pressure”, Journal of the Science of Food and
Agriculture 82, 505-512.

Zavala F. G.; P. E. Ortiz; T. N. E. Garcia (2002), “Mejoramiento genético en sorgo
para resistencia a ergot”, Ciencia, UANL, vol. v, nim. 3, julio-septiembre.

164



Cuantificacion de glucosamina en quitina de residuos de
camaron por HPLC
Quantification of Glucosamine from Shrimp
Waste by HPLC

Sanchez-Machado, D. I.!; Lopez-Cervantes, J.*;
Gutierrez-Coronado, M. A.'; Delgado-Rosas, K. E.’

Resumen

El presente trabajo describe un método HpLC para el analisis de glucosamina en quitina
obtenida a partir de la fermentacion de residuos de camardn. La quitina fue hidroliza-
da con acido clorhidrico y la glucosamina obtenida fue derivatizada con 9-fluorenil
metil cloroformato (FmMoc). La separacion se llevé a cabo en una columna Hypersil obs
C18 250 mm x 4.6 mm, 5 um, a 38 °C y con deteccion ultravioleta a 264 nm. La fase
movil 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 (rps, 2.58%), limite de deteccion (2 pg/ml) y exactitud (89.05%). El
método ha sido aplicado para la cuantificacion de glucosalina en la determinacion de
la pureza de quitina de residuos de camarén.

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 obs 5 pm column (250 x 4.6 mm) at 38°C, precolumn

! Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias, Instituto Tecnoldgico de Sonora, aparta-
do postal 541, Cd. Obregoén, Sonora, México.
* e-mail: jlopezc@itson.mx
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derivatization with 9—fluorenylmethyl-chloroformate and ultraviolet detection (A =
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 npLc method pro-
posed showed adequate repeatability (RSD, 2.58%), accuracy (89.05% recovery)
and sensitive detection limit (2 pg/ml). The method was successfully applied to
the quantitation of glucosamine for the determination of the purity of chitin from
shrimp waste.

Introduccion

a quitina es un homopolimero que se encuentra en el exoesqueleto de in-

sectos y crustaceos, y también en las paredes celulares de la mayor parte

de los hongos y en muchas algas. La quitina es un polimero lineal similar
a la celulosa, pero que consiste en residuos de N-acetilglucosamina con enlaces f3-
(1—4). En la actualidad este biopolimero se obtiene industrialmente aislandolo de
desperdicios generados en el procesamiento de crustaceos, tales como caparazones
de camarodn y jaiba (Pinelli ef al., 1998). Recientemente, se han establecido nue-
vas formas de utilizar la quitina. Una de las aplicaciones mas importantes es para
inmovilizar enzimas. Ademas, estos polimetros 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 azucar. La glucosamina es un componente natu-
ral de las glicoproteinas encontradas en tejidos conectivos y membranas de la mu-
cosa gastrointestinales. Ademas, tiene potencial terapéutico para el tratamiento de
una variedad de enfermedades incluyendo artritis, enfermedades inflamatorias del
intestino, y de dafio inflamatorio general (Zhu et. al., 2005). También, los amino
azucares constituyen entre 5 y 12% de N, organico al suelo, y los mas importantes
son glucosamina, galactosamina, acido muramico, y manosamina, aunque existe una
diversidad de otros aminoaztcares. Las células fingicas contienen en sus paredes
grandes cantidades de glucosamina, aunque el exoesqueleto de los invertebrados y
las paredes de célula bacterianas también hacen una cierta contribucion al contenido
de glucosamina.
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Existe una gran variedad de métodos para la determinacion de los amino azuca-
res después de la hidrolisis de la materia organica, como lo son cromatografia de
gases, el cual es muy sensible y tiene una alta especificidad, pero el procedimiento
de la derivatizacion de los productos de la hidrolisis es llevado a cabo con compo-
nentes volatiles; con excepcion del método de deteccion amperiométrica, en HPLC
también se necesita derivatizacion para determinar los amino azucares, sin embar-
g0, esto se puede realizar hoy automaticamente en sistemas HPLC como derivatiza-
cion en pre-columna (Appuhn, 2004). Entre los reactivos que son utilizados en la
derivatizacion pre-columna se incluyen fenilisotiocianato (piTc), orto-ftalaldehido
(opa), y cloruro de 9-fluoroenilmetil cloroformato (FmMoc-Cl), (Haynes, 1991).

En toda industria moderna rentable destinada a la produccion de alimentos se
producen cantidades de residuos organicos que, de no ser utilizados en la generacion
de otros productos para el consumo humano o animal, representan un problema ope-
racional y legal para la industria, y una fuente potencial de contaminacién ambien-
tal. Este problema es uno de los mas criticos para la industria de la pesca a nivel
mundial, debido a las grandes cantidades de residuos organicos que se generan y se
descargan en el mar o en tierra (vertederos). Actualmente estos residuos orgénicos
representan un 60% de la materia total resultante del procesado de pescaderia para
el consumo humano.

Dada la preocupacioén que genera la disposicion 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 tecnologias alternas para su disposicion que sean econdmicamente
factibles.

El procesar el residuo de camarén no so6lo 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 asi determinar su calidad. Por lo anterior
en esta investigacion se pretende desarrollar una alternativa para conocer la pureza
de la quitina obtenida del fermentado de la cabeza de camarén. De esta manera se
aprovecharan los desechos de la industria camaronicola.

El objetivo de este estudio fue analizar la pureza de la quitina de residuos de ca-
maro6n a partir de la cuantificacion de glucosamina, mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC).
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Materiales y métodos
Patrones y reactivos quimicos

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 disolvi6 en ace-
tonitrilo (EmMp Chemicals Inc. Darmstadt, Alemania, grado HpLC); el buffer de boratos
fue preparado con acido borico y agua ajustando el pH a 8.5 con hidroxido de sodio
IM (Productos Quimicos Monterrey, Nuevo Leon, México).

El reactivo para eliminar el FMoc sin reaccionar (Cleavage) se prepar6 utilizando
hidréxido de sodio 0.85 M con hidroxilamina 0.5M y 2-metiltioetanol (Sigma-Aldri-
ch, St. Louis, Estados Unidos); la solucion para ajustar el pH de la reaccion (Quench)
se prepard con acido acético glacial y acetonitrilo (Productos Quimicos Monterrey,
Nuevo Leoén, México). Los reactivos fosfato de amonio, metanol y acetonitrilo utili-
zados para la composicion de la fase movil fueron adquiridas en EMp Chemicals In.

Preparacion de la muestra

Hidrolisis de la muestra

Se depositan 100 mg de quitina seca en tubos con rosca y se tratan con HC1 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 derivatizacion, 300 ul de la solucion patrén o de
muestra se pasan a un vial, y se llevan a sequedad en condiciones de vacio por 6
horas a 60°C.

Derivatizacion

Para llevar a cabo la derivatizacion, se tomaron los viales con el residuo seco y se
redisolvieron con 300 ul de buffer de boratos a pH 8.5, posteriormente a la muestra
ya disuelta se le agregan 300 pl del reactivo rmoc- Cl, y se agitan 90 segundos en el
vortex, después de trascurrido el tiempo se afiaden 180 pl del reactivo Cleavage y
la solucion se mezcla en el vortex y se deja reposar por 3.5 minutos. Posteriormente
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se agregan 420 pl del reactivo Quench, se agita y se filtra utilizando una membrana
millipore de 0.45 pm; luego la muestra esta lista para ser analizada por HPLC.

Equipo y condiciones HPLC

Para el analisis se utilizo un cromatoégrafo de liquidos equipado con un auto mues-
treador y un detector de fluorescencia controlado con un software (WinCrom), la
temperatura de la columna se controla a 38°C con un calentador de columna; todo el
equipo utilizado es proporcionado por GBc Instrumental, Australia. La separacion se
lleva a cabo con una columna de fase reversa 4.6 mm sGe Hypersil obs C18, para el
analisis cromatografico se inyectan 5 pl de la muestra derivatizada.

La fase movil estd compuesta por una mezcla de tres soluciones de distinta compo-
sicion: 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 elusion, 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 excitacion y 316 nm de emision.

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 discusion

La quitina es un polimero de la N-acetil-glucosamina. Por lo tanto, actualmente se
dispone de diversos métodos para la cuantificacion indirecta de quitina en bacterias,
hongos, insectos y raices. La hidrdlisis de quitina puede ser enzimatica o quimica,
acida o alcalina, y la subsiguiente medicion de la glucosamina producida, se puede
realizar por colorimetria, cromatografia de gas-liquidos o con HprLC. En este trabajo
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se presenta el desarrollo de un método HpLC para la cuantificacion de glucosamina,
el cual fue aplicado a muestras de quitina obtenidas por fermentacion lactica de re-
siduos de camaron.

Ensayos preliminares

En los ensayos previos, tanto la glucosamina pura como la glucosamina obtenida de
la hidrdlisis de las muestras fueron convertidas en FMoc-derivados para producir un
producto fluorescente. Los rmoc-derivados fueron detectados por ultravioleta y por
fluorescencia. En fluorescencia, las longitudes de onda seleccionadas para excitacion
y emision fueron 270 nm y 316 nm, respectivamente; mientras que para absorcion uv
la longitud 6ptima correspondio a 264 mm. En la figura 1 se muestran los cromatogra-
mas para ambos tipos de deteccion. En el cromatograma del patron la glucosamina se
observa como tres picos con tiempos de retencion 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 fermentacion lactica de residuos de camaron. Ademas, la relacion de
los tres picos no varia entre los diferentes tipos de muestras, manifestandose mayor
interaccion entre el segundo y tercer picos. En la cuantificacion de la glucosamina en
los hidrolizados de quitina se selecciono la deteccion por ultravioleta.

Preparacion de la muestra

Para determinar la cantidad 6ptima del hidrolizado de la muestra a utilizar en el ana-
lisis, se llevaron a cabo ensayos preparando hidrolizados con 100, 200 y 300 mg de
muestra en 5y 10 ml de HCI 6 N. Posteriormente, los hidrolizados fueron filtrados al
vacio con papel Whatmann num. 41, y diluidos a 100 ml con buffer de boratos (pH
8.5). Con estos ensayos se determind que la cantidad optima de muestra a utilizar
correspondia a los hidrolizados preparados a partir de 100 mg de muestra en 5 ml de
HCI 6 N y diluidas a 100 ml de buffer de boratos que fueron sonificados por 1 min
a temperatura ambiente.

Condiciones cromatogrdficas

Diferentes columnas cromatograficas han sido utilizadas para el analisis de ami-
noaztcares como la glucosamina, en este estudio se seleccion6 una columna 25 cm
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x 4.6 mm SGE Hypersil ODS C18 Sum. De acuerdo a las recomendaciones de Lopez-
Cervantes y otros autores, 2006, para la separacion de Fmoc-derivados fueron selec-
cionados como componentes de la fase movil 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 relacion de los componentes en el gradiente de la bomba, velocidades
de flujo de la fase movil y temperaturas de la columna. Estos ensayos facilitaron
optimizar las condiciones cromatograficas del método, lo cual permiti6 separar los
tres picos que identifican a la glucosamina. En la tabla 2 se muestran las condiciones
seleccionadas.

Tabla 2. Condiciones cromatograficas propuestas
para la cuantificacion de glucosamina

Parametro Condiciones

Columna 25 cm x 4.6 mm sGe Hypersil ops C18
Spm

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

Deteccion Ultravioleta: 264 nm
Temperatura 38°C

Eluyente

Identificacion de glucosamina

Para confirmar la identificacion de glucosamina a través de los tres picos obser-
vados en el cromatograma, se determinoé el espectro de absorcion de cada uno de
los picos detectados en las muestras del hidrolizado de quitina, y se compararon
con los observados en la solucion estandar de glucosamina. Encontrandose que la
serie de picos corresponden a la glucosamina. La figura 2 muestra el cromatograma
de una muestra con los espectros de absorcion de cada pico, lo cual indica que per-
tenecen al mismo compuesto. Otro método para la identificacion de la glucosamina
es la comparacion de los cromatogramas de un blanco y del patron 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

5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

a) Detector UV (264 nm)

A s
5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

b) Detector de fluorescencia (Aex 270 nm, Aem 316 nm)
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Figura 3. Comparacion entre cromatogramas (A) Blanco, (B) Patron,

(C) Muestra
(A) Blanco,
5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)
(B) Patron
10 15 20 25 30 35
Tiempo (min)
(C) Muestra
10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)
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Validacion del meétodo

Linealidad

La curva de calibracion fue determinada con cuatro diferentes concentraciones de
la muestra patréon de glucosamina en el rango de 338 pg/ml hastal354 pg/ml, las
cuales fueron inyectadas por duplicado (tabla 3). La recta patron para glucosamina
se obtuvo graficando la concentracion contra el area del pico, r* = 0.9995, y segtn la
Asociacion Espaiiola de Farmacéuticos de la Industria (2001), es adecuado, debido
a que el valor recomendable para el coeficiente de correlacion es > 0.999 aunque en
caso de impurezas se admite > 0.990.

La representacion grafica de la recta de regresion en un sistema de coordenadas,
junto con los valores experimentales, permite visualizar la bondad del ajuste. La rec-
ta patron es expresada matematicamente como y = ax+b. Si la recta no pasa cerca del
origen de coordenadas significa que el método a evaluar esta afectado por un error
sistematico por defecto o por exceso en el intervalo estudiado. Si existen diferencias
apreciables significa que la linealidad no es buena.

Tabla 3. Datos de calibracién de glucosamina

Tiempo de reten- Cantidad Area
cion (min) (ng/ml)
18.240 338.56 894 342
19.721 677.12 1881307
20.445 1015.68 2 786 166
1354.24 3683 757
y=2739 x — 6883
R?=0.9995

Precision

La precision es conocer la variabilidad o el méas-menos del método de ensayo. Esta
variabilidad se puede deber a errores aleatorios. Para evaluar este parametro se llevo
a cabo el analisis de una misma muestra cuatro veces, los valores se muestran en la
tabla 4, en donde se observa la desviacion estandar relativa rsp (%), la cual es de 2.58.
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Tabla 4. Valores de precision del método

Ensayos gclzu;;);;zmina mg/g mate-
1 688.2
2 706.4
3 719.6
4 731.1
Promedio 711.32
Desviacion estandar 18.42
RSD (%) 2.58

Recuperacion

Para llevar a cabo la recuperacion del método, se afiaden sobre una o varias mues-
tras cantidades conocidas de un analito patron. Lo anterior se realizé adicionando
glucosamina (605 mg/g matera seca), antes de la hidrdlisis de la quitina y después
se cuantifico el contenido total por HpLc. Los datos se muestran en la tabla 5 (cuatro
ensayos de la misma muestra), donde se observa que la recuperacion es de 89.05%,
la cual se considera aceptable debido al efecto que podrian tener las condiciones de la
hidroélisis y la derivatizacion sobre la glucosamina.

Tabla 5. Valores de recuperacion del método

Glucosamina mg/g
materia seca

1 86.3
2 87.0
3 90.6
4 92.3
Promedio 89.05
Desviacion estandar 2.87
RSD (%) 3.22

Ensayos
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Analisis de la muestra

Humedad y cenizas

El muestreo se llevd acabo analizando once muestras obtenidas de diferentes fer-
mentaciones, realizando el analisis 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 camaron como de la quitina
comercial.

El contenido de cenizas y humedad son parametros 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 camaron 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-
trandose que tanto la quitina comercial como la obtenida del residuo de camarén son
muy similares a las reportadas.

Tabla 6. Contenido de humedad y cenizas en quitina

Muestra Humedad (%) Cengzs. g/100g
materia seca
iti : 1 2.33 1.07
Quitina reS{duo 5 as o
de camarén

3 2.39 1.07

i 1 341 1.02

Qultlng 5 o -
comercial

3 3.12 1.04

Contenido de glucosamina en la quitina

La quitina obtenida de residuo de camaroén 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 asi como otros parametros ya mencionados. La pureza de la quitina
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obtenida a partir de los residuos de camarén es de 93.71% (89.91% glucosamina,
1.5% cenizas, 2.3% humedad); esto se puede deber, segin Wu y otros (2004), a
factores tales como el tipo y concentracion de acido, la temperatura y el tiempo de
hidrolizado de la quitina, los cuales no son los 6ptimos para la recuperacion de la
glucosamina.

Tabla 7. Contenido de glucosamina en quitina

Bsavos | O in | comereta
914.6 972.8
863.8 815.8
919.1 906.1
Promedio 899.1 898.2
Desviacion estandar 30.7 78.7
RSD (%) 341 8.76

Conclusion

En este trabajo se presenta un método HpLc sensible y reproducible para el analisis
y cuantificacion de glucosamina en quitina de la cabeza de camardn, utilizando una
derivatizacion con rFMoc. La validacion del método se considera satisfactoria debido
a que se obtuvieron niveles de recuperacion de un 89% y una buena precision del
método con valores de coeficiente de variacion mayores de 0.999, lo cual implica un
gran potencial para la investigacion y analisis de rutina.

De tal manera que al llevar a cabo el analisis del contenido de glucosamina en la
quitina, se puede confirmar la pureza de la misma, asi como también las condiciones
optimas de la hidroélisis; por lo tanto, el método debe ser aplicable para la determina-
cion rutinaria de glucosamina y la pureza de la quitina en residuos de camarén.
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Conversion microbiana de acido ferulico a vainillina
Microbial Conversion of Ferulic Acid to Vanillin

De Faveri, D.!; Torre P.!; Aliakbarian, B.";
Dominguez, J. M.°; Perego, P.!; Bustos, G.°; Converti, A.""

Resumen
La manera mas adecuada de disponer los residuos, desde el punto de vista medioam-
biental, es su conversion en productos con alto valor afiadido. Entre las posibles al-
ternativas para aprovechar los residuos agroindustriales, se ha detectado un creciente
interés en la hidrolisis de su fraccion lignoceluldsica para obtener disoluciones ricas
en acido fertlico y su sucesiva bioconversion en vainillina, uno de los principales
compuestos aromaticos de interés para la industria alimentaria en el mundo entero.
En vista de una futura produccion industrial de vainillina a partir de esos hidro-
lizados, este trabajo fue dirigido en medios semidefinidos, para la seleccion, de las
mejores condiciones para realizar la transformacion. Un analisis sobre cinco dife-
rentes transformantes de Escherichia coli mostrd que E. coli m109 (pBBl) asegurd
las mas elevadas productividades volumétricas y especificas, asi como las mayores
velocidades de conversion del acido ferulico. El mejor cosustrato para sostener el
metabolismo energético de esta cepa durante la bioconversion del acido feralico en
vainillina fue el extracto de levadura, mientras una relacion entre los volimenes del
medio y del contenedor de 0.5 y 100 rpm fueron las mejores condiciones de agitacion.
Los mayores rendimientos de producto fueron obtenidos a 30°C después de tiempos
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de bioconversion relativamente cortos (1-2 h), como necesita un proceso industrial.
Pruebas adicionales realizadas a concentraciones iniciales variables de acido fertlico
evidenciaron una inhibicion por exceso de sustrato responsable por una disminucion
exponencial de la productividad.

El reciclaje de biomasa de cuatro bioconversiones sucesivas demostrod la posibilidad
de emplear este sistema de células en reposo para la produccion continua de vainillina.
Entre los soportes de inmovilizacion testados (poliuretano, esponja sintética y vidrio
poroso), la esponja sintética mostro ser el mejor material en términos de formacion de
vainillina y de productividad al término de las pruebas de inmovilizacion. Por tanto,
ésta fue usada en bioconversiones continuas utilizando una columna de lecho fijo con
células de E. coli m109 (pBBl) inmovilizadas. El rendimiento maximo de vainillina
(Y, = 0.851 mol/mol) fue obtenido a una velocidad de dilucion de 0.022 h'. Con
base en estos resultados prometedores, los esfuerzos futuros seran direccionados a la
preparacion y sucesiva bioconversion de disoluciones ricas en acido feralico a partir
de corncobs, un subproducto del procesamiento del maiz 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 m109 (ppBl) 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 ) demonstrated the occurrence of excess sub-
strate inhibition responsible for an exponential decrease in the specific productivity
with increasing S .

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, = 0.080 g/L) and productivity (Q, = 0.019 g/L h) at the end of

182



CONVERSION MICROBIANA DE ACIDO FELURICO A VAINILLA

entrapment tests. Thus, it was used in continuous bioconversions using a fixed-bed
column with immobilized E. coli m109 (pBB1) cells. The highest vanillin yield (Y, =
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.

Introduccion

| 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 estd estimulando la biisqueda de rutas
alternativas para producir vainillina (Ramachandra Rao y Ravishankar, 2000).

La vanillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) es un importante compuesto sa-
broso y aromatico que se extrae principalmente del frijol o vaina de la orquidea
tropical vainilla. Pero menos del 1% de la produccion 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!) con respecto al (< 15 pesos por kg') de la vainillina sin-
tetizada por procesos quimicos (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 politicas y econémicas, cultivo intensivo,
polinizacion, cosecha y maduracion de las vainas, pues el uso de un sustrato natural o
catalizador podria permitir que el mismo producto sea clasificado como natural
(Schreier, 1992), se espera una produccion biotecnoldgica 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 produccion de herbicidas, agentes antiespumantes o medicinas
(Hocking, 1997) y productos caseros, asi 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 podria 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, asi
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 bioconversion. Esta comun orientacién en la produc-
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cion de sabores y fragancias fue analizada extensivamente (Cheetham, 1993, 1997;
Hagedorn y Kaphammer, 1994; Rosazza y cols., 1995; Hausler and Miinch, 1997;
Krings y Berger, 1998).

Para que sea econdmicamente viable, se tiene que encontrar un precursor, quimi-
camente cerrado de la vainillina, barato y facilmente disponible. El acido fertlico,
un producto muy conocido de la degradacion de la lignina por descomposicion de
hongos (Kirk, 1971) y bacterias (Betts and Dart, 1988), fue estudiado a fondo como
materia prima (Rosazza y cols., 1995), siendo un compuesto fenolico natural. El
acido ferulico libre puede ser producido a partir de residuos agricolas comunes, asi
como de cereal y pulpa de remolacha a través de una combinacion de tratamientos
fisicos y enzimaticos (Williamson y cols., 1998). Varias bacterias pertenecientes a
diferentes géneros son capaces de metabolizar el dcido ferulico como unica fuente de
carbono conduciendo a la produccioén de vainillina, acido vainillico y 4acido protoca-
téquico como intermediarios catabdlicos (Sutherland y cols., 1983; Gurujeyalakshmi
y Mahadevan, 1987). Pseudomonas fluorescens se mostrd capaz de producir acido
vainillico y acido fertlico (Andreoni y cols., 1995; Barghini y cols., 1998), con la
formacion de vanillina como un intermediario (Narbad y Gasson, 1998).

Recientemente concentraciones interesantes de vainillina han sido obtenidas a
partir del 4cido ferulico usando las bacterias gram-positivas Amycolatopsis sp. (Ra-
benhost y Hopp, 1997) y Streptomyces setonii (Miiller y cols., 1998). Sin embargo,
puesto que la optimizacion del proceso parece ser muy dificil, la obtencion de nuevas
cepas recombinantes capaces de producir especificamente la vainillina es atractiva.

Este trabajo tiene como objetivo la optimizacidén de un proceso continuo para la
produccién de la vainillina a partir de soluciones acuosas de acido fertlico con un
reactor de células inmovilizadas para futuras aplicaciones, utilizando hidrolizado
destoxificado de zuros de maiz.

Materiales y métodos

Crecimiento y mantenimiento de los microorganismos

Una investigacion de productores de vainillina se realizd entre diversas especies
recombinantes de Escherichia coli (puSa, M109, M Promega, Novablu, Surell y
x110gold), pertenecientes a la coleccion del Departamento de Agrobiologia y Agro-
quimica de la Universidad de Tuscia, Viterbo, Italia. E1 mejor productor de vaini-
llina, E. coli m109 (pBB1), expresa ambas, feruloil-scoa sintetasa y feruloil-scoa
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hidratasa/aldolasa de P. fluorescens Br13. El plasmido recombinante pBB1 se generd
clonando un fragmento de cinco mil-bp, incluyendo los primeros tres genes de la ruta
superior del acido ferulico y la region entera del promotor de la cepa de P. fluorescens
BF13 degradante el 4cido ferulico, en el vector con bajo nimero de copias dpJB3Tc19
(Blatny y cols., 1997). El fragmento donador contiene una mutacion dirigida en el
gene de la vainillina deshidrogenasa (vdh), que previene la oxidacion de la vainilli-
na al acido vainillico en experimentos de bioconversion con acido ferulico como
sustrato. La secuencia de pNa del operon del acido ferulico entero de P. fluorescens
BF13 esta disponible en la base de datos de la secuencia del nucleotido EMBL bajo la
accesion num. AJ536325.

Las células fueron mantenidas a 4°C en placas de Petri que contenian medio de Lu-
ria-Bertani (LB) y 100 mg/L de ampicilina. El precultivo se prepar6 en 5 mL del mismo
medio sin agar. Las células se transfirieron en frascos Erlenmeyer de 250 mL (EF) que
contenian 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) mas el antibiotico se sembro
con 0.6 mL del precultivo antes mencionado en varios EF de 100 mL. Las células se
recolectaron por centrifugacion (seis mil rpm, 10 min) durante la parte final de la
fase log y se lavaron con tampoén fosfato salino M9 a pH 7.4 (6 g/L Na,HPO,, 3 g/L
del KH,PO,, 1 g/ NH,Cly 0.5 g/l de NaCl).

Bioconversiones discontinuas

Todas las bioconversiones discontinuas se realizaron en Er de 250 mL. La investi-
gacion se realizd a 30°C en un medio de bioconversion compuesto de esta solucion
suplementada con acido ferulico (0.3-0.4 g/L) y 50 mg/L de extracto de levadura (EL)
como co-sustrato usando una concentracion de inoculo (X)) de cerca de 5 g/L. Las
pruebas a temperatura variable se realizaron bajo las siguientes condiciones: concen-
tracion inicial de acido fertlico (C, ) = 0.19 g/L; 22 < T < 37°C; X = 5.6 g/L. Las
bioconversiones a C,, variable se realizaron bajo las siguientes condiciones: 0.20 <
C,, <2.0¢g/L; T=30°C; X =5.0g/L. Otras pruebas se realizaron usando el medio
LB (1% v/v) o triptona (100 mg/L) como co-sustratos en vez de L, usando X = 3.0-
3.5 g/L. La optimizacion de las condiciones de agitacion se hizo disminuyendo la
proporcion del volumen del medio (V) con respecto al de los frascos (V/ =250mL)
a partir de 0.5 a 0.2 y/o subiendo la velocidad rotatoria a partir del 100 a 200 rpm.
Otra prueba de bioconversion con adicion inicial de N, se utiliz6 como referencia
anaerobia.
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La viabilidad a largo plazo de E. coli m109 (pBB1) se comprob6 a través de un
sistema de cuatro bioconversiones sucesivas de 20 horas en era C, = 0.94 g/L y
X =0.94 g/L, donde las células de la prueba precedente se centrifugaron (seis mil
rpm, 10 min), lavaron y reutilizaron posteriormente.

Las desviaciones estandar de las concentraciones del 4cido vainillico variaron en
rangos de 3.2-6.5% y 1.5-6.1%, respectivamente; por lo tanto, no se considerd esen-
cial ninglin analisis estadistico adicional de datos. No se observo ninguna formacion
del alcohol vainillico bajo las condiciones experimentales usadas para estos expe-
rimentos; una reduccion limitada de vainillina al alcohol correspondiente ocurrid
solamente cuando las células se reutilizaron para varios ciclos.

Procedimiento y optimizacion de la inmovilizacion

Un vidrio poroso, un poliuretano reticulado y una esponja sintética, se usaron como
soportes de inmovilizacion. Para evaluar la capacidad de cada material de atrapar
la biomasa, se inocul6 una suspension de células en Er de 250 mL, cada uno conte-
niendo 50 mL de solucion 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 vario de acuerdo al
disefio estadistico mencionado. Las células inmovilizadas se recolectaron por fil-
tracion estéril, se incubaron a tiempos variables en el medio fresco LB (50 mL) mas
100 mg/L de ampicilina, recuperadas por filtracion estéril y finalmente usadas en el
proceso de bioconversion.

Para seleccionar el soporte mas conveniente para el proceso, se realizaron bio-
conversiones discontinuas de acuerdo a un disefio factorial 2% central compuesto
repetido para cada uno de los tres materiales y los resultados se evaluaron por la
metodologia de superficie de respuesta (Rsm) (Montgomery, 2001). La concentracion
y productividad de la vainillina se seleccionaron como variables de respuesta del es-
tudio estadistico. Los rangos probados de las variables independientes, es decir, los
tiempos de contacto () e incubacion (z)) fueron 24-72 horas y 6-42 horas, respecti-
vamente. Los resultados experimentales se trataron con la ecuacion:

y=b, b, 4 by, + b xx,(1)
Donde b es el coeficiente de intercepcion, b, y b, los términos lineales, b, el tér-

mino de interaccion, y x, y x, los valores codificados de las variables independientes
mencionadas, ¢,y ¢, respectivamente.
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Bioconversiones en continuo

Las pruebas continuas se realizaron en un reactor de lecho fijo, que consistia en
una columna de altura 75 ¢cm con un diametro interno de 4 cm y provista de una
cubierta externa para la recirculacion del agua (Converti y cols., 1991; Converti,
1994). La columna fue operada a 30°C y se llen6 hasta 50 centimetros con piezas
de esponja sintética (1 x 0.7 cm) que contenian las células atrapadas y los granos de
vidrio (de 1 cm de didmetro), en una relacion de 0.20 de esponjas por g de vidriol,
para evitar que ocurrieran aumentos demasiado altos de la presion. El volumen de
trabajo fue de 450 mL y la concentracion de acido fertlico en la alimentacion se
mantuvo a 0.20 g/L.

Determinaciones analiticas

La concentracion de biomasa se determin6 por densidad optica medida a 600 nm y
expresada como peso seco. Las concentraciones del acido vainillico, la vainillina y el
acido ferulico se determinaron por veLc 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 A =254
nm. La fase movil se usé a un flujo de 0.5 mL/min y consistié de 40% de metanol y
60% de una solucion preparada adicionando 6.8 g/L de KH,PO, en agua y ajustando el
pHa2.5 con H,PO,. Los datos de adquisicion y proceso se controlaron por el software
Rev. A.09.03 Chem Station, Agilent Technologies (Palo Alto, California).

Resultados y discusion
Bioconversiones discontinuas

Seleccion del mejor productor de vainillina a partir de 4cido ferulico

Fue investigada la capacidad de seis cepas de E. coli, transformadas con el plasmido
pBB1, a saber puSa, M109, Nova, Sure, x.10gold y M Promega, de producir vaini-
llina a partir de acido ferulico. Los principales datos recogidos después de diversos
tiempos de bioconversion, 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 parametros cinéticos asi como los rendimientos de bioconversion.
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Figura 1.
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a) Produccion de vainillina. 5) Consumo de éacido ferulico por
diferentes cepas recombinantes de E. coli después de diferentes
tiempos de bioconversion (h): (LI) 1, (") 4, (W) 20, (H) 72.

X =4.6-58 g/L; C,, = 0,3-0,4 g/L; T=30°C

Tabla 1. Parametros de bioconversion de acido ferulico a vainillina

T(°C) DH5a | JM109 Novablue Surell | XL10gold | JMPromega
Y°, . (mol /mol,) 0.903 0.959 0.905 0.720 0.591 0.986
Y, . (mol /mol,) 0.844 0.726 0.701 0.739 0.875 0.000
0/ (g, L"h") 0.075 0.115 0.078 0.035 0.019 0.085
0/ (g, g 0 0.013 0.022 0.017 0.008 0.004 0.018
0, (g, L'h?) 0.106 0.153 0.110 0.062 0.041 0.110
0, (g, g0 0.018 0.029 0.024 0.013 0.008 0.024

Bioconvertidas por diferentes cepas de E. coli transformadas con el plasmido psel. X =4.6-5.8 g/L;
T'=30°C. Y°,, = Rendimiento inicial de vainillina en relacién al acido feralico consumido; ¥, =
Rendimiento final de vainillina en relacion al acido fertalico consumido; oy= Productividad volumé-
trica inicial; ¢ ? = Productividad especifica inicial; O, = Velocidad volumétrica de consumo del acido
fertlico; g,° = Velocidad especifica de consumo del dcido ferulico.
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Se observa que E. coli im Promega y M109 exhibieron los rendimientos mas altos
al principio (1 hora), mientras £. coli puSa y x10gold se comportaron como los mas
eficaces al final de la biotransformacion (72 horas). Ademas, la vainillina producida
por E. coli M Promega se oxidé completamente a acido vanilico después de un tiem-
po largo de bioconversion.

Curva del crecimiento de E. coli m109 (pBB1)

Para maximizar el rendimiento de conversion de acido ferulico a vainillina, todas las
bioconversiones se realizaron usando las células cultivadas de E. coli m109 (psB1) en
medio LB y recogidas al final de la fase exponencial, correspondiendo a op a 600 nm
de 2.3-2.7 y concentraciones de biomasa de 1.2-1.4 g /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 parametros cinéticos de crecimiento. La productividad celular volumétrica
media, la velocidad especifica de crecimiento especifico y el tiempo de duplicacion
fueron 1.2 g Lh', 0.29 h'! y 2.4 h, respectivamente, mientras que los valores de estos
parametros referidos tinicamente a la fase exponencial 2.2 g L' h', 0.60 h', 1.1 h,
respectivamente. Comparando con la literatura se muestra que el medio LB permitio
un crecimiento notablemente mas lento de las células con respecto a las fuentes de
carbon comunes. Por ejemplo, el transformante usado mostré en el medio LB un tiem-
po de duplicacion mas de dos veces de largo que la cepa salvaje (¢,= 0.5 h) bajo con-
diciones optimas del crecimiento en glucosa (Brock y cols., 1995; Schlegel, 1996).

Figura 2. Curva de crecimiento de E. coli im109(pBB1)
en medio L8 X = 0,19 g/L; T=37°C
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Efecto de la temperatura

La figura 3 muestra los efectos simultaneos de temperatura y tiempo de reaccion en
la bioconversion de acido fertlico a vainillina. Los mejores rendimientos en pro-
ducto se obtuvieron a 30°C (tabla 2), después de tiempos relativamente cortos de
bioconversion (1 < ¢ <2 h), como los requeridos para un proceso industrial. Por el
contrario, después de un tiempo mas largo (¢ = 20 h), la biotransformacion 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 maximos de las productividades vo-
lumétrica (0.091 g, L' h") y especifica (0.018 g, g -1 h') se alcanzaron a 30°C
después de solamente 1 hora de bioconversion.
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Efecto de la temperatura en la produccion de vainillina (simbo-
los vacios) y consumo de éacido fertilico (simbolos llenos) por
E. coli m109(pBB1) en solucion salina M9 suplementada con
extracto de levadura. C, = 0,19 g/L; X = 5,6 ¢/L; T (°C): (1))
22,(0) 30, (L) 37.

Efecto del co-sustrato en el medio de bioconversion

Puesto que la vainillina se produce usando una ruta metabolica alternativa a la
glicolisis que no implica ninguna formacion de atp (Rosazza y cols., 1995), las
células no proliferantes necesitan catabolizar un poco de co-sustrato carbonoso
energético para sostener su viabilidad a largo plazo en proceso continuo. La signi-
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ficacion de los componentes complejos de los medios se demostrd por Rabenhorst
(1996), que observo una influencia fuerte del co-sustrato (extracto de levadura e
hidrolizado de caseina) y de la aireacion en dirigir el metabolismo del eugenol de
una nueva cepa aislada de Pseudomonas a la produccion de ciertos compuestos
aromaticos (acido vainillico, 4acido fertlico y alcohol coniferilico) en vez de una
mezcla cruda.

Tabla 2.
I(°C) 22 30 37

Y°,, (mol, /mol,) 0998 | 0996 | 00986
Y, (mol, /mol,) 0837 | 0748 | 0747
Y°,, (mol /mol,) 0324 | 0480 | 0472
Y, (mol, /mol ) 0838 | 0777 | 0690
", (mol /mol ) 0838 | 0865 | 0750
t(h) 20 4 6

0, (g, L' h) 0062 | 0091 | 0090
g, (g, 2o, ) 0011 | 0018 [ 0018
0. (g, L h) 0078 | 0132 | 0132
q," (g, g, h™") 0014 | 0024 | 0024

Influencia de la temperatura en la bioconversion de acido ferulico
a vainillina por E. coli m109(psBl). S =0.19 g/LX =5.6 g/LY°

'F
= Rendimiento inicial de vainillina en relacién al acido ferulico

consumido; ¥, . = Rendimiento final de vainillina en relacién al

4cido fertlico consumido; Y°, = Rendimiento inicial de vai-

nillina en relacion al 4cido ferufico inicial; ¥ . = Rendimiento

final de vainillina en relacion al acido ferulico’inicial; Y, =
Rendimiento maximo de vainillina en relacion al 4cido feralico
inicial; = Tiempo de alcance de Y” . ; O, = Productividad volu-
métrica méxima de vainillina; g " = Productividad maxima especifi-
ca de vainillina; Q,” = Velocidad volumétrica maxima de consumo
de 4cido ferulico; g,” = Velocidad especifica maxima de consumo
de acido fertlico.

* Valores maximos detectados al inicio de las bioconversiones.
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Después se probd E. coli m109 (pBBl) en experimentos discontinuos de bio-
conversion para seleccionar el mejor co-sustrato para la transformacion de acido
ferulico a vainillina. Para identificar los componentes del medio que podian sostener
la produccion de la vainillina, se prepararon tres tampones de bioconversion, usando
EL o triptona como suplemento, o afiadiendo 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-
cion inicial de biomasa de 5.1 g /L, se ilustran en la figura 4. Se puede observar que
el EL era un mejor agente estimulante, proporcionando, después de solo tres horas
de bioconversion, los valores maximos de concentracion de vainillina (84 mg/L) y
un rendimiento molar (0.56 mol/mol) cerca de 27% mas alto que los obtenidos con
triptona. Por otra parte, el uso del medio LB no dio lugar a ningin aumento aprecia-
ble en el rendimiento de la conversion con respecto al EL (solamente 3.6%); por lo
tanto, las bioconversiones sucesivas se realizaron usando el Gltimo cosustrato, que
es notoriamente mas barato.

Efecto de la concentracion inicial de acido ferulico

Las bioconversiones adicionales que usaron concentraciones de acido ferulico en el
rango de 0.20 a 2.0 g/L se realizaron para evidenciar la ocurrencia posible de inhibi-
cion por exceso de sustrato asi como para seleccionar el mejor rango de C, para fu-
turas aplicaciones en continuo. Ambas concentraciones de vainillina (C)) y sustrato
residual (C,) se normalizaron a C, , asi para comparar facilmente los resultados de
las bioconversiones realizadas bajo condiciones totalmente diferentes. La disminu-
cion progresiva de la pendiente de las curvas de C/C, 'y de C,/C, (figura 5), con
el aumento de C, , puso en evidencia un +fenomeno de inhibicion por substrato que
fue responsable de la desaceleracion progresiva de la conversion.

El efecto de inhibicion, que fue cualitativamente similar al observado para la fer-
mentacion alcohoélica en medios sintético y naturales (Ciftci y cols., 1983; Converti
y cols., 1986), puede ser descrito por el modelo empirico:

qvo ZQVomax _KIe ’ (2)

Donde g ,° es la productividad especifica de vainillina al inicio de la bioconver-
sion.
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Graficando los datos experimentales de g ° contra C, 'y usando una técnica sim-
ple de progresiva minimizacion del error, se trazd una linea recta (r* = 0.969), de
la cual se estimaron los valores siguientes de las constantes de la Ec. (2): ¢° =
0.036¢g,g,, ' h',K,=0.0147 g, g 'h'yK =0.411L/g. Puesto que el valor del
q.,. obviamente depende del biosistema bajo investigacion, la carencia de estudios
cinéticos en la produccidn de vainillina por la especie recombinante seleccionada no

permite ninguna comparacion con datos de la literatura.

Figura 4.
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a) Produccion de vainillina 5) consumo de acido fertlico por E.
coli m109(pBB1) en tres diferentes medios de bioconversion:
(OJ) soluciodn salina M9 suplementada con LB, (") extracto de
levadura o (M) triptona C, = 0.19 g/L; X =5.1 g/L; T=30°C
Velocidad de rotacion = 150 rpm

193



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

Figura 5.
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Efecto de la concentracion inicial del acido fertlico (@); produccion
de vainillina y ([J) consumo de acido fertilico después de 2 h de bio-
conversion por E. coli M109(pBB1) en solucion salina M9 suplementa-
da con extracto de levadura. X =4.9-5.0 g/L; T'=30°C

De cualquier manera, es posible tener una idea del significado del fendémeno de
inhibicion observado a través de una comparacion con las inhibiciones observadas
para otros biosistemas. Mientras que el valor de K, compara al estimado para la inhi-
bicion de la glucosa de la fermentacion de hidrolizado de almidon de maiz (Converti
y cols., 1986), K, en este trabajo es sobre una orden de magnitud mas alto. Asi, la
inhibicion del sustrato en la produccion de vainillina fue mas fuerte que el efecto
observado en los sistemas de fermentacion comunes, probablemente debido a la im-
posibilidad de las células no proliferantes de satisfacer los crecientes requerimientos
de manutencion.

Efecto del reciclaje de biomasa en etapas sucesivas de bioconversion

Es importante, para aplicaciones industriales, evaluar la viabilidad de una posible
recuperacion y de una reutilizacion de biomasa. Para este propdsito, las células se
emplearon en una primera bioconversion de 20 horas, realizada a C, = 0.94 g/L.
Después se centrifugaron, lavaron, y reutilizaron en tres etapas sucesivas de biocon-
version. Los principales resultados de estas pruebas (figura 6) no evidencian ninguna
pérdida apreciable de la capacidad de las células de convertir el acido fertlico a
vainillina dentro de las primeras seis horas, incluso después de tres operaciones de
reciclaje sucesivas.
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Figura 6. 1

Concentracion (g/L)

Tiempo (h)

Influencia de sucesivas operaciones de reciclaje de biomasa en la
capacidad de E. coli IM109(pBB1) de producir vainillina (simbolos
vacios) a partir de acido fertlico (simbolos llenos). Secuencia de bio-
conversion: (O) 12, (A) 22, (<) 3%, (O) 4~

Medio de bioconversion: solucion salina M9 suplementada con ex-
tracto de levadura. X = 0.94 g/L; C, =0.94 g/L; T=30°C

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 concentracion de vainillina al final de la bioconversion
(cerca de 20 horas) mostrd una disminucion notable y progresiva (arriba del 35%)
en favor de la formacion de &cido vainillico. Como previamente propusieron Torre y
cols. (2003), esta observacion se puede atribuir al aumento progresivo de la actividad
oxidasica no especifica antes dicha.

De acuerdo a estos resultados, parece razonable concluir que las células recicladas
de E. coli m109 (pBB1) podrian ser empleadas provechosamente para la produccion
de vainillina en continuo o en bioconversiones discontinuas repetidas (Ghigliazza
y cols., 1996), a condicion de que el tiempo de residencia no sea mas largo de seis
horas. Para este proposito, los resultados de la figura 5 sugieren que el rendimientos
de conversion cercano a 90% o atin mas alto se podrian alcanzar solamente usando
concentraciones de acido fertlico en la alimentacion o al principio del ciclo abajo
de C, =0.6 g/l
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Efecto de la agitacion en la bioconversion del acido ferulico
a vainillina

Para estudiar el efecto de la aireacion sobre la produccion de vainillina en EF, segui-
mos un simple protocolo, que fue similar al descrito por Jansen y cols. (1984) para la
produccion de 2.3-butanodiol y extensamente revisado con respecto a la produccion
del xylitol por Parajo y cols. (1998a, b), es decir, aumentando simultineamente la
velocidad de agitacion de 100 a 200 rpm y disminuyendo la relacion entre los vola-
menes del medio y del recipiente (V,/ V) desde 0.52a0.2.

Como se muestra en la figura 7, la concentracion de vainillina aumento progresi-
vamente tanto con el tiempo como con el nivel de aireacion hasta un valor de umbral
de 160-162 mg/L y después disminuy6 a 146 mg/L bajo condiciones excesivamente
aerobias (V / V,=0,2en 200 rpm). En particular, el 4cido fertlico consumido fue casi
totalmente bioconvertido a vainillina (0.98 mol/mol) bajo condiciones optimas (V / Vf
=0.5; 100 rpm), mientras que este rendimiento mostr6 una disminucioén bajo exceso
de aireacion. Un comportamiento opuesto se observo para el acido vainillico, que fue
producido de todos modos en concentraciones bajas (hasta 9.2 mg/L), bajo aerobiosis
intermedia. Como fiable, el alto nivel de aireacion asegurado por Vm/Vf= 0.2 2200
rpm causd un aumento de la concentracion final de este compuesto, probablemente
debido al estimulo de la actividad oxidasica antes dicha. Ademas, la formacion de este
producto fue favorecida claramente por el incremento del tiempo de bioconversion.

Figura 7.

Concentracion de acido
vainilico (mg/L)

Concentracion de vainilla
(mg/L)

0 4 8 12 16 20
Tiempo (h)

Conversiones molares de acido feralico en vainillina (datos superiores) y
acido vainillico (datos inferiores) contra el tiempo. Condiciones de bio-
conversion: (H) Vm/V/ = 0.5, 100 rpm (bajo adicion de N»y); (<) Vm/V/.=
0.5, 100 rpm; (A) V,/V,= 0.5, 200 rpm; (@) V./V,=0.2,100 rpm; ()]
V./V,=0.2,200 rpm; C, =165 mg/L; X =3.0-3.5 g, /L; T=30°C
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Los resultados de la figura 7 presentados juntos precisan que los mejores re-
sultados de biotransformacion se obtuvieron bajo condiciones limitadas de oxigeno
(Vm/Vf: 0.5, 100 rpm) y condiciones anaerobias (adicion de N,). Sin embargo, la
condicion anterior podria ser preferible para un sistema donde un cosustrato tiene
que ser metabolizado aerébicamente para mantenerlo energéticamente.

Bioconversiones en continuo

Seleccion del soporte de inmovilizacién

Para seleccionar el soporte mas apropiado para la produccion en continuo de vainilli-
na en columna de lecho fijo, tres diversos materiales porosos, especificamente 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 inmovilizacion de E. coli 109
(pBB1). Los datos experimentales de estas pruebas de inmovilizacion se muestran en
la tabla 3.

Aunque el vidrio poroso asegur6 el rendimiento mas alto de atrapamiento celular
(EY = 65% de remocion de la biomasa despues de ¢ = 72 h) asi como la concentra-
cién mas alta de vainillina (C, = 0.126 g/L), mostro, bajo mismas condiciones de
atrapamiento, una productividad mas baja (0, = 0.013 gL' h")az =24hy¢ =6
h que el poliuretano (Q, = 0.020 g L' h'') y la esponja sintética (Q, = 0.019 g L"!
h'). Ambos materiales porosos flexibles exhibieron valores interesantes también de
C, (0.091 g/L con poliuretano y 0.080 g/L con esponja sintética), lo que sugiere su
uso para la operacion en continuo en reactor de células inmovilizadas. Las superfi-
cies de respuesta para C, y Q,, marcadas seleccionando los tiempos del contacto e
incubacion como las variables independientes (Torre y cols., 2004b), demostraron
que la produccion de vainillina podria ser optimizada simultaneamente aumentando
¢y disminuyendo 7, mientras que una reduccion de ambas variables independientes
permitiria la maximizacion de la productividad, sin importar el soporte de inmovili-
zacion.

Las tendencias generales de las superficies de respuesta observadas (resultados
no mostrados) demostraron que un incremento de ¢, ocasiond aumentos del grado de
atrapamiento celular y de la concentracion de vainillina, y una disminucion de la pro-
ductividad, probablemente debido a la ocurrencia de limitacion de la transferencia
de masa en el medio de bioconversion. Por lo tanto, la concentracion del producto y
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productividad mas altas se obtuvieron a ¢ = 72 y 24 horas, respectivamente. Por otra
parte, el modelo estadistico mostré que una disminucion del tiempo de incubacion
maximizo6 simultdneamente C, y O,. El valor 6ptimo de esta variable independiente
para ambas respuestas (¢, = 6 h) estaba cerca del detectado para la produccién maxi-
ma de vainillina por células libres (=4 h) (Torre y cols., 2003), evidenciando asi la
ausencia de cualquier limitacion del transporte en el medio de incubacion.

Tabla 3. Resultados experimentales de las pruebas de inmovilizacion
de células E. coli m109(pBB1) de acuerdo a un diseiio 2’ factorial central

Pruebas | t (h) t (h) Soporte EL (%) | C,(g/L) (@ LQ"Vh' )
Poliuretano recirculado 17.6 0.065 0.003
1 72 42 | Esponja sintética 34.0 0.069 0.008
Vidrio poroso 64.5 0.092 0.004
Poliuretano recirculado 11.3 0.040 0.020
2 24 6 Esponja sintética 34.7 0.056 0.019
Cristal poroso 53.0 0.039 0.013
Poliuretano recirculado 11.3 0.033 0.004
3 24 42 | Esponja sintética 347 0.058 0.007
Cristal poroso 53.0 0.000 0.000
Poliuretano recirculado 17.6 0.091 0.005
4 72 6 Esponja sintética 34.0 0.080 0.005
Cristal poroso 64.5 0.126 0.005
Poliuretano recirculado 14.3 0.050 0.009
5 48 24 | Esponja sintética 354 0.060 0.011
Cristal poroso 58.6 0.030 0.007

t, = Tiempo de contacto entre la biomasa y el soporte; #, = tiempo de incubacion de las células; EY =
rendimiento del atrapamiento celular; C, = concentracion final de vainillina; O, = productividad volu-
métrica de vainillina.

Con base en estas observaciones, la esponja sintética se eligié como el mejor
material para pruebas en continuo porque asegur6 los valores mas altos de C )y de
0, bajo todas las condiciones probadas, ademas 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 significacion (p) demostraron (resultados no mostrados) que los modelos mate-
maticos usados para la optimizacion de C,, y de O, fueron altamente significativos y
describieron bien a la region de las variables independientes bajo investigacion.

Pruebas a diferentes velocidades de dilucion

Las bioconversiones en continuo se llevaron a cabo en una columna de lecho fijo
con células atrapadas de E. coli m109(pBB1) en esponja sintética. La concentracion
inicial de acido fertlico permanecio6 a 0.200 g/L y la velocidad de dilucion (D) vario
en el rango de 0.011-0.033 h''.

Se obtuvieron condiciones de estado estacionario a D = 0.022 h! después de cer-
ca de 150 h, en las cuales la concentracion y la productividad volumétrica medias de
vainillina fueron C,, = 0.050 g/Ly C,D = 1.10 mg L' h"', respectivamente.

El 4cido ferulico se consumid apenas parcialmente, siendo que solamente 0.120
g/L fueron detectados en el efluente. Asi para mejorar el consumo de sustrato y
produccion de vainillina, D fue disminuida a 0.011 h''; aunque el consumo de aci-
do fertlico se mejoro (de 0.084 a 0.164 g/L), no fue preferentemente dirigido a
la acumulacion de vainillina, obteniéndose s6lo 0.033 g/L de aldehido producido
bajo estas condiciones, correspondiendo a C,D = 0.37 mg L' h''. A velocidades de
dilucion intermedias (D = 0.018 h™'), la concentracion y productividad de vainillina
fueron C, = 0.052 g/L'y C,D = 0.93 mg L"'h"' (tabla 4), mientras se consumieron
0.108 g/L de acido fertlico.

Tabla 4. Resultados en condiciones de estado estacionario de las
bioconversiones en continuo de acido ferulico a vainillina realizadas
en columna de lecho fijo con células de Escherichia coli JM109(pBB1),
atrapadas en esponja sintética

D (i) C,(g/L) Y, (mol/mol) | C.D (mgL'h’)
00111 0033 0261 0371
00178 0052 0671 0925
00222 0050 0851 110
00267 0030 0514 0801
00030 0007 0069 0198

D = Velocidad de dilucion; C,= Concentracion de vainillina; ¥, = Rendimiento de
vainillina; C,D = Productividad de vainillina.
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Desde los resultados del rendimiento molar (Y,,) contra D bajo condiciones en
estado estacionario (tabla 4), es evidente que un incremento del tiempo de residen-
cia desde 45 a 90 h logr6 una fuerte reduccion (de 0.851 a 0.261 mol/mol) de la
fraccion de acido feralico destinado a la produccion de vainillina. Es probable que,
bajo estas condiciones, el tiempo de residencia fuera tan largo que llevo el sistema a
una condicidon de escasez de co-sustrato (extracto de levadura).

De acuerdo a la hipdtesis anterior, el consecuente bajo nivel de acetil-CoA po-
dria llegar a ser insuficiente para mantener la actividad de la feruloil-CoA sinteta-
za, la primera enzima implicada en la bioconversion de acido ferulico 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) indicé que una fraccion significativa del acido ferulico
se oxid6 completamente a didoxido de carbono; esto sugiere que el microorganismo
podria tener activado una respuesta metabodlica para enfrentar las condiciones de
estrés energético. Como resultado, el microorganismo puede tener expresado una
fuerte actividad oxidasica, que ya se propuso en trabajos previos (Torre y cols.,
2003), probablemente responsable por la oxidacion de una porcion significante de
vainillina a acido vainillico y el consumo subsiguiente de este intermediario a través
del ciclo de Krebs. La disminucion rapida de Y, . a D > 0.022 h"' puede ser atribui-
da, en adicion a la facil lavada de las demas células, también por una inhibicién por
exceso de sustrato de la actividad de una de las enzimas de la ruta de degradacion
del acido ferulico.

Aunque el rendimiento de vainillina en relacion con el consumo de acido fertilico
obtenido en este trabajo fue satisfactorio a D = 0.022 h' (¥, . = 0.851 mol/mol), la
fraccion de sustrato sin convertir fue siempre muy alta. Estos resultados sugieren
que el desempefio de la bioconversion se podria mejorar significativamente a través
de una mejora de la tecnologia de bioconversion, antes de proceder al uso de fuentes
naturales de acido ferulico.
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Probioticos en el comportamiento de pollos
de engorda en la fase de iniciacion
Probiotics on Performance of Broiler Chickens
in the Starter Phase

Martinez-Gonzdlez, J. C.'; Martinez-Herrera, F.;
Soto-Castillo, J. J.; Castillo-Rodriguez, S. P.

Resumen

El presente trabajo de investigacion se realizo en la Unidad Avicola Experimental
de la uam Agronomia y Ciencias de la Universidad Autonoma de Tamaulipas en Cd.
Victoria, Tamaulipas, México. El objetivo fue evaluar el efecto de la adicion de un
probidtico (Progain®), sobre el comportamiento de pollos de engorda en la fase de
iniciacion. Se utilizaron 100 pollos, de una linea comercial sin sexar. Se colocaron
en una criadora tipo bateria durante la primera semana y se proporciond alimento y
agua ad libitum, ademas de la adicion de 60 ml de Progain/dia/100 pollos en el agua
(periodo de adaptacion). Los pollos se vacunaron contra el Newcastle. La duracion
del experimento fue de cuatro semanas y se utilizé un disefio experimental completa-
mente al azar, con cuatro tratamientos (1= Testigo; s6lo agua natural; i1 = Progain 10;
m = Progain 15; y 1v = 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 analisis de varianza
para el disefio antes descrito. No se encontro 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)

! Unidad Académica Multidisciplinaria Agronomia y Ciencias de la Universidad Autonoma de Ta-
maulipas; Centro Universitario Victoria, Apartado Postal 149, Ciudad Victoria, Tamaulipas, México,
e-mail: jmartinez@uat.edu.mx
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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 1, 11,
11 y 1v, respectivamente.

Abstract

The present work was carried out in the Experimental Poultry Unit of the uam
Agronomia y Ciencias of the Universidad Auténoma 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
Newecastle. The experiment had four weeks of duration. The experimental design was
completely randomized, with four treatments (1 = Control; only natural water; i1 =
Progain 10; m1 = Progain 15; and 1v = 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 1, 11, 11 and
1v, respectively.

Introduccion

mentos de origen animal y vegetal para consumo humano, por lo que la pro-

duccioén de alimentos es uno de los mayores problemas que enfrenta el sector
agropecuario. Ademas, existe un desequilibrio entre la produccion de alimentos y el
crecimiento demografico, lo que obliga a realizar investigaciones para aumentar la
produccion de alimentos, buscando en un principio satisfacer las demandas actuales
y asegurar la autosuficiencia.

Asimismo, la proteina de origen animal (carne, leche y huevos) se ha convertido
en una parte importante de la dieta del ser humano y su produccion se debe incre-
mentar. La forma mas sencilla de lograrlo es alimentar a los animales con granos y
concentrados. Sin embargo, esto cada dia se dificulta més en paises como México,

I Z n la actualidad, México afronta una demanda cada vez mas creciente de ali-

206



PROBIOTICOS EN EL COMPORTAMIENTO DE POLLOS DE ENGORDA

donde la competencia por estos alimentos por parte de la poblacion humana hace
practicamente imposible su uso.

En México, la avicultura enfrenta un periodo de crisis debido a los altos costos
de produccion, principalmente en el rubro de alimentacion (Cuca y Avila, 1982), ya
que esta representa mas del 60% de los costos totales de la produccion. Solucionar
este aspecto, sin menoscabo de la productividad, ha motivado la busqueda de diver-
sas alternativas. Dentro de las cuales se pueden sefalar los aditivos alimenticios.
Como aditivo alimenticio se entiende cualquier sustancia o mezclas de sustancias
que estan presentes en el alimento; este aditivo puede ser nutritivo o no nutritivo,
fisiolégicamente activo o inerte, estar intencionalmente y provocar algunos cambios
en el individuo (Saldafia, 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 infeccion leve no
reconocible; b) se reduce la produccion de toxinas microbianas depresoras del creci-
miento; ¢) los agentes antimicrobianos reducen la destruccién microbiana de los nu-
trientes esenciales en el canal gastrointestinal; y d) hay un aumento en la eficiencia
de la absorcion y utilizacion de los nutrientes. Entre estos compuestos se incluyen
los reguladores del crecimiento, los anabolicos, los promotores del crecimiento, las
enzimas, los ionoforos, los antibiodticos, los probioticos, acidos organicos, agentes
de reparticion, 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 6rganos
individuales. Los cambios de peso corporal se asocian intimamente con las altera-
ciones del metabolismo de las proteinas. Los productos que ejercen una influencia
sustancial y directa sobre el crecimiento pueden clasificarse como reguladores del
crecimiento.

En la actualidad, varios farmacos y un gran numero de productos de fermentacioén
se estan vendiendo para su uso en los animales de granja, atribuyéndoles la virtud
de estimular el desarrollo o mejorar de alglin modo la salud y el rendimiento del
animal. Un uso extensivo de los androgenos, estrogenos, progestagenos 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 anabod-
licos en la carne, se ha dirigido la atencion de los productores a las sustancias promo-
toras del crecimiento que se utilizan en la produccion animal, a su modo de accion y
aun mas, 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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ganaderia. Los promotores del crecimiento disminuyen la poblacion de las bacterias
intestinales de las aves que causan una disminucion en el rendimiento. Las aves li-
bres de patdgenos crecen mas rapido con mas eficiencia, por lo que no respondieron
a la accion de los promotores de crecimiento. En cambio los pollitos convenciona-
les tenian un rendimiento casi igual al de los pollitos libres de patogenos cuando
se les administré los promotores de crecimiento (Walton, 1982).

Los antibidticos se utilizan cominmente en el nivel subterapéutico para promover
el crecimiento, mejorar la conversion de alimento, reducir la mortalidad y para mejo-
rar la eficiencia reproductiva. Si bien los antibidticos no pueden corregir errores en la
alimentacion o en la explotacion, su accion sera en todo caso tanto mas eficaz, cuanto
mas bajo sea el nivel sanitario de la explotacion. Esto debido a las diferentes maneras
como actuan los antibioticos, que como sugieren McDonald y otros autores (1973),
reducen o eliminan la actividad de los gérmenes patdégenos que causan “infeccio-
nes subclinicas™; 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 absorcidn del intestino.

Por otro lado, en todo el mundo hay preocupacion por los problemas de residuos
quimicos en la carne, leche y huevos; lo que ha creado el deseo de buscar alternativas
para sustituir a los antibidticos y ciertas hormonas (Henrique, 1998). Es probable
que los probidticos desempefien un papel muy importante para eliminar el proble-
ma de los residuos quimicos (Wren, 1989). Aunque el concepto probidtico 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 probidticos no seran ca-
paces de reemplazar completamente los antibioticos u otras sustancias quimicas, pero
ellos pueden ayudar a reducir considerablemente el uso de estos compuestos quimi-
cos (Wren, 1989). La adicion de probioticos en el alimento de aves es una alternativa
para mejorar la utilizacion del mismo y asi reducir los costos de produccion (Hoyos,
1987; Males y Jonhson, 1990; Fatec, 1997). Los probioticos ayudan a establecer un
equilibrio satisfactorio de microorganismos gastrointestinales y a formar sustancias
que mejoran este equilibrio (Esminguer y Olentine, 1980).

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

En otro orden, las acciones benéficas de la utilizacion de probioticos en la nutricion
animal incluyen (Hoyos, 1987; Cromwell et al., 1991):
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1. Cambio de flora microbial y reduccion de E. Coli.

2. Sintesis de lactato con subsiguiente reduccion de Ph digestivo.

3. Colonizacion del canal digestivo.

4. Produccion de sustancias antibidticas.

5. Reduccién de grupos aminotdxicos y niveles de amonia en el canal gastroin-
testinal y sangre.

6. Estimulan la flora natural.

7. Mejor digestion, mejor aprovechamiento y asimilacion de la racion.

8. Reduccion de diarrea y menor mortalidad.
Sin embargo, Pollman (1986) sefiala que existen efectos negativos como:

1. Competencias de nutrientes con organismos del canal digestivo.
2. Disminucion de la utilizacion de carbohidratos.

El probidtico es un producto que esta hecho a base de microorganismos vivos y
que se utiliza como aditivo en la alimentacidon animal o bien en aplicaciones para
la conservacion de alimentos, como es el caso de los ensilajes (Hoyos, 1987; Wren,
1989; Males y Jonhson, 1990). El probidtico (Progain®) es un producto natural y
seguro para todo tipo de ganado, aumenta la digestion de los alimentos, ayudando
al sistema del animal a aprovechar mas completamente la proteina y otros nutrien-
tes, promueve el crecimiento rapido y/o reduce el consumo de alimento. Se reco-
mienda para aves, marranos, caballos, vacas y becerros, carneros, chivos, conejos,
etc. El probiodtico se emplea en animales débiles y enfermos para darle fuerza y
prevenir pérdidas. Las principales ventajas de este producto son: aumento de peso
rapido; mejora de sabor y calidad de la canal; reduccion de consumo de alimento;
aumento de produccion y huevos; disminucion de tiempo de engorda; reduccion de
problemas sanitarios y las aves son mas vigorosas y alertas (andnimo, s/f).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion de di-
ferentes dosis de un probidtico (Progain®) en el agua de bebida de pollos de engorda
en la etapa de iniciacion y su efecto sobre la ganancia de peso semanal.

Materiales y métodos

La presente investigacion se llevo a cabo en la Nave Avicola Experimental de la
Unidad Académica Multidisciplinaria Agronomia y Ciencias de la Universidad Au-
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tonoma 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 (INEG1, 2005).

Antes de realizar el experimento la nave fue limpiada, desinfectada con una solu-
cion yodada (Isodine) y las paredes fueron quemadas y encaladas. Ademas, las bate-
rias y todos los materiales que se utilizaron en esta investigacion fueron debidamente
lavados y desinfectados con una solucion yodada (Isodine).

Se utilizaron 100 pollos de engorda de una linea comercial sin sexar; los cuales fue-
ron colocados en una criadora tipo bateria durante la primera semana y se les propor-
ciono alimento y agua a libre voluntad, ademas de la adicion de 60 ml de Progain/dia
en el agua, por cada 100 pollos (periodo de adaptacion), también la primera semana se
les aplico la vacuna contra el Newcastle. El alimento suministrado fue de una marca
comercial elaborado para pollos de engorda en la etapa de iniciacion (22% pc) y se
ofreci6 ad libitum.

Para el presente experimento se utilizé un disefio 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 mas homogéneos
en cuanto a peso.

El trabajo tuvo una duracidn de cuatro semanas con un periodo de adaptacion de
una semana. Los tratamientos estudiados en el presente trabajo fueron: 1 = Testigo,
solo agua natural; 11 = Progain 10; 1.87 ml de Progain en el agua; 1 = Progain 15;
3.75 ml de Progain en el agua; y v = Progain 20; 5.62 ml de Progain en el agua.

La dosificacion se realizaba diariamente para lo cual se diluia el probiodtico en
el agua de bebida, buscando que los pollos en cada tratamiento consumieran en su
totalidad el tratamiento (suministro de agua dos veces al dia).

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 bascula
electronica. La evaluacion de los datos se realizo mediante el analisis de varianza,
descrito para el disefio antes mencionado (Cochran y Cox, 1981).

Resultados y discusion

Ganancia de peso semanal
En el presente experimento la ganancia de peso en la primer semana durante la etapa

de iniciacion de pollos de engorda de una linea comercial fue de 88.3 g, 1a cual puede
ser considerada como baja debido a que los pollitos durante este tiempo deberian
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tener una ganancia aproximada de 125 g (Nrc, 1984). Asimismo, Castillo (1987),
Castillo (1987a), Vasquez (1986) y Romero (1986) mencionan que los pollos a una
semana de edad tenian un peso de aproximado de 110 g. En otros trabajos Progain
mostré aumentar la eficiencia de alimentos en 20 a 25% sobre el testigo y en granjas
comerciales para la produccion de pollos en engorda Progain ha aumentado el peso
de 37 a 42% mas que el testigo (andnimo, s/f).

No se observaron efectos (P > 0.60) del tratamiento sobre la ganancia de peso
en la primer semana. Similarmente, Duefies (1997) y Legorreta (1996) mencionan
que la ganancia de peso no se afectd por la adicion de un probiotico (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 recomendacién comercial ganaron
mas 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 si 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 iniciacion

Semanas
Tratamiento
N 1 2 3 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 relacion a los tratamientos (figura 1). Debido a
que los pollos que recibieron algtin tratamiento con probiodtico, mostraron comporta-
mientos inconstantes a través del periodo de estudio, inclusive fueron superados por
los del grupo testigo. Lo cual esta en contra de lo que se cita en la literatura (Hoyos,
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1987; Wren, 1989; anénimo, s/f), donde se menciona que la utilizacion de los pro-
bidticos mejora la ganancia de peso hasta en un 25% con relacion al testigo.

Figura 1. Ganancia de peso por semana de pollos tratados con un probiético
(Progain) en el agua de bebida durante la fase de iniciacion
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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 iniciacion para pollos de engorda de una linea comercial fue de 920.8 g, la
cual es similar a la mencionada por Vasquez (1986), quien encontrd una media de
ganancia de peso total de 916.0 g; sin embargo, este valor se puede considerar como
bajo, debido a que la NrRC (1984) sefiala 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 11 (dosis comercial de Progain)
fueron los que mostraron la menor ganancia total de peso (799 g), mientras que
los pollos que recibieron el tratamiento m (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 iniciacion tratados con un probiotico 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 relacion a la encontrada por Castillo (1987), quien
obtuvo una ganancia de peso final durante la etapa de iniciacion de 1 106 g. Este au-
tor menciona que los pollos que recibieron el promotor de crecimiento (olaquindox)
ganaron mas 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 11 (Progain a dosis co-
mercial) fueron los que tuvieron el menor peso final (867 g), mientras que los pollos
del tratamiento 11 (Progain a 1.5 dosis comercial) mostraron el mayor peso final con
972.6, lo que representd una ganancia de 12%. Estos resultados son contradictorios a
los mencionados por Hoyos (1987) y Wren (1989), quienes sefalan que los animales
que reciben probidticos tienen un mejor comportamiento que los del grupo testigo,
situacion que en este experimento no sucedio.

En la figura 2 se presentan las ganancias de peso por semana para la fase de ini-
ciacion.
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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 iniciacion
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Conclusiones

Bajo las condiciones del presente trabajo se concluye que la adicion del probidtico
Progain no mejord la ganancia semanal de peso de los pollos. Solo se observo que el
probiodtico mejora la ganancia de peso final y total, pero de manera inconstante.

Es necesario realizar mayor investigacion, buscando la manera de controlar otras
variables como son consumo de alimento, conversion alimenticia, mortalidad, etc.,
para determinar la utilidad del uso de los probioticos.
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Resumen

El uso de biomasa renovable como sustrato en procesos biotecnoldgicos es una alter-
nativa sostenible y adecuada que permite la produccion de nuevos alimentos, produc-
tos quimicos y farmacéuticos evitando el dafio al medio ambiente. Brasil es un pais
conocido por su gran cantidad de recursos renovables, tales como el bagazo de cafia
de azucar generado a partir de las industrias azicar-alcohol. Esta biomasa puede ser
utilizada de forma exitosa en varios bioprocesos para la obtencion de productos de
alto valor agregado como el xilitol. El xilitol es un alcohol de azucar anticariogénico
con importantes propiedades tecnoldgicas y biomédicas. La produccion microbiana
de xilitol usando residuos lignoceluldsicos como sustrato constituye un desafio para
la biotecnologia moderna y goza de varias ventajas econémicas en comparacion con
los procesos quimicos convencionales. En este sentido, el grupo de investigacion ha
centrado sus esfuerzos en diferentes estrategias para la bioproduccion de xilitol a par-
tir del bagazo de cafia de azucar, incluyendo estudios con células inmovilizadas que
utilizan diferentes soportes y biorreactores.
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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.

Introduccion

1 uso de recursos renovables conlleva amplias implicaciones en el mundo

actual. La biomasa celuldsica tiene gran importancia en el impacto medio-

ambiental, en relacion con su deterioro, el calentamiento global y el cambio
climatico. De hecho, actualmente la agricultura en general esta aumentando y de-
ben de desarrollarse nuevos procesos tecnologicos compatibles con la sostenibilidad
energética. En este sentido, el uso de recursos renovables en los procesos tecnologi-
cos resulta fundamental para generar nuevos alimentos y energias. El uso de biomasa
renovable como sustrato en procesos biotecnologicos es una alternativa adecuada y
sustentable. Brasil esta reconocido como un pais con potenciales recursos renova-
bles como es el caso del bagazo de caina de azlcar. Este residuo agroindustrial se
genera a partir de las industrias del alcohol de azucar y representa una importante
biomasa con posibilidades de ser utilizada en procesos biotecnologicos. Esta bioma-
sa puede ser usada con éxito en varios bioprocesos para elaborar productos quimicos
y materias primas.

El bagazo de cafia de azucar, un residuo obtenido después del triturado de la caiia
para extraer el caldo, es el residuo lignocelulosico mas abundante en Brasil, gene-
rando aproximadamente 116-millones de toneladas por aiio (Cunha y cols., 2005).
Aunque la mayoria del bagazo ha sido empleado por la propia industria de la cafa
de azlicar para la generacion de energia, existe un excedente de este residuo agroin-
dustrial, por lo que se han evaluado varias alternativas de uso. Las tecnologias estu-
diadas incluyen la produccion de xilitol, etanol, papel, enzimas y otros (Dominguez
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y cols., 1996). Entre estas alternativas la produccion de xilitol se muestra como la
mas atractiva, dado que el xilitol es un compuesto de gran valor afiadido que puede
usarse en un gran numero de industrias, incluyendo la alimentaria, odontolégica,
cosmética y farmacéutica.

La eficiencia y la productividad de este poliol mediante procesos de fermentacion
depende principalmente de los microorganismos y de las condiciones empleadas en el
proceso. En los tltimos diez afios, el Grupo de Bioprocesos y Microbiologia Aplicada
del Departamento de Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria Quimica de Lorena,
Brasil, ha estado estudiando los factores que afectan a la biosintesis de xilitol a par-
tir de residuos lignoceluldsicos. La meta principal de este proyecto de investigacion
es desarrollar una tecnologia de bajo costo para la produccion de xilitol a gran escala.
El objetivo de este trabajo es presentar algunos resultados de los avances alcanzados
por el grupo, relacionados con los parametros microbioldgicos en la produccion de
xilitol mediante procesos biotecnologicos usando células de levadura de Candida
guilliermondii r11 20037 en diferentes condiciones experimentales.

Debido a lo limitado de la informacion cientifica y técnica existente respecto al
uso de sistemas de células inmovilizadas en relacion con la bioconversion de la xilo-
sa a xilitol, los autores han dedicado su esfuerzo a conseguir una mejor evaluacion
de estos sistemas. Se han desarrollado algunos estudios como por ejemplo el
uso de sistemas celulares atrapados en alginato calcico y sistemas de células absor-
bias en cristal poroso (Carvalho y cols., 2003 y Marton y cols., 2003), y mas recien-
temente el uso de matrices de alcohol polivinilo como soporte de inmovilizacion
en la bioproduccion de xilitol. Los sistemas biocataliticos inmovilizados ofrecen
algunas ventajas sobre los sistemas de células libres, tales como la proteccion ante
condiciones ambientales adversas, la posibilidad de reutilizacion de las células, el
uso de altas densidades celulares que posibilitan mayores velocidades de procesado
y elevadas tasas de dilucion operando en continuo. Ademas, 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 biotecnologicos de
los procesos de fermentacion que se relacionan con la produccion de xilitol.

Materiales y métodos

Microorganismos

En todos los experimentos se emple¢ el filtrado de levadura de Candida guilliermon-
dii ¥11 20037, obtenido en el Departamento de Biotecnologia de la Facultad de In-
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genieria Quimica de Lorena, Faenquil, Lorena; Brasil [1]. El cultivo fue mantenido
en agar inclinado de extracto de malta a 4°C. Este cultivo posee la particularidad de
crecer usando la xilosa como fuente de carbono.

Cultivo del inoculo

Las células de levadura Candida guilliermondii F11 20 037, descritas por Barbosa y
cols. (1998), se mantuvieron a 4°C en agar inclinado de extracto de malta. Una mues-
tra de células fue transferida a Erlenmeyers de 125 mL que contenian 50 mL de medio
de crecimiento (30 g L' de xilosa, 3 g L' de sulfato amoénico, 0.1 g L' de cloruro de
calcio y un 10% v/v de extracto de salvado de arroz). El indculo fue cultivado en un
agitador rotatorio a 200 rpm y 30°C durante 24 horas. Mas tarde, las células fueron
colectadas por centrifugacion (2 000 x g, 15 min), aclaradas con agua destilada esté-
ril, centrifugadas y resuspendidas en agua destilada estéril para obtener una suspen-
sidn con alta concentracion de células.

Obtencion y preparacion de hidrolizado de bagazo de cana de azucar

El hidrolizado hemiceluldsico se obtuvo a partir de la hidrdlisis acida de bagazo de
cafia de azlcar, segun se ha descrito previamente (Carvalho y cols., 2003).
Condiciones de fermentacion

Las fermentaciones se realizaron en frascos Erlenmeyer de 125 mL con agitacion o
en fermentadores de lecho fijo (1 y 2.5 L), usando xilosa o hidrolizado hemicelulosi-
co y anadiendo nutrientes como se describe arriba. El sistema de fermentacion estaba
equipado con controladores de pH, pO,, temperatura y aireacion.

Meétodos analiticos

Se prepararon diluciones adecuadas de muestras por filtracion 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, acido acético y xilitol se analizaron en Cromato-
grafia Liquida de Alta Resolucion (HpLc), usando una columna Bio-Rad Aminex Hpx-
87H a45°Cy SO, H, 0.02 N como eluente a una tasa de flujo de 0.6 mL min™'.

El crecimiento fue monitorizado mediante la medida de la turbidez a 600 nm. La
masa celular se estimé usando una relacion entre la densidad optica y el peso seco
celular.

El coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (k,a) se determiné bajo
condiciones estandar de fermentacion por el método de “gassing-out” descrito por
Pirt (Cunha y cols., 2005).

Resultados y discusion

En las levaduras fermentadas con xilosa, ésta se redujo por la xilosa- reductasa
NADPH- y/0 NADH-dependiente (xR) a xilitol, el cual es entonces oxidado a xilulosa
principalmente por la xilitol-deshidrogenasa Nap+-dependiente (xpH). 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 glicoliticas (figura 1).

Figura 1. Esquema simplificado del metabolismo de la xilosa
mediante levaduras fermentadoras de xilosa
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La sintesis biologica del xilitol esta regulada por varios pardmetros fisiologicos y,
bajo todas las condiciones estudiadas, esta cepa de levadura (Candida guilliermondii
F11 20037) fue capaz de excretar xilitol a diferentes tasas (Cunha, Converti y cols.,
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2006; Morita y Silva, 2000). La cepa ha demostrado, ademas, capacidad para crecer
en un medio rico en xilosa, lo que no es comun en la mayoria de las cepas de levadu-
ras. El uso de bagazo de cafia de aziicar como sustrato (el cual es rico en xilosa) en
procesos fermentativos para la produccion de xilitol, consiste inicialmente en azuca-
res liberados a partir de la porcion hemicelulosica mediante un proceso de hidrolisis
acida suave. Este proceso esta acompafiado por la formacion de cantidades conside-
rables de productos de descomposicion de la hemicelulosa, tales como el furfural,
hidriximetilfurfural, acido acético y otros productos derivados de la degradacion de la
lignina. Estos compuestos quimicos interfieren negativamente con el crecimiento de
las células de levadura (Cunha, Rodriguez y cols., 2006) y con la adicional fermen-
tacion del xilitol (Rodriguez y cols., 2001; Silva y cols., 1997; Mussato y Roberto,
2001). Asi pues, el uso de esta biomasa hidrolizada como medio de fermentacion para
el crecimiento de microorganismos resulta critico y se necesitan varios tratamientos
para extraer estos productos. El crecimiento celular en este hidrolizado y la formacion
de xilitol dependen del tratamiento y de las condiciones de fermentacion empleadas.
En el presente trabajo el tratamiento empleado fue capaz de reducir algunos compues-
tos toxicos en el hidrolizado, asi se observo un buen funcionamiento de C. Guillier-
mondii en el xilitol excretado en el caldo (Cunha, Converti y cols., 2006; Dominguez
y cols., 2006; Silva y cols., 1998). El efecto de algunos pardmetros contracorriente en
este bioproceso fue determinado. El efecto de la temperatura no resulté muy signifi-
cativo, los mejores resultados en la produccion de xilitol se alcanzaron a los 30 °C.
Para medios sintéticos es posible llevar a cabo este proceso de fermentacion a pH bajo
(3-4), pero en los substratos hemiceluldsicos los mejores funcionamientos en fermen-
tacion ocurrieron a un valor alto de pH (5.3-6.0). Este hecho es debido a la presencia
de inhibidores como el acido acético en los hidrolizados y su efecto sobre la membra-
na celular (Cunha, Converti y cols., 2006). La produccion de xilitol se estimulo por al-
tas concentraciones de xilosa, y los mejores valores de Yp/s (0.83 g g') se alcanzaron
usando 70 g L' de la xilosa inicial. La presencia de glucosa, acido acético y furfural
mostraron un efecto negativo sobre la biosintesis de xilitol (Pirt, 1975). La tasa de
aireacion resulto el principal factor fisiologico que afecta a la produccion de xilitol, y
los mejores resultados se alcanzan usando un ingreso bajo de oxigeno o limitando su
entrada. En el presente trabajo, la maxima produccion de xilitol (41.76 g L') a partir
del bagazo de cafia de azlicar y la maxima productividad volumétrica de xilitol (0.87
g L''h") se lograron bajo un tiempo de agitacion de 400 min "'y una tasa de aireacion
de 0.45 v.v.m (Morita y Silva, 2000). Bajo estas condiciones, mediante el control de
la tasa de aireacion, el K, a para la maxima produccion de xilitol es aproximadamente
de 27 h''. Este resultado puede explicarse por el efecto del oxigeno en el metabolis-
mo de la xilosa y la regeneracion de cofactores para la enzima xilosa-reductasa. Un
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modelo matematico simple adaptado para este bioproceso mostrd que entre el 10 y el
30% de la produccion 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 calcico, cristal poroso, zeolita (figura 2),
alcohol polivinilo (figura 3) y bagazo de cafia de azuicar (figura 4) han sido utiliza-
dos para la inmovilizacion de C. Guilliermondii. Todos ellos presentaron resultados
interesantes en el bioproceso.

Figura 2. Fotografia de microscopia electréonica de barrido mostrando
células de Candida guilliermondii inmovilizadas en zeolita
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Figura 3. Fotografia de microscopia electréonica de barrido mostrando
células de de Candida guilliermondii inmovilizadas en pva-criogel

Las matrices de hidrogeles de alcohol polivinilo como PVA-cryogel (Cunha, Ro-
driguez y cols., 2006) pva-cryogel (Cunha, Rodrigues y cols., 2006) y pva-LentiKats
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(Cunha, Converti y cols., 2006) han mostrado un buen rendimiento en los procesos
de bioconversion de xilosa a xilitol. Estas matrices presentan mayor resistencia me-
canica que otras matrices de polimeros naturales como el alginato, ademas, poseen
una estructura macroporosa y no son toxicas para los microorganismos. Resulto po-
sible usar estos soportes para ciclos fermentativos sucesivos y, como resultado, la
produccion de xilitol, el factor de rendimiento y la productividad volumétrica au-
mentaron con el reciclado progresivo de células (Cunha, Rodrigues y cols., 20006).

Figura 4. Fotografia de microscopia electronica de barrido
mostrando células de Candida guilliermondii inmovilizadas
en bagazo de caiia de azicar

El bagazo de la cafia de azucar se considera un interesante soporte de inmoviliza-
cion debido a su abundancia y bajo costo. Los resultados experimentales mostraron
que el bagazo de cafia de azlcar tiene un gran potencial para ser usado en la inmovi-
lizacion celular durante los procesos fermentativos en la produccion de xilitol [18].

De acuerdo con los resultados, los ensayos biotecnoldgicos para la produccion
de xilitol se muestran eficientes y pueden obtenerse altas tasas de produccion de
xilitol bajo condiciones controladas de fermentacion. Para desarrollar un proceso de
fermentacion eficaz en aplicaciones a gran escala se requiere un control adecuado
de la entrada de oxigeno que permita la formacion de xilitol a partir del hidrolizado
de bagazo de cafia de azucar. La levadura de Candida guilliermondii usada en este
bioproceso es potencialmente til para la produccion de xilitol a partir de sustratos
hemiceloldsicos, debido a los elevados rendimientos de xilitol alcanzados, compara-
bles con los obtenidos en medios sintéticos. Las técnicas de inmovilizacion celular
pueden contribuir a la obtencién de mejores resultados de bioconversion. Realmente,
algunos parametros a contracorriente estan bajo estudio en nuestros laboratorios, asi
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como estudios acerca de las propiedades biomédicas del xilitol obtenido mediante
procesos biotecnologicos.
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Aprovechamiento del bagazo de cana
para la produccion de xilitol
Use of the Sugar Cane Bagasse
for The Production of Xylitol

Rodriguez Duran, N. A.; Bustos Vazquez, G.;
Gamez Garcia, S.; Lopez Gonzalez, P, Compedn Ramirez, E.

Resumen

La cafia de azlcar es uno de los principales productos agricolas de México y se indus-
trializa principalmente para la obtencion de sacarosa. Actualmente, el consumo de este
edulcorante ha disminuido debido a nuevas tendencias nutricionales o a la utilizacion
en la industria de los alimentos de otros endulzantes mas econdémicos. Un cambio de
“industria azucarera” a “industria del cultivo de cafia” permitiria un aprovechamiento
integral de dicho cultivo. La presente revision bibliografica trata sobre la situacion de
la industria azucarera, el porqué de la importancia del aprovechamiento del bagazo
de cafia para la produccion de xilitol, asi como de las caracteristicas y opciones de
produccion de este edulcorante. También se mencionan investigaciones realizadas en
torno a la produccion biotecnoldgica de xilitol a partir de materiales lignoceluldsicos.

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

Introduccion

nece a la misma familia que la del sorgo y el maiz, la composicion del tallo

es de aproximadamente 75% de agua y el 25% de fibras y solidos solubles.
El jugo del tallo esta constituido por sacarosa, glucosa, fructosa, minerales, protei-
nas, gomas, polisacaridos, acidos organicos y compuestos miscelaneos de menor
importancia enumerados por lo general como un porcentaje de los solidos del jugo
(James, 1999).

La cana de azlicar se cultiva practicamente en todas las regiones tropicales y sub-
tropicales de la tierra. En México, este cultivo es uno de los seis principales productos
agricolas junto con el maiz, el frijol, el trigo, el café y el sorgo, ocupando este pais el
sexto lugar a nivel mundial con el 3.34% de la produccion, y siendo Brasil el mayor
productor con un 28.6% (ver tabla 3) (Procafia, 2002; Ramirez Juarez, 2001).

En Tamaulipas su produccion representa el 34.9% de la produccion 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).

l a cafia de azlicar es una graminea tropical del género Saccharum, que perte-

Productos y subproductos del cultivo de cafia de azicar

La cafa de azucar es industrializada en los ingenios azucareros para obtener sacaro-
sa como producto principal, girando su economia en torno a este edulcorante, cuya
demanda decrece debido al surgimiento de tendencias nutricionales en las que lo
cotizado son los alimentos bajos en calorias, ademas de la aparicion en el mercado de
edulcorantes naturales de menor costo y ligeramente mayor poder edulcorante como
los Jarabes de Maiz Ricos en Fructosa (JMRF).

Los productos secundarios que se obtienen a partir de la cafia de azticar son me-
lazas o mieles, bagazo, cachaza de los filtros, cenizas de los hornos y gases de com-
bustion. 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 alimentacion de ganado (sola o mezclada con fuentes de celulosa como el baga-
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70) y el otro en la produccion de alcohol, ya sea como combustible liquido renovable
o para la elaboracion de ron (James, 1999; Mesa Oramas, 2004).

Mientras que la cachaza de los filtros se utiliza por lo general como fertilizante,
abono organico (sustituyendo el empleo de compuestos quimicos), 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 cafia que sale del ulti-
mo molino, contiene el azicar no extraido, fibra lefiosa (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 fabrica, permitiendo la
cogeneracion de energia eléctrica durante el proceso de fabricacion de azucar; los
excedentes se pueden emplear para la producciéon de furfural, generacion de elec-
tricidad, de metano o metanol, forrajes, carbon activado, sustrato en la produccion
de setas y/o xilitol, asi como para la fabricacion de pulpa, carton, papel y tableros
(Cabrera et al., 2004; Gamez 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 econémica, ya que no se genera ninguno de
los posibles ingresos monetarios que se obtendrian de la fabricacion de los deriva-
dos ya mencionados, en especial se pierde la oportunidad de producir un edulcorante
competitivo en el mercado. El aditivo en cuestion es el xilitol, sobre el cual ya se
han realizado estudios estableciéndose su factibilidad de produccion a partir de lico-
res, obtenidos con el tratamiento del bagazo con &cidos débiles y altas temperaturas
(hidrélisis acida) o con enzimas (hidrélisis enzimatica), fermentados con diversos
microorganismos capaces de efectuar la bioconversion de xilosa a xilitol. Ademas,
la biomasa generada también podria utilizarse como proteina unicelular (Aguilar R.,
2000; Aguilar et al., 2002; Bustos Vazquez, 2001; Bustos et al., 2003; Gamez, 2003;
Gamez et al., 2004; Rangel et al., 2005; Rodriguez Chong et al., 2004).

Situacion de la industria azucarera

En M¢éxico la industria azucarera es una actividad de suma importancia dentro del
sector primario de la economia nacional, sin embargo, el proceso de obtencion de
azucar 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

232



APROVECHAMIENTO DEL BAGAZO DE CANA PARA LA PRODUCCION DE XILITOL

tecnolodgicos, en eficiencia y en aprovechamiento de los co-productos (Sagarpa,
2004).

La industria azucarera se ha visto desfavorecida por el rapido desarrollo del
mercado de edulcorantes diferentes del aziicar que ocupan en la actualidad un alto
porcentaje del mercado total de edulcorantes en el mundo. Aunque el azicar con-
tinua siendo el edulcorante de mayor preferencia a nivel mundial, se aprecidé una
tendencia (a mediados de los afios 90) a sustituirla por otros, ya sean caldricos o
artificiales. Otro factor que ha contribuido a esta tendencia favorable a la sustitu-
cion del azucar es la mayor preocupacion que han prestado algunos paises hacia
las cuestiones dietéticas y habitos de alimentacion por parte de los consumidores
finales (Mesa Oramas, 2004).

El Jarabe de Maiz Rico en Fructosa (JMRF) es un edulcorante que compite comer-
cialmente con la sacarosa; éste se obtiene después de moler el maiz y utilizar sus pro-
piedades principales para otros productos. En la década comprendida entre 1975 y
1985, los Estados Unidos de América iniciaron una politica de sustitucion del aziicar
por JMRF, que es un edulcorante mas barato y del cual ellos mismos son productores.
De esta manera iniciaron la sustitucion de sus importaciones de sacarosa por un in-
sumo local, creando subsidios directos a la producciéon de maiz y permitiendo asi a
los productores del edulcorante tener una materia prima muy econdémica. Este pais
se convirtio de netamente importador de edulcorantes (dependiente de la produccion
extranjera) a un exportador neto de edulcorantes (Félix, 2002; Nova Gonzalez y
Pena 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 contaminacioén que pro-
duce. Debido a estos factores se han reducido significativamente las areas de culti-
vo de cafia y se ha provocado el cierre de muchos ingenios, dejando sin ocupacion
a miles de campesinos y obreros. Por lo tanto, el desarrollar una buena alternativa
para utilizar al méximo cada uno de los productos y subproductos derivados de la
cafla de azlicar contribuird al mejoramiento de las condiciones econdmicas de este
grupo de la sociedad. Es decir, es necesario diversificar la gama de productos del
sector mediante la implementacion de sistemas alternativos para la produccion de
energia y combustibles, aditivos alimentarios, la produccion 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 correlacion entre los volimenes fabricados de cada pro-
ducto, a fin de operar siempre en el rango de maxima ganancia. Un central azucarero
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Figura 1. Diagrama del proceso de la obtencion de la aziicar de caiia
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diversificado permite un mejor aprovechamiento de los residuos de la agroindustria,
es decir, un aprovechamiento integral del cultivo de cafia con el menor impacto eco-
logico. En la figura 1 se muestra un diagrama de proceso de la cafia de aztcar obte-
niendo como producto fundamental al aztcar, sin llevar a cabo un aprovechamiento

integral (Horta Nogueira et al., 1999).

Produccion de xilitol

El xilitol es un poliol que se emplea como edulcorante caldrico de baja intensidad. Es
un pentitol o polialcohol de cinco carbones que proviene de la reduccion de la xilosa
y se presenta en la naturaleza en pequeas cantidades, en las levaduras, hongos, li-
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; Garcia 2005; Larosa, 2000; Rangel et al., 2005).
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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. Asi, una gran parte del
poliol alcanza el intestino grueso, donde es bioldgicamente degradado a acidos gra-
sos, metano y anhidrido carbonico, entre otros productos. Dichos acidos grasos son
parcialmente absorbidos por el intestino grueso, entrando en el metabolismo inter-
medio (Garcia, 2005; James, 1999; Larosa, 2000; Rangel et al., 2005).

En cuanto a su poder edulcorante, éste es similar al de la sacarosa y varia de 0.85
a 1.25 dependiendo del pH, concentracion, temperatura y otros factores. Una con-
centracion de 10 % de xilitol tiene una dulzura igual a un 10 % de sacarosa (Cruz
Freire, 2005; Garcia, 2005; Rangel et al., 2005).

Una caracteristica organoléptica importante es que su ingestién produce una sen-
sacion de frescura similar al mentol. Ademas, es un producto que no produce caries,
ya que no es metabolizado por los microorganismos especificos (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
si sucede cuando se consume glucosa, lo cual constituye una ventaja, pues un bajo
pH favorece la retencion y crecimiento de los microorganismos responsables de las
caries. Su ingestion, 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 proteccion de los dientes, ademas 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; Garcia, 2005; James, 1999; Larosa, 2000; Rangel
et al., 2005).

El xilitol no lleva a cabo la reaccion de Maillard, por lo cual no provocan oscure-
cimiento ni disminuyen el valor bioldgico de las proteinas. El xilitol no es utilizado
por la mayoria de los microorganismos, por lo tanto los productos hechos con xilitol
tienen menor riesgo de sufrir una descomposicion (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 topicos, aprovechando su beneficio den-
tal, su poder edulcorante (casi igual al de la sacarosa) y la sensacion 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
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baja higroscopicidad, una buena compresibilidad y un bajo punto de fusion.
En cuanto a la alimentacion 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, formandose agua y anhidrido
carbonico siendo independiente de la insulina, ademas por tener la ventaja de
que por esterilizacion 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 aportacion baja de calorias 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 pequefias cantidades por
lo que su extraccion de estas fuentes resulta poco rentable. Industrialmente, se pre-
para a partir de la D-xilosa, obtenida por hidrolisis de hemicelulosa proveniente de
materiales lignoceluldsicos, mediante una reduccion catalitica en presencia de niquel
(ver figura 5) (Badui Dergal, 1999; Cubero et al., 2002; Garcia, 2005; Larosa, 2000;
Mussatto y Roberto, 2004; Parajo et al., 1997).

Los materiales lignoceluldsicos son tratados con procedimientos adecuados para
obtener licores de xilosa que ademas contienen otros monosacaridos, pero en menor
concentracion. Estos materiales son entre otros: el marlo del maiz, la corteza de las
frutas secas (nueces, almendras, avellanas), paja, pulpa de madera, plantas de algo-
don, bagazo de cafa, cascara del arroz y otros subproductos agricolas; todos ellos
contienen pentosanos (de un 20 a 35 % de xilano, polimero de xilosa, en base seca)
los cuales muchas veces estan asociados con la lignina y la celulosa (Larosa, 2000;
Rangel et al., 2005).

Por hidrolisis acida, en condiciones moderadas, se obtienen dichas pentosas,
siendo en nuestro caso de interés la D-xilosa. Dicha pentosa, segin la materia prima
empleada, la acompafian otras pentosas (arabinosa y ribosa). El 4cido a emplear pue-
de ser el acido sulftrico, pudiendo utilizarse asimismo otros, incluso acidos débiles.
Se mezcla el material lignocelulésico molido con la solucion acida y se calienta a
temperatura de ebullicion (aproximadamente 100°C) (Larosa, 2000).

Una vez efectuada la hidrodlisis el licor obtenido contiene la D-xilosa, la cual de-
bera ser sometida a la hidrogenacion para llegar al xilitol. Previamente es necesario
separarla del material solido y proceder a la neutralizacion. Una vez neutralizado el
hidrolizado se concentra y desmineraliza (Larosa, 2000; Rangel et al., 2005).

Segun la materia prima empleada, como fuera indicado, la D-xilosa presente en
la solucion puede estar acompanada por otras pentosas que se deben eliminar. Para
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Figura 2. Proceso de produccion de xilitol por sintesis quimica
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Fuente: Larosa, 2000

ello, se trata la solucion pasandola a través de una columna para una separacion cro-
matografica. Posteriormente, la solucion asi tratada se decolora haciéndola pasar a
través de una columna de carbdn activo, luego de lo cual la D-xilosa en solucion se
hidrogena. Esta etapa se efectiia en un reactor (idoneo para trabajar a presion a aprox.
30 bar g) con vigorosa agitacion, en presencia de un catalizador metalico (Ni-Raney u
otros catalizadores metalicos: por ejemplo paladio o rutenio) e hidrégeno. Concluida
la hidrogenacion, la solucion se filtra para recuperar el catalizador, el que sera reutili-
zado en la hidrogenacion sucesiva. En el caso de que se emplee Ni como catalizador
durante este proceso la solucion adquiere color, siendo necesario tratarla con una re-
sina de intercambio idnico (resina cationica) para despojarla del Ni. La solucion que
contiene xilitol se concentra, el xilitol se cristaliza, se separa, se seca y se envasa en
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bolsas o en recipientes idoneos para su almacenamiento y transporte (Larosa, 2000;
Rangel et al., 2005).

El proceso para obtener al xilitol por via fisicoquimica o sintesis quimica me-
diante la hidrogenacion de la xilosa tiene la desventaja de tener un alto costo de
produccion, ya que utiliza catalizadores quimicos costosos, condiciones ambientales
drésticas y varias etapas de purificacion (Mussatto y Roberto, 2004; Rangel ef al.,
2005).

Una via alternativa a la sintesis quimica es el proceso fermentativo, la cual utiliza
como catalizador un microorganismo bajo condiciones moderadas de presion, tem-
peratura y concentracion. Actualmente se realizan estudios para lograr la optimiza-
cion de las condiciones de fermentacion con la finalidad de lograr una produccion de
xilitol mucho mas rentable (Cruz Freire, 2005; Garcia, 2005; Larosa, 2000; Mussatto
y Roberto, 2004; Parajo 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 accion de una enzima denominada xilosa reductasa que es NADP-depen-
diente. La cantidad de xilitol y la productividad del mismo dependeran 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 produccion de xilitol
es la Debaryomyces hansenii (Canilha et al., 2003; Cruz Freire, 2005; Rangel
et al.,2005).

El xilitol tiene ventajas sobre los demas edulcorantes, principalmente sobre la
sacarosa, ya que €sta es cariogénica, tiene un alto contenido caldrico y ocasiona un
aumento en la demanda de insulina. Estas son las razones por las cuales los nutricio-
nistas recomiendan bajar el consumo de azlicar 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 podrian preferir al xilitol (Cubero ef al., 2002;
Delgado et al., 2004).

La ventaja del xilitol sobre los edulcorantes intensivos o no nutritivos es que en
los afios mas recientes se ha puesto en duda el consumo de €stos por posibles afec-
taciones a la salud humana; para algunos de ellos ha sido prohibida su produccion y
consumo en diversos paises, 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
A (Ingesta Diaria Admisible) (Aguilar, 2004; Aviles, 2001; Leén Espinosa de los
Montero et al., 2000; Nova Gonzalez y Pena Castellanos, 2002).

En la actualidad se registra un gran movimiento mundial hacia el consumo de
productos naturales de origen organico. Se estima que este movimiento se incremen-
tara al menos en los proximos diez afios, lo que puede motivar una estabilidad en
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el consumo de los edulcorantes intensivos e inclusive una reduccion de los niveles
actuales, cediendo espacio al azucar y otros endulzantes de origen organico, como lo
es el xilitol obtenido por procesos biotecnologicos; de ahi su ventaja sobre el sinte-
tizado quimicamente, ademas de la reduccion de costos de produccion que se puede
lograr cuando se optimicen las condiciones de fermentacion (Nova Gonzalez y Pefia
Castellanos, 2002).

El xilitol obtenido por fermentacion puede ser considerado como “natural” lo cual
lo pone en ventaja, ya que muchos consumidores tienen la creencia de que lo “arti-
ficial o “quimico” 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 composicién quimica y de las condiciones de su
consumo (Fernandez Monge et al., 2000; Vazquez Vazquez, 2005).

Produccion de xilitol a partir de materiales lignocelulésicos

Se han realizados diversos estudios con la finalidad de aprovechar materiales lig-
noceluldsicos para la produccion de xilitol. Ya se han encontrado condiciones de
hidrolisis acida en las cuales se obtiene una mayor concentracion de xilosa (mo-
nosacarido a partir del cual se produce el xilitol) a partir de bagazo de cana y paja
de sorgo. Esta informacién se obtuvo de la caracterizacion de la hidrélisis acida
cuantitativa de estos materiales, empleando diferentes acidos, variando sus con-
centraciones, la temperatura y los tiempos de proceso. De esta manera se deter-
mino el contenido en polisacaridos y lignina, asi 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
Vazquez, 2001; Gamez, 2003; Gamez et al., 2004; Rodriguez 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 Ramirez y
otros autores (2003) establece dos composiciones O6ptimas, una para la produccion
de xilitol y otra para la de biomasa, utilizando como indculo Candida parapsilosis en
medios de xilosa comercial enriquecidos con peptona, extracto de malta y extracto
de levadura.

Otro dato encontrado es que durante la hidrolisis acida y la concentracion de
dichos licores se forman sustancias que son toxicas para los microorganismos, las
cuales desfavorecen la produccion de xilitol e incluso inhiben el crecimiento micro-
biano. Un tratamiento que esta reportado para ayudar a la eliminacion de estas sus-
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tancias es la detoxificacion con carbon activado, el cual después de ser optimizado,
para el hidrolizado que se va a emplear como medio de cultivo, permite una mayor
produccion de xilitol que cuando no se aplica, pero ésta sigue siendo menor que
cuando se emplean medios de xilosa comercial (Canilha et al., 2003; Parajo et al.,
1996; Rivas et al., 2002; Nadia Rodriguez, 2005; Sepulveda et al., 2004; Sepulveda
Huerta et al., 2005).

Se realiz6 un estudio para determinar el efecto de la concentracion inicial de
xilosa, el pH y la temperatura sobre la produccion 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 produccion de xilitol sea adecua-
da a partir de la menor concentracion inicial de xilosa y del pH mas bajo posible,
evitando asi 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 alcali y una pérdida elevada de hidrolizado durante la operacion
de neutralizacion. Se encontrd que la concentracion inicial de xilosa (15 g/L para
formacion de biomasa, 45 y 60 g/L para xilitol) y la temperatura de incubacion (26°C
fue mas favorable) si tienen un efecto significativo mientras que el pH no (5 6 6)
(Nadia Rodriguez, 2005).

Con la finalidad de utilizar al hidroxido de potasio como alcali para la neutrali-
zacion de hidrolizados obtenidos con acido fosforico, se realizé una investigacion
sobre el efecto de la presencia de sales de fosfato, en medios de cultivo de xilo-
sa comercial inoculados con Candida parapsilosis sobre la produccion de xilitol,
utilizando como condiciones de fermentacion pH, temperatura y concentracion de
sustrato reportadas como adecuadas para la produccion de dicho poliol. Ello a partir
del hecho de que las sales de fosfato de potasio (las cuales se formarian en dicha
reaccion) son empleadas, en pequefias concentraciones, como micronutrientes en
la produccion de xilitol en medios inoculados con levaduras del género Candida.
Como resultado se observo que existe un efecto significativo de la concentracion de
sales de acuerdo al andlisis de varianza unifactorial aplicado y que entre menor fue la
concentracion de sal inicial estimada mayor fue la produccion de xilitol y de biomasa
formada (Nadia Rodriguez, 2005).

También existe la co-produccion de carotenoides y xilitol por Phaffia rhodozyma
en medios con xilosa comercial, en el cual se observo que el perfil de carotenoides
depende de la concentracion inicial de sustrato, también se verifico 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
concentracion de xilosa (Parajo et al., 1997).
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Conclusiones

El xilitol, como ya se menciond, tiene ventajas como edulcorante sobre la sacarosa,
sin embargo, podria ser una alternativa para formar parte del aprovechamiento inte-
gral del cultivo de cafia. 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 orgénico y artificial) que restringen los niveles
de demanda potenciales de la sacarosa. Si la fraccion hemicelulodsica del bagazo de
cafia obtenido del proceso de produccion de azucar es utilizado como materia prima
para la produccion biotecnologica de xilitol, se aprovecharia un subproducto de la
industria azucarera para obtener un producto natural que puede abarcar el mercado
de los que no quieren consumir calorias o no pueden ingerir glucosa en exceso (per-
sonas con problemas de salud como la diabetes y la obesidad) sin perjudicar la pro-
duccién 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 cafia de azlicar se puede estabilizar y mejorar la situa-
cion financiera de los ingenios azucareros.

Bibliografia

Aguilar, José Armando (2004), “Alimentacion y nutricion. ¢ Dulce alternativa? Edul-
corantes artificiales”, Revista Consumidor: 58-61.

Aguilar, R. (2000), Estudio de la hidrdlisis de bagazo de caiia de azucar con dcido
sulfitrico, Tesis de maestria, Universidad Autonoma de Tamaulipas.

— ;J.A.Ramirez; G. Garrote; M. Vazquez (2002), “Kinetic Study of the Acid
Hydrolysis of Sugar Cane Bagasse”, J. Food Eng. 55: 309-318.

Aviles, Rosario (2004), Edulcorantes. Mitos y realidades. Clia alimentaria, Consejo
Latinoaméricano de Informacion Alimentaria, A. C., 4: 4.

Badui Dergal, Salvador (1999), Quimica de los alimentos, capitulo 2, Addison Wes-
ley Longman de México, S. A. de C. V.

Bustos, G.; J. A. Ramirez; G. Garrote; M. Vazquez (2003), “Modelling of the Hy-
drolysis of Sugar Cane Bagasse Using Hydrochloric Acid”, Appl. Biochem. Bio-
technol. 104: 51-68.

241



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

Bustos Véazquez, M. G. (2001), Optimizacion del proceso de hidrélisis quimico del
bagazo de la caiia de aziucar empleando dcido clorhidrico, Tesis de maestria,
Universidad Auténoma de Tamaulipas.

Cabrera, Sandra L.; Alfonso Gomez A.; Alfredo Martinez; Rodolfo Quintero, Bio-
combustibles a partir de recursos lignocelulosicos: estudio del caso, bagazo de
cania en México, publicacion electronica revisada en el 2004, http://serpiente.
dgsca.unam.mx/pue/IlV_CONGRESO PONENCIAS AMEE/Miercoles 13/
TEMA%202/SESION%20TECNICA/SANDRA%20ALFONSO%20ALFRED
O.pdf

Canilha, Larissa; Jodo Batista de Almeida e Silva; Ana Irene Napoles Solenzal
(2003), “Eucalyptus hydrolysate Detoxification with Activated Charcoal Adsorp-
tion or lon-Exchange Resins for Xilitol Production”, Process biochemistry 1-3.

Cruz Freire, J. M. (2005), “Aprovechamiento de la cascarilla para la produccion de
aditivos alimentarios”, Memoria de Encuentro Académico Avances en el Aprove-
chamiento Biotecnologico de Productos Agropecuarios.

Cubero, N.; A. Monferrer; J. Villalta (2002), Aditivos alimentarios, Madrid, Mundi-
Prensa.

Delgado, Jorge Enrique; Sandra Patricia Castafieda L.; Nereid Sissis; A. Alvarez;
Ciro Cabal Martinez, “Comparacion del crecimiento /n Vitro de Streptococcus
Mutans 'y Lactobacillus Acidophilus con edulcorantes”, Cariologia, publicacion
electronica revisada en el 2004, http://www.encolombia.com/focvol57n019699-
cariologial 6.htm

FAO (15 de abril de 2004), Colombia, Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
Observatorio Agrocadenas.

Félix, Fernando (2002), “La paradoja de Kaldor y el comercio de aztcar entre los
EE.UU. y México”, trabajo de investigacion, Programa de doctorado en econo-
mia: 12-18.

Fernandez Monge, Mercedes; Nagore Picaza; Roberto Xalabarder; Catalina Berna-
das; Angel del Pino; Juan Mora; Ana Llorente (2000), azTi-Difusion tecnolégica,
Servicio de Informacion Alimentaria, Informacion sobre aditivos alimentarios:
1-6.

Gamez, Sara (2003), Evaluacion del dacido fosforico como catalizador de la hidro-
lisis del bagazo de la cania de azucar, Tesis de maestria, Universidad Autonoma
de Tamaulipas.

Gamez, Sara; José A. Ramirez; Gil Garrote; Manuel Vazquez (2004), “Manufac-
ture of Fermentable Sugar Solutions from Sugar Cane Bagasse Hydrolyzed with
Phosphoric Acid at Atmospheric Pressure”, Journal of Agricultural and Food
Chemistry 52 (13): 4172-4177.

242



APROVECHAMIENTO DEL BAGAZO DE CANA PARA LA PRODUCCION DE XILITOL

Garcia, Nancy (2005), “Ganancias ligeras. Qué hay de nuevo: saboree el éxito que
este prometedor producto representa, y satisfaga un continente completo. La au-
toridad para el emprendedor”, ENTREPRENEUR 13(1): 200-202.

Horta Nogueira, Luiz Augusto; Juan Mario Gamarra Caballero; Electo Silva
Lora; Felipe Ponce Arrieta; Ricardo Carpio Carrasco (1999), Estudio alterna-
tivo de la caiia de aziuicar como recurso alimenticio y energético, un modelo
integrado.,Conferencia Internacional “Cafia de azlicar: una agenda multidimen-
sional para el siglo xx1”, FA0 y GEPLACEA (Grupo de Paises de Latinoamérica y
el Caribe Exportadores de Azlicar), Santo Domingo, Republica Dominicana del
19 al 22 de octubre de 1999, publicacion electronica revisada en el 2004, http://
www.fao.org/sd/SPdirect/EGre0056.htm

James C.; P. Chen (1999), Manual del azucar de caria, México, Limusa.

Larosa, Rodolfo (2000), Alcoholes azucares: xilitol, publicacion electronica revisada
en el 2004, http://www.zoetecnocampo.com/Documentos/biodie lar/xilitol.htm

Leon Espinosa de los Monteros, M. T.; M. T. Rueda Domingo; M. D. Castillo San-
chez; M. Leon Espinosa de los Monteros; R. Ceballos Atienza; S. Fernandez Llo-
ret (2000), “Estudio de los aditivos alimentarios y su repercusion en la poblacion
infantil”, Medicina de Familia 1 (1): 25-30.

Mesa Oramas, Jesus, Produccion y mercado de azucar de caria, publicacion elec-
tronica revisada en el 2004, http://www.monografias.com/trabajos10/azuc/azuc.
shtml

Mussatto, S. I. e I. C. Roberto (2004), “Kinetic Behavior of Candida Guilliermondii
Yeast During Xylitol Production from Highly Concentrated Hydrolysate”, Pro-
cess Biochemistry 39: 1433-1439.

Nova Gonzélez, Armando y Lazaro Pefia Castellanos (2002), El mercado internacio-
nal del azucar, edulcorantes, alcohol y melaza, Centro de Estudios de la Economia
Cubana, La Habana, Universidad de La Habana, publicacion electronica revisada
en el 2004, http://www.nodo50.org/cubasigloXXI/economia/nova4 310802.htm

Parajo, J. C.; H. Dominguez; J. M. Dominguez (1996), “Charcoal Adsorption of
Wood Hydrolysates for Improving Their Fermentability: Influence of the Opera-
tional Conditions”, Bioresource Technology 57: 179-185.

Procaiia, Asociacion colombiana de productores y proveedores de cafia de azlcar
(2002), Historia de la cafia de azucar. Saccharum officinarium, publicacion elec-
tronica revisada en el 2004, http://www.procana.org/canazuc.htm

Ramirez, J. A.; I. A. Santos; J. M. Cruz; M. Vazquez (2003), Optimisation of culture
media for Candida parapsilosis NRRL Y-2315, 4 (2): 81-89.

243



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

Ramirez Juarez, Jorge (2001), La globalizacion y el sector agropecuario en Méxi-
co, publicacion electronica revisada en el 2004, http://www.uv.mx/iiesca/revis-
ta2001-1/globalizacion.htm

Rangel L., E.; D. Livas L.; A. B. Escudero; R. J. Gomez; M. G. Aguilar U. (2005),
“Produccion de xilitol a partir de una cepa autdctona obtenida de bagazo de
cafa de azucar en presencia de inhibidores”, Memoria de Encuentro Académico
Avances en el Aprovechamiento Biotecnologico de Productos Agropecuarios,
febrero 2005.

Rivas, B.; J. M. Dominguez; H. Dominguez; J. C. Parajé (2002), “Bioconversion of
Posthydrolysed Autohydrolysis Liquors: An Alternative for Xylitol Production
from Corn Cobs”, Enzyme and Microbial Technology 31: 431-438.

Rodriguez Chong, A.; J. A. Ramirez; G. Garrote; M. Vazquez (2004), “Hydrolysis
of Sugar Cane Bagasse Using Nitric Acid. A Kinetic Assessment”, J. Food Eng.
61: 143-152.

Rodriguez, Nadia (2005), Estudio de la detoxificacion de hidrolizados de bagazo de
cana y de la produccion de xilitol por Candida parapsilosis en medios de xilosa,
Tesis de maestria, Universidad Auténoma de Tamaulipas.

Sagarpa (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimen-
tacion), La auditoria ambiental en los ingenios azucareros. Un ejemplo de
productividad en este sector industrial, publicacion electronica revisada en el
2004, http://www.sagarpa.gob.mx/Forma/documentos/auditoria.htm

Sagarpa-siap (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Ali-
mentacion-Servicio de Informacion y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera),
Tamaulipas. Avance de siembras y cosechas (riego + temporal), 31 de diciembre
de 2004.

Sepulveda, Erisema; Jos¢ Alberto Ramirez De Leon; Simon Josias Téllez Luis; Ma-
nuel Vazquez Vazquez (2004), “Efecto del carbon activado en la eliminacion de
compuestos fenolicos para la produccion 6ptima de xilosa en hidrolizados de paja
de sorgo”, Libro de resumenes, 16° Encuentro Nacional de Investigacion Cienti-
fica y Tecnologica del Golfo de México: 17.

Sepulveda Huerta, E.; J. A. Ramirez de Le6n; M. Vazquez Vazquez (2005a), “Pro-
duccion de xilitol en hidrolizados de paja de sorgo detoxificados utilizando
Candida parapsilosis ”, Memoria de Encuentro Académico Avances en el Aprove-
chamiento Biotecnologico de Productos Agropecuarios.

siap (Servicio de Informacion y Estadistica Agroalimentaria y Pesquera) (31 de julio
de 2004), Avance de Siembras y Cosechas. Perennes 2004 (cierre preliminar).

Téllez Luis, S. J. (2000), Estudio de la hidrdlisis de paja de sorgo con dcido sulfiiri-
co, Tesis de maestria, Universidad Autonoma de Tamaulipas.

244



APROVECHAMIENTO DEL BAGAZO DE CANA PARA LA PRODUCCION DE XILITOL

Viazquez Vazquez Manuel (2005), “Produccion de astaxantina por microorganismos
crecidos en residuos agropecuarios lignoceluldsicos”, Memoria de Encuentro
Académico. Avances en el Aprovechamiento Biotecnologico de Productos Agro-
pecuarios.

245






Empleo de transglutaminasa microbiana
en la industria alimentaria
Use of Microbial Transglutaminasa in Food Industry
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Resumen

Actualmente se realizan diversas investigaciones en torno a los aditivos alimentarios,
entre éstas la aplicacion de algunas enzimas. La Transglutaminasa ha generado gran
interés en cuanto a su produccion y aplicacion en diversos productos. Dicha enzima
promueve interacciones proteina-proteina, enlaces e-(y-glutamil) lisina, que modi-
fican las propiedades de los componentes y, por lo tanto, las caracteristicas 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,
asi como en productos horneados, carnicos, lacteos y cereales. En el presente trabajo
se presenta una revision 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 € (y-glutamil) lisina, which modify the properties of the
components and therefore the characteristics of the products. The Transglutaminasa
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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.

Introduccion

n la actualidad buena parte de las investigaciones en ciencia de los alimen-
tos esta encaminada a estudiar ciertos aditivos alimentarios que mejoren las
caracteristicas de los productos y que ademas hagan mas eficiente y eficaz
la produccion 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 proteinas 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 y-carboxiamida de los
residuos de glutamina en proteinas y pépticos (figura 1). Cuando el grupo g-amino
de la lisina acttia como acil aceptor produce polimerizacion y entrecruzamientos
inter o intramoleculares via enlaces e-(y-glutamil) lisina. La Tgasa endogena es la
responsable de la gelificacion espontanea de pastas de surimi a bajas temperaturas,
(5-40°C) esto ha promovido el estudio de la Tgasa endégena en productos marinos,
asi como la evaluacion de Tgasa de otras fuentes y su aplicacion en productos mari-
nos (N. Haard y B. Simpson, 2000; T. Soeda y cols. 2005).

Figura 1. Reacciones catalizadas por la transglutaminasa

| TGasa |
Gln-C-NH,+RNH, —>»  Gln-C-NHR+ NH,
I Il I I
o

(0]
Reaccion de acil transferencia
| |
GIn-C-NH,+HN - Lys TGasa Gln-C- NH-Lys +NH
| Il ’ ’ > I Il ’
(0] (0]

Enlaces entrecruzados de residuos
de glutamina y lisina de las proteinas
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La transglutaminasa presente en el tejido de diversas especies (mamiferos, aves y
peces) ha sido aislada para utilizarse como aditivo. Sin embargo, en la actualidad la
mejor fuente de Tgasa es la produccion biotecnologica, 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 produccion 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 produccion
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 proteina-proteina desempefian un papel importante en las propieda-
des funcionales de los alimentos proteicos. La manipulacion del numero y naturaleza
de cada una de estas interacciones de proteinas 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 proteina, ayuda a mejorar las propiedades de firmeza, elasticidad, vis-
cosidad, estabilidad térmica y capacidad de retencidon de agua de productos alimenti-
cios (C. Kuraishi y cols., 2001). La mTgasa logra enlaces entrecruzados en la mayoria
de proteinas alimentarias como caseina, globulina de soya, gluten, actina, miosina y
proteinas de huevo. (K. Yokohama y cols., 2004).

La Transglutaminasa es ahora ampliamente usada en productos procesados de
pescados y mariscos, surimi y derivados, productos carnicos, pastas, productos lac-
teos, productos horneados, (C. Kuraishi y cols., 2001), y se han reportado estudios de
tratamientos de MTGasa en peliculas protéicas (C. H. Tang y cols., 2005; H. Chambi
y C. Grosso, 2006; H. M. Lai e I. C. Chiang, 2006).

Productos carnicos

La mrgasa se ha empleado en productos cérnicos con la finalidad de aprovechar car-
nes de baja calidad, en la elaboracion 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 aplicacion de la enzima en la obtencion 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 elaboracion de éstos. (K. B. Chin y K. B.
Chung, 2003).

Productos lacteos

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 proteinas de la
leche son modificadas por la accion de la Tgasa y esta cualidad es importante para
la aplicacion de la enzima en la fabricacion de productos lacteos (M. M. O’Sullivan,
2002). Se estudian también los efectos de la enzima en las propiedades reoldgicas
y mecanicas de sistemas lacteos (D. Jaros y cols., 2006) por actuar sobre la caseina,
asi como también sobre las proteinas 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 panificacion se han realizado estudios para mejorar las
propiedades de textura, encontrandose beneficios al adicionar la enzima debido a
las interacciones proteicas promovidas. Las caracteristicas visuales y de textura de
productos horneados son mejoradas notablemente (C. Collar, 2005). Su aplicacion
para la mejora de pastas como fideos y tallarines también se ha reportado (J. P. Wu,
2005; H. Seo, 2003). Ademas en los productos de trigo se busca que mejoren las
caracteristicas de productos elaborados con harina de arroz y otros componentes (M.
M. Moore, 20006).

Pescado, mariscos y surimi
La mayoria 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 adicion de Tgasa en bajas concentraciones mejora las propiedades
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mecanicas de los productos reestructurados (K. Seguro y cols., 1995; S. T. Jiang y
cols., 2000; J. Yongsawatdigul y P. Piyadhammaviboon, 2005). Sin embargo, estudios
mas recientes sobre la aplicacion 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 adicion de esta enzima, y la pér-
dida de materia prima podria ser reducida al minimo (C. Armbrust, 2003).

En estudios realizados incorporando mtGasa producida por Streptoverticillum la-
dakanaum a productos reestructurados de pescado, de diferentes especies, se observo
que la enzima aument6 las propiedades mecanicas de productos reestructurados de
una manera mas eficiente e indujo la disminucion de los valores de agua extraida
(del 6% al 7%). Se determin6 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 agricolas y la posibilidad de apli-
carla a productos reestructurados de pescado (J. A. Ramirez y cols., 2002; J. A. Rami-
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 elaboracion de reestructurados de pescado, donde se mostré que la presuriza-
cion mejora las propiedades mecanicas de geles elaborados con pastas tratadas con
MTGasa (R. M. Uresti, y cols., 2006).

Entre los estudios realizados con mariscos, destaca una investigacion en la cual se
adiciona transglutaminasa microbiana a musculo salado de calamar y a partir de esta
pasta se preparan geles térmicos; se encontr6 que la adicion de mrgasa logra reforzar
la elasticidad del gel (S. H. Park y cols., 2005).

Conclusion

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 mecanicas de alimentos proteicos. Ademas, la transglutaminasa pue-
de ser de origen microbiano, obtenida a partir de diversos residuos agroindustriales.
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Establecimiento de un proceso de produccion
de etanol a partir de cafia de azucar utilizando
cepas autdctonas selectivas
Designing an Ethanol Production Process from
Sugar Cane Using Selective Wild Strains

Aguilar Uscanga, M. A.'; Gémez Rodriguez, J.

Resumen
Este trabajo forma parte de una linea de investigacion que se estd realizando en este
Instituto y esté dirigido a mejorar el proceso fermentativo de la produccion de etanol.
Para ello este trabajo se dividi6 en tres partes: la primera consisti6 en el aislamiento
y la seleccion de microorganismos productores de etanol, los cuales fueron obtenidos
a partir de diferentes sustratos como: jugo de cafa, uvas, melazas y meladuras. En la
segunda etapa se realizo la adaptacion 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 fermentacion con las
levaduras seleccionadas. Finalmente, en la tercera etapa se realizaron cinéticas a nivel
fermentador utilizando melazas como fuente de carbono a una concentracion 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 investigacion se aislaron
103 levaduras, seleccionandose s6lo 17 (las cuales mostraban rendimientos de etanol
por arriba de 0.3 g de etanol/g de azucar). En la segunda etapa se encontraron las
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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 produccion de etanol en funcion de la concentracion de
sustrato y a la accion inhibitoria del etanol como producto final. Finalmente en la ter-
cera etapa se encontrod que las cepas Jc-1-14, ic-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 caracteristica de osmotolerante (resistencia a 20% de azticares) y
resistentes a etanol (5 y 6% de etanol). De estas cepas, la levadura JC-3-7 no presento
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, ic-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 ic-1-14 and
U-1-4 showed killer activity.

Introduccion

| alcohol etilico se puede considerar uno de los mas antiguos productos or-

ganicos conocidos. Su produccion por fermentacion data del milenio V a.

C., en la antigua Mesopotamia, en la elaboracion de vinos. Posteriormente,
se extendid a Egipto, Grecia y Roma. Este proceso ha sido, a lo largo de la historia,
uno de los més estudiados, dando origen al descubrimiento de la participacion de los
microorganismos en la produccion de diferentes compuestos de dificil acceso por la
sintesis organica.

256



ESTABLECIMIENTO DE UN PROCESO DE PRODUCCION DE ETANOL

El etanol producido mediante la via fermentativa puede ser utilizado en diferentes
industrias, especialmente en la quimica, farmacéutica y alimenticia. De sus usos se
destacan: fabricacion de perfume, solvente, combustible, algunos productos farma-
céuticos, bebidas y licores.

La panoramica alcoholera en el mundo ha cambiado su tendencia con el transcur-
so del tiempo. A partir de los afios cuarenta, los alcoholes producidos por la sintesis
quimica comenzaron a sustituir a los alcoholes fermentativos. Esta situacion con-
dujo a que a finales de los afios sesenta, la inmensa mayoria del alcohol industrial
utilizado se obtuviera por via de la catalisis del etileno, mientras que el alcohol de
fermentacion quedaba para satisfacer las demandas de consumo humano. Sin embar-
go, a partir del alza de los precios del petrdleo en el mercado internacional, que se
produjo en el afio 1973, y en la medida que la produccion de alcohol por fermenta-
cion comienza a ser competitiva, en lo que a costo se refiere, con la petroquimica, se
inicia una urgente biisqueda de mejoras tecnoldgicas, diselo de nuevas tecnologias
como la investigacion de fuentes potenciales de materia prima. Holanda reporta la
ampliacion de sus capacidades, utilizando los cereales como fuente de carbono; se
promueve, de igual forma, la produccion de alcohol agricola (a partir de residuos
de cosecha), fundamentalmente, en los paises en via de desarrollo. Japén realiza
estudios sobre mejoras en la tecnologia de produccion de alcohol, a partir de mieles,
ademas de realizar investigaciones conjuntas con Estados Unidos para la utilizacion
de glucosa como sustrato. Australia e Inglaterra consideran la conversion de car-
bohidratos renovables en este producto. Paises de América, como Paraguay, Costa
Rica, Bolivia y Argentina, valoran las potencialidades de produccion de etanol a
partir de productos intermedios y subproductos del proceso de fabricacion de aztcar,
destacandose el caso de Brasil, que ha establecido desde hace mas de 20 afos una
politica alcoholera de aumento considerable de su produccion, especialmente con
fines carburantes.

La materia prima esencial en la produccion de alcohol esta constituida por la fuen-
te de carbono, la que proporciona la energia requerida para la produccion del mismo;
¢ésta puede ser adquirida por materias celuldsicas (como la madera y el bagazo de
cafia), materias amilaceas (como el maiz y la yuca) y materias azucaradas (como el
jugo de cana y remolacha). Evidentemente, la cafia de azlicar presenta caracteristicas
que la hacen apropiada para esta produccion, no s6lo por su alta eficiencia agricola,
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 produccion de alcohol por via fermentativa es la forma mas econémica de
obtenerla a través de las diferentes materias primas obtenidas de la cafia, tales como:
bagazo, jugo, melazas y mieles intermedias (véase figura 1).
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Figura 1. Diagrama de flujo para la produccion de etanol
a partir de la cafia de azacar
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La produccion mundial de alcohol se ha incrementado en forma acelerada y en el
uso como combustible tiene su mayor demanda. En 1985 la produccion fue de 19.2
billones de litros; en 1997 se obtuvo la méxima produccion de etanol con un total
de 33.4 billones de litros; después de ese afio se han producido valores similares por
debajo de esa cantidad. La produccion 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 produccion mundial de alcohol se concentra en América, el 19.6%
en Asia, 15% en Europa y Africa. No se han registrado cambios significativos en la
estructura mundial de la produccion de alcohol (figura 3). Brasil produce 11.9 billo-
nes de litros, lo cual se asocia a su alto volumen de produccion de caiia y de azlcar;
este pais tiene la posibilidad de producir alcohol directamente del jugo o por mieles
intermedias. La produccidon de alcohol en una gran proporcion se destina por los
paises productores a su mercado interno.
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Figura 2. Produccion 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 produccion de alcohol es relativamente sencillo y
existen tecnologias a nivel mundial para ello. En México, el proceso de elaboracion
de alcohol se hace a partir de melazas, jugos de cafia y mieles, usando las propie-
dades de algunos microorganismos para metabolizar azucares y producir en forma
residual alcohol etilico que generalmente es de baja graduacion y elimina el agua
por destilacion. Para este proceso industrial a partir de melaza de cana, se realizan
varias operaciones como son: la preparacion de mostos, fermentacion continua y
destilacion-rectificacion. En México, la falta de modernizacion de las plantas y el
control de desechos es una de las principales limitantes. La industria alcoholera de
Meéxico esta inmersa en una fuerte recesion, producto de la crisis economica general,
los precios de la materia prima y la propia contraccion de la oferta de alcohol etilico.
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Lo anterior ha llevado a que en la zafra 2002 hayan operado 17 destilerias de un total
de 30 que operaban hace 20 afios (tabla 4).

Tabla 4. Ingenios productores de alcohol

Aardn Saenz El Carmen
Calipam Pujiltic
Constancia San Cristobal

La Providencia

San Nicolés

El Mante San Pedro

El Potrero San Sebastian
Emiliano Zapata Tamazula
Independencia La Gloria

La Joya

Fuente: Camara Nacional de las Industrias Azucare-
ra y Alcoholera, sucp y World Trade Atlas-México,
2002

Del total de fabricas de alcohol, nueve se ubican en ingenios localizados en el
estado de Veracruz: Constancia, El Carmen, El Potrero, San Nicolas, Independencia,
La Providencia, San Cristobal, 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
produccion de alcohol varia significativamente, ya que en 1994 se registra la mayor
reduccion en la produccion de menos 13.52% y en el 2000 se tuvo un incremento de
19.21 por ciento.

La produccion de etanol en los ingenios presentan grandes rezagos tecnologicos,
algunos de los problemas que mas generan pérdidas son la inhibicidon 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 azucar. Por
otro lado, también se presenta una fuerte inhibicion y posterior muerte de las células
cuando el producto generado (etanol) alcanza determinada concentracion final (entre
4y 7 % p/v); finalmente dado el carente control higiénico en los ingenios, se presen-
tan serios problemas respecto a la contaminacion por otros microorganismos ajenos
a la generacion del metabolito deseado.
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En la fermentacion alcohdlica, la molécula de glucosa se oxida parcialmente has-
ta formar piruvato, obteniendo asi su energia para sus funciones vitales metabdlicas,
posteriormente el piruvato se reduce para formar etanol y CO,, presentando un ren-
dimiento méaximo teodrico de 0.51 g/g. Este es el proceso de fermentacion que lleva a
cabo Saccharomyces cerevisiae y algunas (pocas) bacterias.

Su importancia industrial es evidente, lo que hace interesante la busqueda de nuevas
alternativas para mejorar su produccion (rendimientos cercanos al teorico y maxima
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 azucares), resistir altas concentracio-
nes de etanol (>7%) y con actividad killer para su propio control sobre la contamina-
cion por otros microorganismos presentes en el medio.

Materiales y metodos

Aislamiento y Seleccion. Los microorganismos fueron asilados de cuatro tipos de
uvas diferentes con base en sus caracteristicas fisicas como color, tamaino, forma,
asi como de diferentes locales. Tres tipos de jugos de cafia 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 agregd: 0.1 g/I de antibidtico y 2 g/1 de sulfato de amonio,
y se incubaron por 48 horas a 30°C y 250 rpm. Posteriormente, se utilizo la técnica
de siembra en placa por extension para el asilamiento de colonias de levaduras. El
criterio de seleccion de levaduras fue la produccion de etanol en funcion de su ren-
dimiento y productividad.

Adaptacion de cepas seleccionadas. Primero se activaron las cepas en medio basi-
co (g/1): glucosa 50, extracto de levadura 1, sulfato de amonio 2, sulfato de magnesio
heptahidratado 0.2 y fosfato de potasio monobasico. Luego se incub6 a 30°C 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 estaria 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 disefio completamente al azar (con un indculo de 3X10°
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 Concentracion Concentracion
de azucar (%o w/v) | 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 concentracion de azucar de 20% p/v como fuente de carbono, ademas
de extracto de levadura y diferentes sales, segun la formulacion del medio basico. No
hubo un control de temperatura (oscilando en promedio en 35- 37°C), ni se esterilizd
con la finalidad de tener condiciones similares a los ingenios productores de etanol.
El in6culo fue de 3X10° 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 determiné la actividad killer por
el método de Rosini (1983).

Analisis de Biomasa. La densidad optica (po) fue medida a 620nm, empleando
un espectrofotometro Cintra 10, en celdas de metacrilato con una trayectoria optica
de 10mm; se realizaron las diluciones adecuadas para tener valores de absorbencia
menores a 0.8.

Andalisis de Sustratos y Productos. La concentracion de sacarosa, glucosa, fructo-
sa, etanol fue determinada mediante HrLC, utilizando una columna Aminex xpx-87H
de Biorad especifica para la separacion de azlicares, acidos organicos y alcoholes,
columna de exclusion molecular e intercambio catidnico combinada. La fase movil
empleada fue H,SO, SmM. El detector utilizado fue de indice de Refraccion. Las
condiciones fueron: 0.4ml/min., 40°C. A su vez, el volumen inyectado fue de 20ul,
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 area del pico y la concentracion de la muestra mediante una
correlacion con estandares previamente realizados.

Resultados y discusion

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 seccion de materiales y métodos), con el propdsito
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).
Soélo 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 so6lo las cepas cuyos rendimientos eran por
arriba de 0.30 (gg'). Un tratamiento de readaptacion fue hecho de nuevo, el cual
consistio 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 Gltimo
pase, se evalud su capacidad fermentativa. Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 1.
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Tablal. Rendimientos de etano de las cepas crecidas
a 2% de etanol y 8% de glucosa inicial (w/v)

Cepa Y (gg) Cepa Y (g/g) Cepa Y (g2
U21 0.30 M 11 0.30 PNI 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 ul7 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 Ull 0.01 JC8 0.01
U27 0.09 U3l 0.03 JC12 0.38
U28 0.30 U32 0.03 JC22 0.31
U29 031 U33 0.05 JC23 0.27
U210 0.41 U37 0.08 JC10 0.44
U211 0.04 Ul2 0.16 MEI 0.30
M4 0.24 Ul13 0.24 ME6 0.24
M5 0.12 Ul4 0.34 ME3 0.22
M6 0.11 MS 0.34 ME10 0.25
M7 0.18 M9 0.41 MES5 0.41

Figura 1. Rendimiento de etanol obtenido en la ultima 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-
tacion 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 razon 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 concentracion inicial de glucosa y
etanol para evaluar la resistencia a éstos de las cuatro cepas, incluyendo en este caso
a una cepa de coleccion Saccharomyces cerevisiae, con el fin de comparar sus ac-
tividades fermentativas y metabolicas. 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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11 12
Glucosa % 20 | 20 |20 22 | 22 | 22 | 24 | 24 | 24 | 26 | 26 26
(W/v)
Etanol % 0 2 4 0 2 4 0 2 410 2 4
(W/v)

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)
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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
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Como se puede observar, el rendimiento y la productividad son mas afectadas en
concentraciones iniciales altas de etanol (4% w/v) que a una alta concentracion 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
practicamente 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 azucares 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 fermentacion, a excepcion de la cepa MB2,
que s6lo alcanz6 9.3 g/l a las 95 horas, lo que indica que en esta cepa hubo un efecto
de inhibicion mas marcado que para las otras cuatro, causado por la concentracion de
glucosa y etanol. La cepa U210 fue la que presentd una mayor produccion de etanol
en esta etapa (aproximadamente 71 g/1) y la que agoto6 totalmente el sustrato.

Altas concentraciones de sustrato inhiben el crecimiento y formacion de pro-
ducto, y pueden afectar el metabolismo de los microorganismos. Muchos autores
han reportado que la inhibicion por sustrato empieza a ser significativa en el rango
de 5-25% (w/v) de azucar, con una completa inhibicion del crecimiento a una con-
centracion 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/1 de azicares
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110, 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 produccion de etanol
(entre 5y 7 % w/v) en comparacion con la cepa comercial comunmente utilizada
(Saccharomyces cerevisiae). S. cerevisiae mostro una baja tolerancia tanto a glucosa
como a etanol, pues cuando alcanz6 una concentracion de etanol del 4% w/v, se ob-
servo que se detuvo su actividad metabodlica y por ende su crecimiento, consumo de
sustrato ( 90 g/l de azucar residual) y formacion de producto.

Finalmente, se determind la actividad killer de estas cepas y de Saccharomyces
cerevisiae K2 'y S. cerevisiae CI1 (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 s6lo S. cerevisiae CI1 mostro sensibilidad a la toxina (-).

Tabla 3. Identificacion de la actividad killer en las cepas seleccionas

Cepa -)
JC10
U311
MBI11
U210

S. cerevisiae C1

>~
A o
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Conclusion

Estos resultados proporcionan informacion sobre el comportamiento de las levadu-
ras seleccionadas y una contribucion del material bioldgico (microorganismo), para
su uso en los ingenios, pudiendo con ellas trabajar a elevadas concentraciones de
melazas (por arriba de 20 g/l) y lograr asi un consumo o agotamiento completo del
sustrato (en el caso de la cepa U210) y una buena produccion de etanol (mas 7%).
Ello implicaria que al haber un agotamiento de sustrato y una mayor produccion de
etanol, los volumenes de vinazas obtenidos se verian disminuidos, lo que impacta
en una menor contaminacién y un menor precio de produccion del etanol. Es im-
portante remarcar que aln sera necesario llevar a cabo estudios mas completos para
determinar las condiciones de fermentacion 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 obtencion
de derivados: diferentes alternativas
Yeast Processing to Obtain Products:
Several Alternatives

Otero, M. A.

Resumen

Se presenta una comparacion entre diferentes procesos para el fraccionamiento de
la biomasa de levadura obtenida por fermentacién primaria o como subproducto. El
empleo de la levadura como fuente de proteinas para la alimentacion 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 mas atractivos para empresas pequeilas y medianas, sobre todo
los que emplean levaduras marginales del proceso como la fermentacion alcohdlica y
la produccion 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.

! Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar (icipca), Apartado
postal 4026, La Habana, C.P. 10400, Cuba, email: miguel.otero@icidca.edu.cu
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Introduccion

n adicion a la explotacion tradicional de la biomasa de levadura en la industria

alimenticia como suplemento nutricional o saborizante, esta materia prima es

a la vez una magnifica fuente para la produccion de otros muchos compues-
tos de importancia industrial. Esta posibilidad ha comenzado a llamar la atencion de
numerosos grupos de investigacion en el mundo acerca de las potencialidades de las
levaduras en la industria biotecnoldgica moderna (Dixon, 1999; Mahan, 1995).

En general se conoce que las levaduras contienen alrededor de 50% de proteinas
que pueden ser aisladas por diferentes métodos bien alcalinos o acidos y, posterior-
mente, ser precipitadas para obtener concentrados o aislados de proteinas. Su valor
nutricional es alto, y si se eliminan los acidos nucleicos y los lipidos, la proteina
resultante es de una excelente calidad (Caballero-Cérdoba 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
produccion de bebidas, en la industria repostera y en la agricultura, asi como para
fines investigativos y tecnologicos. Los acidos nucleicos son también un producto
importante. La produccion industrial de aN esta basada en la extraccion salina o basica
a partir de levaduras, por ser este microorganismo el que posee una relacion RNA/DNA
mas elevada y por tanto reduce los costos de purificacion (Gierhart y Potter, 1978).
El rRNA aislado puede ser transformado en nucleotidos saborizantes (5’-mononucle6ti-
dos). Estos compuestos se preparan por hidrdlisis enzimatica 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 polisacaridos son igualmente componentes basicos 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 patoldgicos mostrando un sig-
nificativo efecto inmunomodulador; por otra parte, puede ser utilizado como fibra
dietética o espesante en formulaciones de alimentos (Newman, 1994).

Los lipidos en levaduras son una mezcla de triacilglicéridos, fosfolipidos y este-
roles. No se encuentran en ellos los acidos grasos de cadena larga con nimero impar
de 4tomos de carbono presentes en la biomasa de muchas bacterias y la levadura
crecida sobre n-alcanos. El Grupo Asesor de Proteinas (PAG) ha llamado la atencion
en sus lineas guias acerca de la utilizacion de la biomasa microbiana, del caracter
no metabolico de estos acidos grasos y su acumulacion en el organismo. En esta
fraccion se encuentran también cantidades importantes de ergosterol, precursor del
ergocalciferol (vitamina D).
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Materiales y métodos

El desarrollo experimental y los métodos empleados en la obtencion 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 discusion

Composicion de levaduras

La composicion de un microorganismo nos proporciona el valor y la aplicabili-
dad del mismo y su posible explotacion industrial. Las levaduras mas conocidas
por su volumen de produccion son la levadura panadera y la levadura marginal
de la produccion de cerveza. Aunque se ha informado una amplia variacion en la
composicion de estas dos fuentes, la tabla 1 muestra una compilacion 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 analisis de composicion de las levaduras esta en la valoracion de su
utilidad para una multitud de propdsitos industriales. Es asi que la tabla conforma
una guia para la orientacion extremadamente util (Ingledew et al., 1977).

Uso de las levaduras como fuente de proteinas
en la alimentacion humana

Las levaduras contienen entre 5 y 13% de 4cidos 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. Asi, el incremento de la productividad es expresado
en kg de levadura por m* de medio por hora y, por tanto, se puede calcular a partir
de la concentracion celular masica, X expresada en kg/m* multiplicada por la tasa de
dilucion D en h',
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Tabla 1. Composicion aproximada de las levaduras panadera
y marginal de cerveza producidas industrialmente

Componente™ Levadura panadera | Marginal de cerveza
Carbohidratos 180-440 390-600
Proteinas 380-590 370-420
Cenizas 45-75 73-81
Acidos nucleicos (ADN + ARN) 52-95 39-43
Lipidos 40-50
Fosforo 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
Acido nicotinico/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 composicion de medio dadas, los ribosomas sintetizan pro-
teinas a una tasa fija, o lo que es igual, trabajan a un nivel de eficiencia inico. De
esta forma, si el crecimiento precisa de una velocidad de suministro de proteinas ma-
yor para poder multiplicarse de acuerdo con la p (=D) impuesta, se requiere enton-
ces una mayor cantidad de ribosomas incorporados a la sintesis para cumplimentar
las necesidades del cultivo. Bajo estas condiciones, el contenido de RNA aumentara
como una funcion directa de la p. 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'' y 0.52 h!, se encontraron variaciones del contenido de RNA entre
7y 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 produccion de rRNA
de con fines saborizantes

y Biomasa |
Fermentacion > alto RNA

Tratamiento —

Extraccion
de RNA

v

Fraccion soluble <——— Centrifugacion

l l

Secado <«—— Precipitacion

Biomasa 11
l de RNA bajo RNA
RNA Separacion
amorfo i
Residual

La biomasa de levadura como fuente de materia prima
para la elaboracion 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 autolisis. Esto significa,
que la hidrolisis de sus componentes se lleva a cabo sin la adicidon de otras enzimas.
Su uso principal es en la industria alimenticia como saborizantes y en la industria
microbiologica en procesos que requieren de formas complejas de nitrogeno para su
propagacion y sintesis 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

275



APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

empleadas son Kluyveromyces fragilis (propagadas en suero de leche o mieles) o
Candida utilis (Dziezak, 1987).

Por adicion de otras enzimas y mezcla con otras fuentes de proteinas como trigo,
residuos carnicos o de procesamiento de la soja, se pueden obtener nuevos productos
dentro de esta misma linea con diferentes propiedades, de interés para la industria
alimenticia o microbioldgica (Otero, resultados no publicados).

Otros métodos utilizados en la produccion de extractos son:

»  Termolisis (calentamiento a 100°C).
» Plasmolisis (altas concentraciones de sales a temperaturas moderadas).
* Desintegracion mecanica.

La duracion de la autdlisis depende de muchos factores pero en general varia
desde 15 horas hasta mas de 60 horas. Los compuestos solubles a final del proceso
se separan de las paredes celulares insolubles y se concentran en evaporadores de
pelicula descendente u otro tipo de evaporador disponible. Para aplicaciones fermen-
tativas, el concentrado puede ser sometido a procesos de filtrado nuevamente. Una
posterior concentracion a vacio y una corta esterilizacion conducen a los productos
tipicos siguientes:

» Extractos liquidos (con sélidos 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 carnicas hasta 95%
en las sales de aderezo. Su incorporacion en productos derivados de la carne, no sélo
imparte un sabor unico, sino que reduce el empleo de extractos de carne mucho mas
caros. El aroma y sabor de los extractos esta dado por la mezcla de los aportados por
los aminodcidos individuales:

Las propiedades antioxidantes de los extractos de levadura provienen de su con-
tenido de glutation, los productos de la reaccion de Maillard y los aminoacidos sul-
furados.

El glutation es un tripéptido de glutamato, cisteina y glicina. La levadura fresca
contiene aproximadamente 0.65 % (base seca). Algunas propiedades del glutation
son:

* Promueve la destoxificacion de agentes xenobioticos.
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» Desempefia un papel importante en la eliminacion de radicales libres.
» Anticarcinogénico. Inhibe las mutaciones.
* Potencia la respuesta inmune. Promueve la proliferacion de linfocitos.
* Reduce la replicacion del viH.

Para demostrar la utilizacion de los extractos y autolizados, se presenta en la tabla

la formulacion de dos salsas carnicas (brown sauce).

Tabla 2. Aroma/sabor obtenidos al calentar aminoacidos puros
y glucosa a 180 °C

Aminodcido Aroma/sabor Aminodcido Aroma/sabor
Glicina Caramelo Metionina Patatas asadas
Alanina Caramelo Fenilalanina Violetas

Valina Chocolate Tirosina Caramelo
Leucina Queso horneado Asparagina Caramelo
Isoleucina Queso horneado Acido glutamico Café
Prolina Tortas y pasteles Histidina Pan de maiz
Hidroxiprolina Galletas Lisina Pan fresco
Arginina Azlcar quemada
Tabla 3. Aminoacidos: efectos y aplicaciones
Aminodcido Efecto y aplicacion

Alanina y acido asparaginico

etcétera).

Enmascaramiento de sabores acidos (jugos de frutas,

Triptofano y metionina

Propiedades antioxidantes (grasas).

Triptofano e histidina

Propiedades antioxidantes (leche en polvo).

Antioxidante (salsas congeladas). Inhibicién

Histidina . . .

de la rancidez (bizcochos) en combinacion con glucosa.
Cisteina Antioxidante (mejoramiento de la calidad del pan).
Metionina Aumento de la calidad nutricional (alimento animal).
Lisina Suplemento a proteinas de cereal (en combinacion

con treonina y triptéfano).

- Enmascaramiento de sabores pungentes causados

Glicina

por endulzantes artificiales. Bacteriostatico.




APROVECHAMIENTO BIOTECNOLOGICO DE PRODUCTOS AGROPECUARIOS [1

Enriquecimiento nutricional

La levadura se caracteriza por un elevado contenido de proteinas de una excelente
calidad que contiene cantidades importantes de todos los aminoacidos, excepto los
sulfurados metionina y cisteina. En adicion son la fuente principal de vitaminas del
complejo B en la naturaleza y contienen minerales de importancia metabolica 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 cutaneas como el acné, trastornos gas-
trointestinales y fuente de vitaminas, carbohidratos complejos, etcétera. Contienen
también polisacaridos de alto peso molecular como B-(1.3) glucanos que son com-
probados inmunoestimulantes (Macdonald, 1995; Spring, 1996; Spring, 1998).

La levadura de cerveza seca se produce por lavado y deshidratacion de las célu-
las recuperadas de la etapa de fermentacion cuando se ha considerado que no es ya
posible reciclarlas al proceso. El perfil de aminoacidos de la levadura de cerveza se
ofrece en la tabla 4.

Tabla 4. Composicion en aminoacidos de la levadura
de cerveza desamargada

Aminodcido % Aminodcido %
Alanina 6.0 | Arginina 43
Aspartato 8.4 | Cisteina 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 Triptéfano 1.4
Tirosina 2.4 | Valina 5.1
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Aislamiento de productos

Los procesos basicos 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

Medio de cultivo

Separacion
Centrifugacion Filtracion
|
Producto intracelular Producto extracelular
Desintegracion —> Precipitacion
celular

—> Extraccion

Separacion de las —> Adsorcion

paredes celulares

> Evaporacion
Cristalizacion «——+—— Ultrafiltracion

Secado «————» Osmosis inversa

Liofilizaciéon <——

Fraccionamiento de levaduras

Se han propuesto esquemas de fraccionamiento de levaduras a partir de autolizados
frescos, sin embargo, la practica comun en la industria desarrolla procesos de obten-
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cion de los diferentes compuestos de forma aislada con una pobre eficiencia de utili-
zacion de la biomasa. En este tipo de procesos caen producciones de especialidades
bioquimicas de alto valor agregado y elevadisimos precios como: glutation, factor
de tolerancia a la glucosa, NADH, FMN, FADH,, enzimas como alcohol deshidrogenasa
(apH), glucosa isomerasa, etc. Otras tendencias se encaminan en la obtencioén simul-
tanea de aditivos para alimentos a partir de tecnologias mas simples y sin implicar
elevados grados de pureza como concentrados de proteinas, extractos de levadura y
concentrados de polisacaridos de pared celular, y por ultimo los esquemas disefiados
para la obtencion de tantos productos como sea posible obtener simultaneamente,
por ejemplo: invertasa, extracto de levadura, ergosterol, polisacaridos, fosfolipidos,
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 ez al., 1992).

Después de autolizada la suspension de levadura, proceso que se realiza a 50°C
en presencia de NaCl y etanol por 24 horas, la suspension se centrifuga de inmediato.
El sobrenadante se somete a un proceso de ultrafiltracion y el concentrado, con la
enzima invertasa, se filtra a vacio y se evapora. El permeado se seca directamente
por atomizacion y se obtiene extracto de levadura en polvo.

El sedimento de la centrifugacion se lava y se seca. Esta etapa de secado puede
obviarse y proceder a las extracciones siguientes a partir de las células himedas.
La extraccion con etanol al 95% rinde la fraccion lipidica que se extrae 3-4 veces
con n-hexano para obtener el ergosterol que se cristaliza a 2°C después de la eva-
poracion.

Los fosfolipidos se aislan de residuo de la extraccion de ergosterol. Los solven-
tes se evaporan y el concentrado se diluye en una solucion de 50% de acetona en
agua. La mezcla se agita mecanicamente y la espuma formada rinde una fraccion
que contiene 70% de fosfolipidos. El sedimento remanente de la extraccion de los
lipidos es la fuente de B-glucanos, mismos que se aislan por tratamientos sucesivos
con alcali y acido a 100°C. Del extracto alcalino se pueden aislar las manoproteinas
por precipitacion a pH 4.5 y el liquido remanente se precipita con etanol rindiendo
una fraccion rica en mananos.
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Figura 5. Fraccionamiento de levadura autolizada

Suspension » Sobrenadante
de levadura Autdlisis/Centrifugacion
Sedimento Ultrafiltracion
Secado spray /\
Concentrado Permeado
A
Pared celular Filtracion Secado spray
Evaporacion
Invertasa Extracto de
levadura
v Extraccion
Glicoproteinas Lipidos
Hidrolisis/Centrifugacion
Extraccion Cristalizacion
Y .
Fosfolipidos Ergosterol
Sedimento \
Sobrenadante
Liofilizacion
Precipitacion
Liofilizacion
Glucano Manoproteinas Mananos

El fraccionamiento propuesto solo ha sido llevado hasta nivel de planta piloto,
sin embargo, perspectivamente presenta aspectos muy interesantes en cuanto a pro-
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ducciones versatiles que pueden compensar los elevados costos de produccion. La
accesibilidad al mercado para la realizacion comercial de estos productos es el punto
neuralgico de esta tecnologia.

Produccion de derivados de levadura
El procedimiento permite la produccion de diferentes productos, tales como:

* Hojuelas de levadura.

* Tabletas de levadura.

» Salsa de mesa a base de extracto de levadura.
» Concentrados de proteina.

» Salsa de imitacion de soja.

Las inversiones requeridas para el procedimiento de una tonelada de levadura
estd por debajo de 2 millones de ddlares con una rentabilidad superior al 53 por
ciento. Las inversiones se recuperan en (.75 afios. La produccion 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
doélares 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 satisfaccion de ne-
cesidades de indole dietética, como el bajo contenido de colesterol, entre otros;
la disminucion de los costos de produccidn y la suplementacion de nutrientes en
programas de alimentacién 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
basicamente por su capacidad de generar CO, en las industrias panadera y de bebidas
alcoholicas. La figura 1 muestra un esquema simplificado de produccion de ingre-
dientes alimentarios a partir de levaduras.
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Figura 6. Esquema simplificado de produccion de aditivos alimentarios
de levadura

Levadura
(crema 1|5- 18%)

Homogenizacion
Centrifugacién Residuos de Levadura
pared celular seca (tambor)
Sobrenadante Extraccion Hojuela Tabletas
alcalina
Concentracion Levadura
de polisacaridos de rechazo
Extracto de levadura
Precipitacion Salsa de imitacion
isocléctrica Salsa barbacoa a soya
Concentrado

de proteinas

Fuente: Otero et al., 2000.

La tabla 5 ofrece la composicion de los concentrados de proteina de levadura.
Los niveles de proteina estan en el entorno de 70 %. El nivel de acidos nucleicos
resulta inferior a 3%. Este factor es importante desde que las interacciones entre
proteinas y acidos nucleicos para formar nucleoproteinas 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. Composicion quimica de concentrados de proteinas
y extracto de levadura de cerveza* (g/100g)

Concentrado Proteinas Extracto

de proteina de pared celular de levadura
Humedad 5.02+0.35 3.29+0.54 30.05+1.33
Proteina 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
Acidos nucleicos 3.00£0.31 0.29+£0.35 13.93 +1.03
Lipidos 4.10+0.13 4.10+0.31 0.10 +£0.09

* Todas las determinaciones por duplicado.

Algunas propiedades funcionales de los concentrados de proteina se muestran en
la tabla 6. Aunque las propiedades analizadas no presentan diferencias significativas
entre las proteinas extraidas de las paredes celulares, estas tltimas presentaron una
menor solubilidad. Esto se debe a las condiciones de extraccion alcalina que induce
elevados grados de desnaturalizacion.

Tabla 6. Propiedades de hidratacion, enlace de aceite y capacidad
emulsionante de las proteinas aisladas de levadura de cerveza*

Concentrado Proteinas de Proteina

de proteina pared celular de C. utilis
Capacidad de retencion 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 emulsion** [g aceite/g] 144+3.31* 139+2.98* _

* Todos los valores medias de determinaciones triplicadas ** Concentracion de proteina 2.5%, pH 6.0
frente a aceite de maiz.

Los residuos celulares son ricos en polisacéridos estructurales y de reserva. Estos
se obtienen después de la separacion del extracto diluido y poseen una funcionalidad
limitada. El tratamiento de extraccion alcalina de las proteinas 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. Composicion de residuos de pared celular antes
y después de la extraccion alcalina (g/100 g)

Residuos de Residuos

homogenizacion de extraccion
Humedad ND 2.0£0.15
Proteina 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
Lipidos 6.4+0.10 1.5+0.09

ND= no determinado.

Elaboracion de salsa para carnes a partir de extracto
de levadura y salsa de imitacion a soja

La produccion y utilizacion 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 tradicion 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-
duccién se abren. La produccion de salsas de mesa como saborizantes directos al
consumidor es una alternativa interesante (Otero ef 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 resultd6 mas promisoria la muestra nimero 4, que ase-
meja a las salsas tipo barbacoa y resulta un aderezo apropiado para canes asadas.

La levadura seca, rechazada en la produccion de hojuelas o tabletas, genera una
fraccion que puede resultar altamente contaminante. Esta puede ser reprocesada en
la produccion de una salsa con sabor semejante a las salsas de soja obtenidas por
hidrolisis de las proteinas presentes en el frijol. El proceso comprende la hidrélisis
acida a temperaturas de 120-160°C, neutralizacion y centrifugacion. El proceso so-
lubiliza alrededor del 90% del producto sometido al tratamiento. Posteriormente,
se eleva el contenido salino hasta 18-20 por ciento. La evaluacion sensorial de esta
salsa en comparacion con una salsa comercial no rindi6 diferencias significativas.
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Tabla 8. Formulaciones para la elaboracion de salsas de mesa
a partir de extracto de levadura

Formulaciones
Producto (% base humeda) / 11 17 /4 V Vi
Extracto de levadura 48.7 41.5 49.4 47.8 474 57.0
Agua 36.7 31.2 37.2 359 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
Azucar 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. Calculo del valor de produccion y rentabilidad de una planta
con capacidad para procesar 1 ton de levadura operando
con tres esquemas diferentes de produccion*

Indicador Hojuelas, | Tabletas, Con’c. de
89 8% LS”als'a proteinas + — total
humedad | humedad carmca C'onc.’d.e
polisacaridos

Produccion, t 0.92 0.90 1.94 0.92
Costo produccion®* 2246.69 | 1908.88 1032.75 156.65
Comercializacion™*
(15% sobre facturacion) 1518.00 1909.23 1184.33 341.82
Impuestos™* (40% sobre | 410 00 | 509143 | 3158.42 911.65
facturacion)
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 produccion** 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
Recuperacion, afios 0.70 1.06 2.60 0.75

* Calculos a través de programa Prospin. Costos utilizados, los vigentes en el nordeste brasilefio para
1996. Precios de los productos. 80% de sus similares en el mercado mundial.

**Costo calculado en dolares americanos.

***Dolares americanos/kg.
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Balance economico de la produccion

La tabla 9 ofrece el balance econdmico para las tres lineas de produccion consideran-
dolas de forma independiente. No se incluye la produccion de la salsa de imitacion
por depender, en el presente enfoque, del volumen variable de la levadura seca de
rechazo. La produccion de hojuelas de levadura es la de mas baja rentabilidad, y aun
asi, presenta un tiempo de recuperacion de la inversion de 1.15 afios. Las otras dos
alternativas ofrecen indices muy superiores.
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Panorama general de la biotecnologia aplicada al
desarrollo de bioproductos para la agricultura en Cuba
General Overwiev of the Biotechnology Applied
to Develop Bioproducts for the Agriculture in Cuba

Diaz de Villegas, M. E.'; Altuna, B., Villa, P.

Resumen

La aplicacién de técnicas de la biotecnologia moderna en el sector agroalimentario,
dentro de las practicas de agricultura sostenible y de la conservacion de la biodiversi-
dad, es una necesidad imperiosa para aumentar la produccion de alimentos.

El desarrollo y empleo de bioproductos (biopesticidas, biofertilizantes y bioesti-
mulantes), en la agricultura, estd siendo objeto de gran atencidn, por cientificos y
productores, como una alternativa para la reduccion del empleo de pesticidas y ferti-
lizantes quimicos con el fin de disminuir la contaminacion ambiental producida por
los mismos.

Los bioplaguicidas producidos por via biotecnologica, 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 mas exten-
didos en Cuba; sin embargo, en los ultimos afos, se han venido ejecutando varios
proyectos de investigacion encaminados al desarrollo de productos formados por
los metabolitos activos tales como el antifungico foliar Gluticid, cuyo principio activo
contiene: sideroforos, acido salicilico y sustancias antimicrobianas, el Biomal, bioher-
bicida constituido por fitotoxinas, producidos ambos por fermentacién sumergida de
la Pseudomonas aeruginosa pss.

! Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar (icipca), 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 acido Indol acético (a1a), producido por la bacteria Rhizobium sp., la cual
ejerce una accion positiva sobre la formacion de las raices y la iniciacion de los pelos
laterales de la raiz, lo que favorece la germinacion de las plantas; y el Biojas cons-
tituido por el acido jasmoénico (AJ), y elaborado a partir del hongo Botryodiplodia
theobromae, con un amplio espectro de respuestas fisioldgicas en cultivos.

En el presente trabajo se presenta una panoramica general de las etapas comprendi-
das en el desarrollo de bioproductos y regulaciones de bioseguridad, las caracteristicas
de la produccion biotecnoldgica de los productos y metabolitos antes mencionados,
asi como las potencialidades de las levaduras en el control biologico 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 7richoderma 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 (1aA), 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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Introduccion

ara satisfacer las necesidades humanas actuales es necesaria una agricultura
acorde con las urgencias e intereses de nuestros paises 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 qui-
micos por los bioproductos correspondientes, cuyo impacto en el mercado dependen
esencialmente del desarrollo de las metodologias para producir biomasa y/o los me-
tabolitos activos, asi como los formulados que retinan 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 biotecnologia ha abierto nuevas posibilidades en diferentes aspectos de la
agricultura, entre los que se encuentra la produccion de nuevos insumos agricolas
como biofertilizantes y biplaguicidas (De Pefia, 2004).

Siguiendo esta tendencia mundial, en Cuba en las tltimas décadas se ha incre-
mentado la produccion de biopesticidas a base Trichoderma harzianum, Bacillus
thuringiensis, Beauveria bassiana, y Verticilium lecanii mediante tecnologias semi-
industriales e industriales (Fernandez, O., 2001), asi como de biofertilizantes entre
los que se encuentran los micorrizicos a base de propagulos de hongos micorrizo-
genos de Glomus sp. y bacterianos constituidos fundamentalmente por Azotobacter
chroococcum que han permitido al pais contar con recursos propios para la proteccion
fitosanitaria de los cultivos y la fertilizacion, con lo que se ha logrado reducir el uso
de los agroquimicos en la agricultura y proteger el medio ambiente.

El desarrollo cientifico nacional y la necesidad de contar con productos biolo-
gicos competitivos han impulsado la investigacion dirigida a la utilizacion de los
procesos biotecnologicos en funcion de obtener bioplaguicidas bajo tecnologias de
avanzada.

En el Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Cafia de Azucar
(icipca), se han desarrollado, desde la pasada década, diferentes investigaciones
dentro del Programa Nacional de Biotecnologia Agricola, donde se han obtenido las
tecnologias para la produccion por via fermentativa de los bioestimuladores: acido
indol acético (a1a) que es el principio activo del producto Bioenraiz y el producto
Biojas, constituido por el 4acido jasmoénico 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 antifungico foliar que contiene metabolitos antimicrobianos,
acido salicilico y siderdforos 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 caracteristicas de la
produccion biotecnoldgica de los productos y metabolitos antes mencionados, las
potencialidades de las levaduras en el control biologico de enfermedades postcose-
cha de frutas tropicales, y una panoramica 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 quimica-
mente en el siglo xix. Entre los compuestos con actividad auxinica se han reportado
los indoles y derivados fenilacéticos y dentro de ellos, el acido indol-3-acético (a1a)
que es considerado la auxina mas activa en planta desde el punto de vista fisiologico
(Altuna y cols., 2005).

Esta fitohormona esta involucrada en una diversa variedad de respuestas al cre-
cimiento y desarrollo de las plantas, cuyo mecanismo de accidén no esta completa-
mente elucidado, entre las que pueden citarse: la estimulacion de la division celular,
iniciacion de la formacion de raices y de la floracion 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 exogenas de las mismas durante ciertas fases de crecimiento y condiciones de
cultivo.

Por otra parte, la biosintesis de AlA no se limita solamente a las plantas supe-
riores, diversos microorganismos son también buenos productores de las mismas
pero la concentracion alcanzada varia entre las diferentes especies y cepas, y esta
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 triptofano como precursor de su sintesis 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 icipca, se obtiene me-
diante cultivo sumergido empleando una cepa de Rhyzobium spp, que produce el
acido indol acético (a1a) a una concentracion de 350-400 mg/L, segiin procedimiento
patentado (Altuna, 2005).

Otros de los reguladores del crecimiento vegetal lo constituye el acido jasmoni-
co (AJ), el cual junto a sus compuestos derivados constituyen un grupo de sustan-
cias enddgenas, identificadas en una gran variedad de especies vegetales (Soberdn
v cols., 2005). Fue aislado en 1971 a partir de sobrenadantes de cultivos del hongo
Lasiodiplodia theobromae ¢ identificado como potente inhibidor del crecimiento y
senescencia de las plantas (Aldridge y cols., 1975).

El uso de microorganismos para la produccion de aj ha demostrado ser promi-
sorio, entre las especies mas 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 agricolas en fresa, soja y cafia de azucar; estimulacion
de la formacion 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 caracteristicas antes mencionadas del acido jasmonico,
en el icipca se ha trabajado en el desarrollo del producto Biojas® que contiene acido
jasmonico, en una concentracion entre 600-700 mg/L, el cual se obtiene mediante un
proceso fermentativo estatico del hongo Botryodiplodia theobromae, con un medio
de cultivo barato y sencillo sin necesidad de un inductor externo. La aplicacion del
caldo fermentado ha permitido el incremento en el cultivo de fresa (20%), papa (35%),
asi como la reduccién del ataque de insectos como la Chinche harinosa en cultivos de
pifia; y en cultivos de toronja se logré adelantar la maduracion externa entre 15 y 30
dias, 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 proteccion del medioambiente en las Gltimas décadas, se ha incre-
mentado el interés en el empleo de microorganismos para el control bioloégico de
patogenos, con el fin de disminuir el uso de agroquimicos, cuya definicion por la
Organizacion Internacional de Lucha Bioldgica (oiLB) es la utilizacion de organis-
mos vivos o de sus productos, para evitar o reducir las pérdidas o dafios causados
por los organismos nocivos (Pérez, 2004).
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Entre los microorganismos destacados como agentes de biocontrol contra bacte-
rias y hongos fitopatogenos se encuentran las Pseudomonas fluorescentes, por pre-
sentar las caracteristicas de colonizar de forma rapida y agresiva las raices de las
plantas, asi como suprimir los microorganismos patdogenos mejorando el crecimiento
de la planta y el rendimiento de las cosecha (De Souza y cols., 2003; Keel y cols.,
1996) por la produccion de metabolitos como sider6foros, sustancias antibidticas
(De Souza y cols., 2003; Duffy y Défago, 1999; Nagarajkumar y cols., 2004; Walsh
y cols., 2001) y compuestos volatiles (Lugtenberg y Dekkers, 1999).

Sideroforos

Son pigmentos extracelulares, fluorescentes amarillo-verdoso, solubles en agua, que
actiian como agentes quelantes del Fe (1), se acomplejan con el mismo, dando lugar
a los complejos sideréforos-Fe (11). Estos metabolitos basan su accion en la compe-
tencia que se establece en la rizosfera por el i6n férrico entre las Pseudomonas spp.
y el microorganismo patoégeno, impidiendo que estos iones presentes en el suelo,
queden disponibles al patdgeno para iniciar la infeccion (Leeman y cols., 1996; Lo-
per y Buyer, 1991).

La produccion de sideroforos en cultivo sumergido, por cepas de Pseudomonas
spp., estd influenciada fundamentalmente por la concentracion de hierro en el medio.
Elevadas concentraciones de hierro inhiben la produccion de sider6foros (Laine y
cols., 1996; Bultreys y Gheysen, 2000; Diaz de Villegas y cols., 2002).

Antibioticos

Los antibiodticos son un grupo de compuestos organicos quimicamente heterogé-
neos de bajo peso molecular. A bajas concentraciones, estas sustancias son perju-
diciales para el crecimiento o actividad metabolica de muchos microorganismos
(Thomashow y cols., 1997).

Existen numerosos estudios sobre los antibioticos producidos por Pseudomonas
sp., debido a que éstas cominmente habitan en la rizosfera y filosfera. También
se pueden aislar de ambientes naturales, utilizan un amplio rango de sustratos, asi
como son faciles de cultivar y manipular genéticamente, lo que las convierte entre
las mas utilizadas para la experimentacion (Whipps, 2001). Entre los mas reporta-
dos se encuentran: 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-parG) (De Souza y cols., 2003);
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fenacinas (pHz) (Cartwright, 1995); pirrolnitrin (pPrRN); pioluteorin (pLT) (Dowling,
O’Gara, 1994).

Considerando que las Pseudomonas spp. basan su accion fundamentalmente por
los metabolitos antes mencionados, en el icipca se desarrollo la tecnologia de pro-
duccién de un antifungico foliar a partir de la Pseudomonas aeruginosa pss, cons-
tituido por el sider6foro pioverdin, acido salicilico y metabolitos antimicrobianos.

Durante ensayos realizados en condiciones controladas y de campo, resulto
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 infeccion; y contra el tizon temprano (Phytophthora infestans) del tomate con
buenos resultados, comparado con los pesticidas quimicos Mancozeb y Ridomil,
siendo este resultado novedoso al aplicarse en el pais por primera vez un producto
biologico como antifungico foliar (Stefanova, 2000).

Fitotoxinas

Existe una variedad de microorganismos, entre los que se encuentran hongos y
bacterias patogenos de plantas, que reciben considerable atencion con el fin de
utilizarlos, junto a las fitotoxinas que ellos producen, como herbicidas bioldgicos
(Duke y Abbas, 1994; Duke y cols., 1991). En muchos aspectos los patdégenos 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 accion mas amplio que el patdgeno 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 germinacion de las semillas, y/o el desarrollo
de las mismas, mediante la produccion de fitotoxinas, se encuentran las del género
Pseudomonas (Bender y cols., 1999). La produccion de bioherbicidas constituidos
por las fitotoxinas producidas por cepas de Pseudomonas, ofrece una alternativa
para su aplicacion en el manejo integrado de malezas. La Pseudomonas aerugino-
sa pss produce fitotoxinas de naturaleza peptidica de muy bajo peso molecular en
cultivos liquidos, segtn los estudios realizados en el icipca. La evaluacion de la
efectividad in vitro del bioherbicida a una concentracion de fitotoxinas de 45 mg/
mL, sobre la germinacion de diferentes semillas de malezas ocasiono la necrosis o
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el desarrollo atrofiado de las radiculas que emergieron y mostrd un comportamiento
similar al producido por los herbicidas de tipo hormonal. La aplicacion 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 rapido. Las dicotiledoneas han sido mas sensibles que las gramineas (Diaz de
Villegas y cols., 2005).

Levaduras para el control de enfermedades
postcosecha en frutas

Las frutas para ser consumidas deben estar exentas de residuos toxicos debido a los
plaguicidas y a los microorganismos patogenos.

El uso de fungicidas quimicos se ve limitado por diversas razones entre las que
se encuentran regulaciones para garantizar la salud humana, y la contaminacion am-
biental, asi como el desarrollo de cepas de patégenos que atacan postcosechas resis-
tentes a dichos fungicidas, todo lo cual ha motivado la busqueda de otras alternativas
para el control de estos patdgenos.

El control bioldgico puede ser una de las alternativas a considerar porque su em-
pleo reduce el impacto negativo al medio ambiente y, especificamente, el empleo de
antagonistas, entre las que se encuentran las levaduras, planteadas por diversos auto-
res como una de las alternativas mas promisorias, como parte del manejo integrado
de pestes reduciendo el uso de pesticidas quimicos (Droby y cols., 1998; Chand-Go-
yal y Spotts, 1996; Benitez Ahrendts y Carrillo, 2004).

Un antagonista ideal debe reunir las siguientes caracteristicas: 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 produccion de metabolitos potencialmente toxicos para humanos, resistencia a
los pesticidas mas frecuentemente usados y compatibilidad con otros tratamientos
quimicos y fisicos (Wilson y Wisniewski, 1994). Las levaduras cumplen un buen
numero de los requisitos antes mencionados por lo que estan recibiendo atencion
especial (Chalutz y Droby, 1998).

Adicionalmente a las caracteristicas antes mencionadas, las levaduras poseen
otras propiedades que las hacen recomendables como agentes de biocontrol: crecen
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y colonizan rapidamente la superficie de las frutas y limitan los nutrientes a micro-
organismos patdgenos (Bouzerda, y cols., 2003).

Etapas comprendidas en el desarrollo de un bioproducto

Una comercializacion exitosa de los bioplaguicidas y biofertilizantes es el resultado
de los procesos de desarrollo de los mismos, y frecuentemente estd limitada por la
falta de conocimientos y experiencia en la produccion y formulacion de los agentes
de control bioldgico (Slininger y cols., 2003).

Los biopesticidas comerciales deben reunir los siguientes requisitos generales:

* Produccion econdmicamente viable.

* Mantener estabilidad durante su almacenamiento.

* Adecuada persistencia en el campo.

* Facil manipulacion, mezclado y aplicacion.

» Efectividad en el control de plagas y enfermedades.

Etapas que comprende el desarrollo de estos bioproductos:

1. Aislamiento e identificaciéon de microorganismos efectivos para combatir las
plagas y enfermedades que se desee y que no dafie las cosechas.

El aislamiento debe comenzar por las areas donde ellos naturalmente crecen. La
evaluacion de un nimero mayor de agentes de biocontrol promisorios incrementa las
posibilidades de encontrar una cepa efectiva.

2. Desarrollar procesos de fermentacion minimizando el costo con un maximo
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. Generalizacion de la aplicacion del producto y registro del mismo.
4. Comercializacion.

Seleccion de cepas comerciales para el biocontrol

El hecho de que sdlo una pequeiia proporcion de cepas haya llegado a productos
comerciales, en parte se debe a diversas caracteristicas comunes a la siguiente estra-
tegia de seleccion:

* Poco conocimiento de las caracteristicas de la plaga, como su resistencia a los
pesticidas quimicos.

* Evaluacion 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 areas donde ellos naturalmente es-
tan presentes. La evaluacion de un nimero 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.

* Optimizacion de los parametros de fermentacion: pH, temperatura, luz, airea-
cion, agitacion, tiempo y tamaiio del inoculo.

* Tipo de fermentacion por emplear: sumergida o en estado solido.

* Estudios de efectividad del producto en ensayos in vitro, condiciones contro-
ladas y campo.

» Evaluacion econdmica preliminar y del proceso tecnoldgico.

» Escalado del procedimiento tecnologico cumpliendo las medidas de biosegu-
ridad.

» Aislamiento e identificacion de los metabolitos activos.

* Evaluacion técnico-econdmica y de mercado.

* Pruebas toxicologicas.

» Registro.

* Comercializacion.
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Desarrollo de adecuadas formulaciones

La aplicacioén 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 solidas y formulaciones liquidas para estabilizar las bacterias y hongos durante
los procesos de almacenamiento y aplicacion.

Seguridad biolégica

La bioseguridad es una disciplina que existe en Cuba desde hace tiempo, quiza no
como la concebimos hoy en dia, y no con el nombre de bioseguridad, pero siempre
ha estado presente en las practicas de laboratorio donde se manipulan agentes biolo-
gicos con el nombre de “buenas practicas de laboratorio”.

Cuando oimos hablar de bioseguridad, enseguida pensamos en niveles de conten-
cion, instalaciones de alto riesgo y maxima seguridad, o en algo muy peligroso de
origen bioldgico que se debe controlar, y no estamos muy lejos de la realidad.

Niveles de seguridad

Segun el riesgo relativo que entrafian los microorganismos infectantes que se mani-
pulan en el laboratorio, la construccion, el disefio y también los medios de conten-
cion el Manual de Bioseguridad de la owms los clasifica en cuatro categorias:

» Laboratorio basico.

» Laboratorio basico con cabina de seguridad bioldgica u otros dispositivos
apropiados de proteccion personal o contencion fisica.

» Laboratorio de contencion.

» Laboratorio de contencién maxima.

Nivel de contencion biologica 1

Le corresponde el nivel de riesgo I, que indica escaso riesgo individual y comuni-
tario. Se aplicaran las medidas del laboratorio basico. No necesita ningin equipo
especial de contencion.
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Nivel de contencion biologica 2

Le corresponde el nivel de riesgo 11, indicador de riesgo individual moderado y ries-
go comunitario limitado.

Nivel de contencion biologica 3

Le corresponde el nivel de riesgo 1, indicador de riesgo individual elevado y riesgo
comunitario escaso.

Nivel de contencion biologica 4

Le corresponde el nivel de riesgo 1v, indicador de elevado riesgo individual y co-
munitario. Los laboratorios de contencion maxima en funcionamiento deben estar
supervisados por las autoridades sanitarias nacionales o de otro tipo.
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a biotecnologia permite la bioconversion de residuos agroin-

dustriales en productos de interés comercial mediante el uso de
microorganismos. Ademas del interés economico que implica para la
produccion de productos de mayor valor agregado (enzimas, protei-
na unicelular, pigmentos, antibioticos, etc.), la utilizacion de subpro-
ductos agroindustriales tiene incidencia en la preservacion del medio
ambiente al considerar el desarrollo de tecnologias orientadas hacia
una transformacion sustentable de los recursos naturales. La bus-
queda de materias primas de bajo costo y facil adquisicion para
utilizarse como sustratos fermentables (fuentes de carbono o de
nitrogeno), constituye uno de los retos mas interesantes de la biotec-
nologia actual. Por ello, es de especial importancia la investigacion
dirigida a encontrar medios de cultivo alternativos que sean econo-
micamente competitivos. En este sentido, existen diversos subpro-
ductos de la agroindustria que podrian ser utilizados como sustratos
no convencionales para la obtencion de productos de interés econo-
mico como los aditivos alimentarios.

El cuerpo académico Ciencia y Tecnologia Agroalimentaria en
colaboracion con el cuerpo académico de Alimentos y Nutricion a
través de la Sociedad Mexicana de Nutricion y Tecnologia de Alimen-
tos (Somenta), lleva a cabo el encuentro académico: Avances en el
Aprovechamiento Biotecnolégico de Productos Agropecuarios con la
participacion de grupos de investigacion internacionales, quienes
comparten los avances cientificos y tecnologicos en el area del apro-
vechamiento de productos agricolas para la produccion de aditivos
alimentarios.
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