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EDITORIAL

LA SMBB A 30 ANOS DE SU FUNDACION

El pasado 30 de Junio del 2012 se cumplieron treinta afios de la fundacion de la
Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria (SMBB). En esa fecha, pero del
afio de 1982, nos reunimos 26 personas, entre investigadores, industriales y estudiantes de
los campos de la biotecnologia y bioingenieria, para firmar el Acta Constitutiva de la
primera sociedad que en esas disciplinas se establecia en nuestro pais. Apadrinados por el
CONACYT, la reunion se llevo a cabo a las 18 horas de un dia miércoles del mes de Junio,
en la entonces instalaciones del propio CONACYT, ubicadas al sur de la ciudad de México,
en la Ciudad Universitaria. En ese sitio y en esa fecha y hora, los ahi presentes
manifestamos nuestra libre voluntad para constituirnos como una nueva asociacion civil.
Dicha reunidn vino a cristalizar el esfuerzo de varios afios de trabajo de un grupo de
investigadores y profesionales interesados en asociar y representar a los profesionales y
estudiantes de la biotecnologia y la bioingenieria de México. Con esta asociacion se
buscaba promover esas disciplinas, asi como dar a conocer las actividades cientificas y
tecnoldgicas de sus asociados. Fomentar la vinculacion y la transferencia de tecnologia
entre los sectores académico y productivo del pais, tanto publico como privado. Impulsar la
formacion de profesionales en biotecnologia y bioingenieria, a través de revisar y discutir
los planes de ensefianza correspondientes practicados en ese momento en el pais y
promover la expedicion de leyes, reglamentos y reformas relativas a su ejercicio
profesional.

La Sociedad fue concebida de tal forma, que no daba margen a un predominio
institucional en su organizacion y en sus perspectivas de desarrollo, es decir, se inicié mas
con la filosofia de asociar por conviccion que por obligacion o control.

Treinta afios después tengo el privilegio de ver los resultados de ese proyecto. Ver una
Sociedad robusta que paso de 26 a méas de 1000 socios numerarios, profesionales y
estudiantes, organizados en once delegaciones y el Distrito Federal. Una asociacion que
cada dos afos lleva a cabo un Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria en el
interior del pais. Una Sociedad llena de juventud y dinamismo, al ser promotora de
diversos eventos como conferencias, mesas redondas y cursos cortos. Organizadora de los

premios Carlos Casas Campillo y Alfredo Sanchez Marroquin, reconocimiento
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EDITORIAL

establecido por la SMBB para honrar a dos ilustres mexicanos que fueron pioneros de estas
disciplinas en nuestro pais. Influyente, a traves de sus miembros, en las politicas de ciencia
y tecnologia que inciden de manera directa en la vida cientifica e industrial del pais.
Participativa de los avances cientificos y tecnologicos mas modernos y en la forma de
hacerlos llegar a los usuarios naturales de los mismos. Formativa e informativa, a través de
la edicidon de libros y de la revista periddica BioTecnologia, su 6rgano oficial de
comunicacion.

Como puede verse, los logros son muchos y sin duda son el resultado de la participacion
de todos sus asociados. Algunos de ellos lo han hecho directamente en la organizacion de
planes y ejecucion de proyectos sobre su proyeccién y consolidacion, otros de manera
indirecta, pero el esfuerzo de todos ha resultado en lo que somos ahora como Sociedad.
Todos ellos, hombres y mujeres de manera generosa y comprometida han dado su mejor
esfuerzo para el desarrollo y fortalecimiento de la SMBB. Personajes que con su trabajo
han contribuido al progreso cientifico y tecnoldgico del pais. Dentro de tales personajes,
debemos destacar la labor de Carlos Huitron a quien la SMBB dedica el presente volumen
como un homenaje a su labor en la presidencia de la misma en el periodo de 1984-1986.
Carlos fue pionero del proyecto de ésta Sociedad que ahora cumple 30 afios de existencia 'y
cuenta con méas de 800 miembros activos. No todos los protagonistas de este proyecto
podemos dar fe de la dimensién actual del mismo. Algunos se nos han adelantado en el
camino, pero ellos dejaron en la SMBB una muestra profunda de su trabajo, cuyos
resultados hace algunos afios hubiesen parecido impensables o utépicos.

Distinguidos colegas miembros de la SMBB, es un orgullo para un servidor pertenecer a
la SMBB, es claro que el esfuerzo realizado por sus asociados durante 30 afios no ha sido
en vano ya que pertenecemos a una asociacion que sin duda ha alcanzado representatividad
e importancia nacional. Sigamos trabajando en ese mismo camino, sigamos esforzandonos

para llevar a nuestra Sociedad a un nivel de importancia internacional.

Sergio Sanchez Esquivel

Presidente fundador de la SMBB

Departamento de Biuologia Molecular y Biotecnologia,
Instituto de investigaciones Biomédicas,

Universidad Nacional Autonoma de México
sersan@biomedicas.unam.mx
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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original asi como de revision en los campos de la
biotecnologia y bioingenieria. Todos los manuscritos serdn sujetos a revision por al menos dos
miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion de aceptacion para ser
publicados.

Los idiomas de la revista son el Espafiol y el Inglés.

Los trabajos se escribirdn en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes aplicados a
todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm de cada lado.
Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central de cada hoja.

Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo de 25 paginas, escritas con un
interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras. Las publicaciones de trabajos originales
y revisiones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de tiempo (h,
min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), DNA, RNA y otras comUnmente aceptadas en
la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que cultivan
la biotecnologia y la bioingenieria, desde sus aspectos fundamentales hasta las aplicaciones de los
mismos, incluyendo: microbiologia, bioquimica y biologia molecular, procesos y proyectos, asi como
biotecnologia marina y biotecnologia aplicada a la salud, alimentos, agricultura, veterinaria, enzimas y
ambiente.

Los trabajos de investigacion original seran divididos en las siguientes secciones: Introduccién,
Materiales y métodos, Resultados, Discusién, Referencias y Agradecimientos. Las secciones de
Resultados y Discusién pueden presentarse combinadas.

Los trabajos de revisién incluirdn el tema y subtemas que a juicio de los autores sean necesarios
para la mejor presentacion de la informacion. Estos trabajos pueden cubrir los siguientes contenidos:

1. ;,Qué es y para qué sirve la Biotecnologia?. Es decir: descripciones que ilustren y divulguen los
distintos campos de la biotecnologia, sus alcances y limitaciones, su historia y sus perspectivas.

2. Las fronteras de la biotecnologia: revisiones de nuevos campos 0 nuevas aplicaciones de la
biotecnologia. Por ejemplo: las perspectivas del uso de los genomas para el desarrollo de nuevas
drogas o para el tratamiento de enfermedades metabdlicas. Las perspectivas de la genomica
(estudio sistemético de los genes y sus aplicaciones), la protedmica (prediccion de la expresién de
los genes en proteinas funcionales) y la fenémica (prediccién de fenotipos o conductas de los
organismos, en base a sus genes y a sus proteinas). El uso de la ingenieria genética para hacer
ingenieria metabolica. Los nuevos tipos de reactores biologicos y los fenomenos de transporte
implicados. Los nuevos esquemas de reaccidn, separacion y control en procesos biotecnolégicos.
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3. Aplicaciones de la Biotecnologia para resolver problemas o atender necesidades de la sociedad,
con especial atencién a sus aplicaciones ya vigentes en México. Esta seccion sera dedicada a
una empresa o institucion (publica o privada) que desee difundir los logros obtenidos en algin
campo de la biotecnologia. Por ejemplo: empresas productoras de antibiéticos o productos
biologicos, empresas de ingenieria ambiental que usen procesos biotecnolégicos, empresas
agropecuarias, forestales o de acuacultura que usen tecnologias biolégicas avanzadas, o
empresas de transformacion de alimentos que utilicen enzimas, cultivos de microorganismos, etc.
Esta lista es indicativa pero no exhaustiva.

4. Problemas de bioseguridad, bioética y biodiversidad relacionados con las aplicaciones de la
biotecnologia a la sociedad. Por ejemplo: analisis y comentarios sobre los debates acerca del uso
de semillas transgénicas, los problemas de conservacion y explotacién de la biodiversidad
mediante la biotecnologia, los riesgos del uso de organismos transgénicos en diversos campos de
la industria, los problemas de bioseguridad del uso de antibiéticos y otros productos
biotecnolégicos.

5. La educacion, la cultura y la difusién tecnolégica en relacién con la biotecnologia. Por ejemplo:
comentarios de planes y programas, de estilos y necesidades de la ensefianza, del enfoque
interdisciplinario, en carreras o planes de estudio directamente ligados con la biotecnologia.
También necesidades y modalidades sobre programas de extension educativa para la industria,
para el publico consumidor o para grupos selectos de personas interesadas en la biotecnologia
(politicos, funcionarios de empresas, lideres de opinién). El uso de la informatica en la difusion de
la biotecnologia, y en general, el andlisis de necesidades, métodos y alternativas para difundir los
conocimientos de la biotecnologia.

6. Oportunidades y propuestas para mejorar la cooperacion y el desarrollo biotecnolégicos. Por
ejemplo: Analisis de las oportunidades vigentes de intercambio académico o comercial en
biotecnologia. Propuestas de nuevas formas de cooperacidn entre los sectores de investigacién y
la industria biotecnol6gica. Analisis y propuestas del uso 6ptimo de recursos humanos, financieros
0 materiales para mejorar la cooperacion o el desarrollo de la biotecnologia. En esta seccion se
daréa espacio a los andlisis, criticas o propuestas de los aspectos legales y fiscales que afecten e
incluso puedan mejorar el desarrollo de la biotecnologia en México. Tales como: la propiedad
industrial, el régimen fiscal de las empresas, el costo del desarrollo biotecnoldgico y los subsidios
o0 estimulos econdémicos para el desarrollo de la biotecnologia.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberan apegarse al siguiente
formato:

1. El titulo del manuscrito sera puesto en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14. El
titulo debera estar centrado.

2. El nombre de los autores ocupard los siguientes renglones escribiendo el nombre y primer
apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los nombres de los
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participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el autor responsable de la
publicacion. En el siguiente renglén con letra itdlica Arial del mismo tamafo, se incluird la
direccion postal de la institucion de adscripcion de los autores, asi como el e-mail del autor
corresponsal.

3. Se debera afiadir un Resumen de no mas de 250 palabras en Espafiol y un Abstract en Inglés
de tamafio similar.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base de
datos.
Estas palabras deberan de incluirse en Espafiol y en Inglés (Key words:).

5. Si el texto inicia con el nombre de algin subtema, éste de pondra como primera linea en
cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglon se iniciara el
texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera ser escrito con un
interlineado de 1.5 renglones. Se deber& dejar un espacio de un renglén al inicio de una seccién o
subtema nuevo. Los géneros y especies deberan escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberan numerarse con arabigos, correlativamente en orden de aparicion en el
texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para facilitar el trabajo
de edicion, se recomienda indicar la ubicacion de las mismas en el momento en que son
mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir un breve titulo explicativo en la
parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos, éstas se deberan designar como figuras.
La impresién de las figuras e imagenes se hara en blanco y negro, por lo que se recomienda que
muestren un buen contraste, en especial las figuras con varias lineas. Segun el orden de aparicién
en el texto, las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberdn ser indicadas con
letras mindsculas en superindice. La ubicacién de las tablas ser4 sefialada en el texto pero se
anexaran en hojas separadas después de las Referencias.

7. La informacion dada como referencias bibliograficas deberd permitir a los lectores llegar con
facilidad a tal fuente de informacion original, si ello fuera necesario. En el texto del trabajo, las
referencias se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez et al.
(2003), han demostrado....” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han mostrado...” Si
la cita es es una pagina de Internet, ésta deberd ponerse completa entre paréntesis directamente
en el texto donde se mencione. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de
letra del texto principal (Arial tamafio 10) de acuerdo al siguiente formato:

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2 8
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Pararevistas:

Garcia-Carrefio F, Cota K & Navarrete del Toro MA (2008) Phenoloxidase activity of hemocyanin in
whiteleg shrimp, Penaeus vannamei: conversion, characterization of catalytic properties, and role in
postmortem melanosis. J. Agric. Food Chem. 56: 6454-6459.

Para libros y capitulos de libros:
(Libro)

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon Scientific
Press, Norwich.

(Capitulo de libro)

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary metabolites. In:
Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess, Bioseparation, and Cell Technology
(EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Para patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the marine
actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Para congresos y reuniones: Se aceptaran un maximo de dos citas de este tipo.

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura del
Complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII Congreso
Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.

Para citas provenientes de internet: Se aceptard un maximo de dos citas de este tipo.

Van Deuren J, Wang Z & Ledbetter J (1997) Remediation Technologies Screening Matrix and
Reference Guide. 32 Ed. Technology Innovation Office, EPA. Disponible en:
http://www.epa.gov/tio/ remed.htm.

Revistas electronicas:

Sun J, Lu X, Rinas U, & Zeng AP (2007) Metabolic peculiarities of Aspergillus niger disclosed by
comparative metabolic genomics. Genome Biol. 8: R182.
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Para tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacion del uso biotecnologico de la semilla de Ditaxis heterantha para la
Produccion de safranal. Tesis de Maestra en Ciencias Bioquimicas. Universidad Nacional
Auténoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea. Las citas de internet,
congresos y reuniones, deberan evitarse al maximo.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una carta de
cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y
Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines de divulgacion y
difusion de la actividad cientifica y tecnolégica. En ningun caso, dichos derechos afectan la
propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad o parte de ese articulo
con fines no lucrativos.

Los trabajos solamente se reciben via correo electrénico en la direcciéon smbiotec@yahoo.com.mx
Al momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal, por lo que se pide
incluir una direccién de correo electrénico para este fin, asi como para mantener comunicacion
con el editor sobre la evolucion de la revisién y sobre la aceptacién del mismo.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su correccion. En esta

condicién no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los mismos sin la aprobacién
del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se publicara en linea y podra ser
consultado en la pégina de la Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria AC
http://www.smbb.com.mx/ La publicacién en linea precedera a la publicacién impresa.
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SEMBLANZA

Breve Semblanza de Mis Recuerdos Sobre

CARLOS HUITRON VARGAS

Foto: Archivo del Departamento de Prensay Difusion, IIB

Conoci a Carlos Huitrén en 1972, en el inicio del nicleo seminal de la biotecnologia
en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, junto con Sergio Sanchez Esquivel y Jorge
Limon-Lason. El ya tenia experiencia de investigacion colaborando con el grupo de Jaime
Mora. De ahi surgi6 su primera publicacion, teniendo como colaboradores a Rafael
Palacios y a Guillermo Soberén, en el tema del metabolismo nitrogenado (Tarrab et al.,
1974) que es su articulo cientifico mas citado. Mas adelante, con Jorge Limén-Lason
(Huitron 'y Limén-Lason, 1978) empez6 su fructifera trayectoria de estudios de
enzimologia aplicada a la biotecnologia, con un estudio sobre la inmovilizacion de la
enzima glucosa isomerasa, pues ese fue el tema de cooperacion acordado para que el
nuevo grupo adquiriese experiencia en un area de posible aplicacion a la industria
azucarera y con ese tema se dirigio, a principios de la década de 1970, junto con Jorge
Limén-Lason para realizar una estancia de investigacion en el University College con el
grupo de Malcolm Lilly que, por esa época era pionero de la enzimologia industrial.

De regreso a México, Carlos se interes6 cada vez mas en problema de la sintesis de
los complejos enziméticos hidroliticos, con actividades de pectinasa, celulasa y xilanasa.
Este interés provino de una estancia que hizo en el Instituto Tecnoldgico de Mérida a fines
de los afios 1970. De ahi también su interés en estudiar la degradacion del henequény la
transformacion de las sapogeninas que dieron lugar a nuevas publicaciones. Para esa
época yo habia dejado el Instituto de Investigaciones Biomédicas para aceptar formar un
nuevo grupo en la Universidad Autonoma Metropolitana de Iztapalapa, dénde hasta ahora
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laboro. En 1982, Carlos me invit6 a formar parte del grupo fundador de la Sociedad
Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria y cuatro afilos mas adelante, me propuso que
fuese el tercer presidente de nuestra asociacion. Esta accion fue un atrevimiento
visionario de él para darle a la SMByB un caracter multi-institucional que la ha
caracterizado, pues temia que este ambicioso proyecto quedase circunscrito a un grupo
cerrado dentro de la UNAM. Me parecié un gesto afectuoso y generoso de su parte y
acepté.

La colaboracién de nuestro grupo con Carlos Huitrén siguié senderos inesperados,
pues una de sus mejores alumnas, Sara Solis Pereira, resultd ser una excelente
colaboradora con quien publicamos dos de los trabajos més citados de nuestro grupo
sobre la aparente resistencia a la represion catabdlica de la sintesis de las pectinasas en
las fermentaciones en medio sélido (FMS) que también fue ampliado con el trabajo de
Maria Elena Acuia Arguelles quien también habia sido formada inicialmente por Carlos
Huitrén. Para este fin contamos con la donacion por Carlos de algunas cepas de
Aspergillus niger, que denominamos CH por razones obvias y nos fueron muy utiles para
el arranque de nuestro trabajo sobre pectinasas. Otro camino de colaboracion indirecta,
fue el trabajo conjunto con su amigo cercano, Guillermo Aguilar y su esposa Blanca Trejo,
sobre algunas variaciones de este tema y con quienes publicamos un trabajo de
colaboracién con Alfredo Minjares.

Una de las contribuciones mas originales que lei de Carlos Huitrén, fue la idea de
usar un sistema de lote alimentado para demostrar que la productividad de la produccion
de pectinasas podia ser muy alta si el fermentador estaba programado a mantener una
concentracion de azucares menor de 10 gramos por litro (Huitrén y Aguilar, 1986, 1987,
1990; Larios et al., 1989). Esta observacion fue muy Util para que nosotros formulasemos
la hipétesis de que quizas en la FMS la aparente resistencia a la represiéon catabdlica se
debia a la manutencién fisiolégica de bajos niveles locales de azucares (Viniegra-
Gonzalez y Favela-Torres, 2006). También fue util para fijar las condiciones de induccién
de pectinasas usando azlcar y pectina, a bajas concentraciones y en medios agitados.
Por medio de estas lineas quiero dar reconocimiento a la contribucién que tuvo Carlos
para ayudar a formar mejor nuestras ideas sobre los problemas de la biosintesis de
enzimas en el sistema de FMS.

Afos después he podido constatar que Carlos Huitrén, ain con problemas de salud,
pudo continuar sus publicaciones hasta 2009, en los mismos temas de producciéon de
enzimas y esto habla mucho a favor de su caracter tesonero.

Carlos fue un pionero, junto con sus colegas y amigos Jorge Thomé Ortiz, Fernando
Garcia Hernandez, Jorge A. Limon-Lason y Sergio Sanchez Esquivel, para lanzar un
proyecto tan quimérico o quijotesco en 1982, que fue la formacion de nuestra querida
SMByB que ahora cumple 30 afios de existencia y cuenta con cerca de 800 miembros.
Muchos de ellos con notables avances en la frontera de nuestro campo de investigacion y
con algunas aplicaciones sobresalientes a la industria nacional.
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RESUMEN

Desde hace varias décadas los residuos agroindustriales han sido un foco de atencién para
varios investigadores a nivel mundial, debido a que parte de sus constituyentes pueden ser materia
prima para generar diversos productos de interés, esta situacion sigue prevaleciendo en la
actualidad y se prevé que continuara en el futuro. Este articulo trata de resumir las experiencias de
varios autores y los aspectos mas relevantes del aprovechamiento de una variedad de residuos
agroindustriales, la revision bibliografica corresponde a una muestra de articulos que se
identificaron en la base de datos Science Direct dentro del periodo 1982 a febrero de 2012.
También se plantea la necesidad de atender de una manera ambientalmente responsable, la
disposicion final de los residuos que ya no pueden ser reutilizados, tomando como base el marco
regulatorio vigente, para evitar que se conviertan en contaminantes de suelos y agua subterranea.
Palabras clave: residuos agroindustriales, desechos agroindustriales, residuos lignocelulésicos,
desechos lignocelulésicos, biocombustibles, residuos como contaminantes de suelo y agua

subterranea.

ABSTRACT

For several decades agro-industrial residues has been the focus of attention of several
researchers worldwide, because some of its elements may be raw materials to create various
products of interest; a situation that keeps on prevailing today and it is expected to continue in the
future. This article tries to summarize the experiences of several authors and the key aspects of the
exploitation of a variety of agro-industrial residues. The related literature is a sample of articles
pinpointed in the Science Direct database from 1982 to February 2012. In addition, it also sets out
the need of handling the disposal of waste that cannot be recycled, with an environmentally
responsible behavior; so they cannot lead to the pollution of soils and groundwater, a task that must
be based on the regulatory framework in force.
Key words: agroindustrial residues, agroindustrial wastes, lignocellulosic residues, lignocellulosic

wastes, biofuels, residues as contaminants of soils and groundwater.
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INTRODUCCION

En la década de los afios 70, una parte
importante de los biotecnélogos de todo el
mundo enfocaron sus investigaciones hacia
la utilizaciébn y aprovechamiento de los
residuos agroindustriales para la produccion
de compuestos Utiles como insumos de otros
procesos industriales; los primeros afios la
prioridad se enfoc6 a la generacion de
productos con valor agregado, afios mas
tarde se sumd la prioridad de utilizar los
residuos para reducir el impacto ambiental
gue ocasiona su disposicion, y a partir del
presente siglo la prioridad esta enfocada a la
produccion de bioenergéticos y a la
elaboracién de nuevas formulaciones de
alimentos para animales.

El presente articulo, fue escrito con la
mejor intencion de rendir un homenaje al Dr.
Carlos Huitrébn Vargas, uno de los
promotores de la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria, A.C., y lider en
su tiempo, en el area de produccion de
enzimas de interés practico a partir de

residuos agroindustriales.

LOS RESIDUOS AGROINDUSTRIALES
Entre los diferentes enfoques que existen
para definir a la “agroindustria” . Se dice que
es una “actividad que integra la produccién
primaria agricola, pecuaria o forestal, el
proceso de beneficio o transformacion, asi
como la comercializacion del producto, sin
dejar de lado los aspectos de administracion,
mercadotecnia y financiamiento”. Dicho en
otros términos, es una actividad econdmica

que combina el proceso productivo agricola

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

con el industrial para generar alimentos o
materias primas semi-elaboradas destinadas
al mercado. También se dice que constituye
una parte del sector industrial que se dedica
a producir y/o transformar, almacenar y
comercializar productos provenientes del
campo. Entre los productos que se
industrializan estan: frutas, verduras, raices,
semillas, hojas, tubérculos y vainas; algunos
se comercializan en fresco y otros son
transformados en néctares, jugos,
mermeladas, ensaladas, harinas, aceites,
vinos, concentrados en polvo y conservas,
por mencionar algunos. La tendencia mundial
es el notable crecimiento en la generacién de
residuos, derivado del incremento en la
generacion de productos comercializables.

A partir del marco de referencia anterior,
se puede entonces decir que los residuos
agroindustriales son materiales en estado
sélido o liquido que se generan a partir del
consumo directo de productos primarios o de
su industrializacién, y que ya no son de
utilidad para el proceso que los genero, pero
que son susceptibles de aprovechamiento o
transformacion para generar otro producto
con valor econémico, de interés comercial y/o
social. El problema al que se enfrentan los
residuos agroindustriales es que no existe
una clara conciencia ambiental para su
manejo, ademas de que falta capacidad
tecnoldgica y recursos economicos para
darles un destino final, asi como una
legislacion especifica para promover la
gestién de este tipo de residuos, que asegure

un buen manejo desde su generacién hasta

15



Articulos

su disposicion final. Ain en nuestros dias,

esta problematica prevalece a nivel mundial.

Con cierta frecuencia al hablar sobre el
tema utilizamos en forma indistinta los
términos: subproductos, residuos y
desechos, sin importar que existe una
diferencia conceptual entre ellos. Un
“subproducto” es un producto secundario,
bien conocido, generalmente atil,
comercializable y por lo tanto con valor
agregado, que resulta de un proceso
industrial. El término “residuos”, se aplica a
aquellos que pueden tener o no un valor
comercial, porque son poco comunes o
porque se generan en bajas cantidades, sin
embargo, algunos de sus constituyentes aln
en baja proporcion, le pueden conferir algin
interés para su utilizacién. Desde este punto
de vista, los términos “subproducto” vy
“residuo” podrian utilizarse como sinénimos,
no asi el término “desecho”, que esta referido
a aquellos materiales que no tienen algun
valor comercial, ni poseen atributos de
interés para ser utilizados en algin proceso,
por lo que se consideran como basura y se
les debe dar una disposicion final.

En general, las caracteristicas de los
residuos agroindustriales son muy variadas,
dependen de la materia prima y del proceso
que los genero, no obstante, comparten una
caracteristica principal que es el contenido de
materia orgénica, constituida por diferentes
porcentajes de celulosa, lignina,
hemicelulosa y pectina. Por ser la materia
organica su principal componente, en la
practica se les denomina ‘“residuos
organicos”, dentro de este rubro se incluyen

otros residuos, como los lodos de plantas de
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tratamiento de aguas residuales, la hojarasca
de parques y jardines, asi como los residuos
domeésticos y residuos sélidos municipales.

Valdez-Vazquez et al. (2010), publicaron
datos oficiales de 2006 que establecen que
en México se produjeron 75.73 millones de
toneladas de materia seca proveniente de 20
cultivos, de los cuales 60.13 millones de
toneladas corresponden a residuos primarios,
obtenidos al momento de la cosecha, entre
los que estan: hojas y tallos del maiz, tallos y
vaina de sorgo, puntas y hojas de cafia de
azucar, paja de trigo, paja de cebada y de
frijol, asi como céscara de algoddn. El resto,
15.60 millones de toneladas corresponden a
residuos secundarios obtenidos del
procesamiento post-cosecha, entre los que
estan: bagazo de cafa de azlcar, mazorcas
y olotes, bagazo de maguey o agave, asi
como pulpa de café.

Algunos datos que sirven para tener una
idea del volumen de residuos que generan
diferentes tipos de industrias son los
siguientes: la industria de la cerveza
solamente utiliza el 8% de los componentes
del grano, el resto 92%, es un residuo; la
industria del aceite de palma utiliza el 9%, el
91% restante es un residuo; la industria del
café utiliza el 9.5%, el 90.5% restante es un
residuo y la industria del papel utiliza menos
del 30%, el resto es un residuo.

Al buscar una oportunidad de
aprovechamiento de los residuos, se hace
necesaria su caracterizacion para conocer su
composicion, la calidad de sus componentes
y la cantidad que se genera, con esto se
pueden definir las tecnologias mas

apropiadas para su aprovechamiento y
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posterior tratamiento. Respecto a esto Ultimo,

es de esperar que después del
aprovechamiento de un residuo se genere un
siguiente residuo mas agotado que podria
tener otra aplicacion, o bien, convertirse en
un desecho. En la blsqueda de
oportunidades de aprovechamiento de
residuos este aspecto debera  ser
considerado, con un enfoque de

responsabilidad ambiental.

CRITERIOS DE SELECCION DE
RESIDUOS CON FINES DE
APROVECHAMIENTO

Al paso de los afios, se han definido
criterios de seleccion de los residuos para ser
aprovechados con fines biotecnolégicos,
algunos de ellos son:

- Que el principal componente del
residuo pueda ser utilizado como sustrato
para la produccién fermentativa de insumos
de procesos industriales, o bien, que el
material pueda ser sometido a extracciones
para recuperar alguno de sus componentes
que tenga un mercado demandante.

- Que el residuo esté disponible
localmente y en las cantidades necesarias
para asegurar la fabricaciéon de un producto
de interés.

- Que no tenga otras aplicaciones o
usos que compitan con el proceso que se
pretende promover.

- Que no requiera pretratamiento, y en
caso de requerirlo, que éste sea sencillo y

econémico.
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- Que la disponibilidad del residuo
permita planificar el proceso para el cual se
va a utilizar.

- Que sea estable, es decir, que no se
descomponga facilmente bajo las
condiciones ambientales del sitio donde se
genera.

Con el marco de referencia anterior, se
resumen ejemplos de los diferentes usos que
se le han dado a diversos tipos de residuos
agroindustriales, con base en la siguiente
clasificacion:

- Como sustrato para la produccién
fermentativa de metabolitos de interés.

- Como sustrato para la generacion de
bioenergéticos.

- Como mejoradores o]
acondicionadores de suelo  obtenidos
mediante composteo.

- Como suplemento alimenticio para
animales.

Por otro lado, cuando los residuos no son
reutilizados y se abandonan en el lugar
donde se generaron, se convierten en
contaminantes de suelos 'y aguas
subterraneas. Este tema se aborda después

de revisar los diferentes usos de los residuos.

RESIDUOS AGROINDUSTRIALES COMO
SUSTRATO PARA LA PRODUCCION
FERMENTATIVA DE METABOLITOS DE
INTERES

Subproductos y residuos provenientes de
conteniendo

diferentes agroindustrias,

cantidades importantes de  celulosa,
hemicelulosa, lignina y pectina, son sustratos

atractivos para la produccién de enzimas de
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Asi como el residuo de la industria

aplicaciéon industrial, principalmente de
aquellas que son inducibles, entre las que
destacan: las celulasas, las hemicelulasas,
las xilanasas y las pectinasas, las cuales
marcaron una época en la historia de la
biotecnologia.

En el caso especifico de las pectinasas,
el Dr. Carlos Huitron y su grupo de trabajo,
promovieron el aprovechamiento de la pulpa
de henequén, un subproducto rico en pectina
que resulta del proceso de eliminacién de
fioras de las hojas del henequén. Este
subproducto esté disponible todo el afio, no
tiene costo y es altamente susceptible al
ataque microbiano. A partir de una muestra
de suelo sobre el cual se depositaron durante
afios residuos de la pulpa de henequén en
una planta desfibradora, se aislé una cepa
gue fue identificada como Aspergillus sp.
H43, la cual a nivel de matraces vy
fermentadores de 14 litros produjo una
actividad pectinolitica siete veces mayor a la
de una cepa de A. niger de coleccion (Huitrén
et al., 1984; Saval et al., 1982; Saval &
Huitron, 1983; Saval et al.,, 1983). Las
investigaciones sobre la produccion de las
pectinasas a partir de pulpa de henequén, asi
como aguellas encaminadas a producir
proteina unicelular se llevaron a cabo en el
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM (Blancas et al., 1982) y también
formaron parte de la cartera de proyectos con
la cual inici6 sus actividades el Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan (CICY),
en una casona ubicada en la calle 68 entre
59y 61, en el Centro de la Ciudad de Mérida,

Yuc., la cual fue adaptada como laboratorio.
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henequenera, cuya produccién esta muy
localizada en la peninsula de Yucatan, existe
una gran diversidad de residuos en todo el
mundo, por lo que es de entender que las
soluciones que plantean diversos
investigadores vayan encaminadas a resolver
problemas locales muy especificos. De la
revision que se hizo, se identificaron los
reportes que se mencionan en los siguientes
parrafos de esta seccion.

A partir de residuos de uva con una cepa
de Aspergillus awamori, Botella et al., (2005),
obtuvieron mediante fermentacion sdlida a
nivel de laboratorio, una mezcla de celulasas,
xilanasas y pectinasas, de aplicaciéon en la
industria textil, quimica y de alimentos.

Con una cepa de Aspergillus niger,
mediante la fermentacién soélida de residuos
de soya y salvado de trigo, a nivel laboratorio
Castilho et al. (2000), obtuvieron pectinasas
para ser utilizadas en la industria de
alimentos en procesos de concentraciéon de
jugos de frutas, procesos de extraccién de
aceites y pigmentos vegetales, asi como de
obtencion de celulosa.

A partir de mazorcas y olotes, cascara de
avena y bagazo de cafa por fermentacién
sumergida a nivel de laboratorio, con una
cepa de Penicilium janthinellum, se
obtuvieron enzimas xilanoliticas para ser
utilizadas como aditivo en alimentos de aves
de corral, fabricacion de pastas, harina de
trigo y procesos de blanqueo en la industria
quimica (Oliveira et al., 2006). Con el mismo
objetivo, Fanchini et al. (2010), utilizaron
bagazo de cafa, salvado, avena, residuos de

cebada y cascara de yuca como sustrato y
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una cepa de Penicillium janczewskii, en

cultivo sumergido a nivel de laboratorio.

También se reporta la produccion de
xilanasas de diversas especies de hongos
aislados de los mismos residuos donde
fueron cultivados, paja de trigo, paja de arroz
y bagazo de cafia de azlcar; las enzimas
pueden ser utilizadas para el blanqueo en la
industria del papel (Abdel & El, 2001). Otros
autores (Suvarna et al., 2009), reportan la
produccion de xilanasas de Aspergillus
terreus a partir de la fermentacion soélida de
la fibra de palma, a nivel de laboratorio.

Rai et al. (2009), obtuvieron una
queratinasa a partir de residuos de pluma de
gallina en fermentacién sélida con una cepa
de Bacillus subtilis, la enzima puede ser
utilizada en formulaciones de detergentes
para ropa.

Se reporta la produccién de proteasas de
Aspergillus oryzae en fermentacién sélida de
residuos provenientes de la extraccion de
aceite de Jatropha curcas; las proteasas
producidas pueden ser de utilidad en la
industrias de alimentos, farmacéutica y del
papel (Thanapimmentha et al., 2012).

Guimardes et al. (2007), reportaron la
producciéon a nivel de laboratorio, de D-
fructofuranosidasa a partir de residuos
agroindustriales de harina de yuca, mazorcas
y olotes, harina de avena, paja de arroz,
bagazo de cafia y salvado de trigo, por
fermentacion en cultivo sumergido con una
cepa de Aspergillus ochraceus. La enzima
tiene aplicacion en la industria alimentaria
para la elaboracion de azlcares invertidos no
cristalizables incluidos en mermeladas,

dulces y chocolates suaves.
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Utilizando una cepa de Aspergillus

japonicus, inmovilizada en residuos

lignoceluldsicos provenientes de la
produccion de cerveza, paja de trigo,
mazorcas y olotes, cascara de café, corcho y
roble, a nivel de laboratorio, Mussatto et al.
(2009) obtuvieron fructooligosacéaridos y B-
fructofuranosidasa, que se utilizan en la
industria farmacéutica y de alimentos.

Con una cepa de Penicillium
simplicissimum, Godoy et al. (2009),
obtuvieron lipasas utiles en la industria
quimica, a partir de la fermentacion sélida de
residuos de semillas de ricino resultantes de
la extraccion del aceite.

Se reporta un estudio llevado a cabo en
Colombia a nivel de laboratorio para la
produccion de dextrano y fructosa a partir de
cascara de naranja, pifia y cachaza de cafia
panelera, utlizando una cepa de
Leuconostoc mesenteroides. Como parte del
estudio se realiz6 la separacién de los
productos, los autores determinaron sus
caracteristicas y concluyeron que la dextrosa
obtenida es grado técnico y se puede utilizar
como espesante en la industria de alimentos
o como floculante para el tratamiento de
aguas residuales (Rodriguez & Hansen,
2007).

Los residuos de pifia y tallos de cafia de
azUucar fueron aprovechados a nivel
laboratorio, por una cepa de
Gluconacetobacter swingsii para la
produccion de celulosa para ser utilizada
como materia prima en la industria quimica
(Castro et al., 2011).

Se reporta la produccion a nivel de

matraces, de un biosurfactante util para
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remediacion de suelos impactados con

petréleo, a partir de la fermentacion de
residuos de la refinacion de aceite de
cacahuate y extracto de la maceracion de
maiz con una cepa de Candida sphaerica
(Sobrinho et al. 2008). En otro estudio
similar, Oliveira et al. (2009), utilizaron
residuos de aceite de palma y una cepa de
Pseudomonas alcaligenes a nivel de matraz,
para la produccion de un biosurfactante.
Ambos estudios se llevaron a cabo en Brasil.
Nitschke & Pastore (2006), también
estudiaron a nivel laboratorio, la produccion
de un Dbiosurfactante a partir de la
fermentacion de las aguas residuales
provenientes de la producciéon de harina de
yuca, con una cepa Bacillus subtilis LB5a, el
biosurfactante puede ser utilizado en una
gran variedad de procesos.

En otro estudio realizado en Brasil, a
nivel de laboratorio se utilizaron residuos de
suero de leche y levadura de una destileria
para producir acido lactico por Vvia
fermentativa con una cepa de Lactobacillus
curvatus (Oliveira et al., 1996).

Se reporta también la produccion de
metil-etil-ésteres, que pueden ser utilizados
como aditivos de la gasolina, a partir de
residuos municipales de alimentos por
fermentacion  anaerobia  utilizando las
bacterias presentes en los residuos (Sans et
al., 1995); el residuo resultante del proceso
fermentativo es Gtil como abono para suelos.
El estudio realizado en Espafia se llevd a
cabo a nivel piloto.

Se mencionan también aquellos estudios
donde mediante un proceso de fermentacién

se lleva a cabo la desintoxicacion de los
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residuos, para permitir un aprovechamiento
posterior de éstos; por ejemplo: el desarrollo
de Pleorotus en residuos provenientes de la
extraccion del aceite de oliva (Zervakis et al.,
1996) o la catélisis con enzimas de
Aspergillus niger (Bouzid et al., 2005), asi
como la digestion anaerobia de residuos de
yuca con Bacillus sp. (Obeta et al., 2007).

En Brasil, Loss et al. (2009), utilizaron los
residuos provenientes del procesamiento del
maiz en un cultivo a nivel piloto con una cepa
de Pleurotus sp., para obtener un sustrato Util
en la produccion de setas comestibles.

Con residuos de citricos y lodos
resultantes de la industrializacion de citricos,
con la cepa Trichoderma harzianum T-78,
Lépez et al. (2010) obtuvieron a nivel piloto,
un bioplaguicida utilizado para el control de
plagas en plantaciones de meldn.

Entre algunos reportes novedosos esta la
produccion de polihidroxibutirato, materia
prima para la producciébn de plasticos
biodegradables y elastémeros a partir de la
fermentacion de suero de queso con una
cepa de Methylobacterium sp ZP24, a nivel
piloto en un fermentador de 30 litros (Nath et
al., 2008). También se reporta la produccién
de polihidroxialcanoato, para los mismos
fines, a partir de suero de queso con una
cepa recombinante de Cupriavidus necator, a
nivel de laboratorio (Povolo et al., 2010);
también a partir de una mezcla de suero de
leche y lodos activados de una planta de
tratamiento de aguas residuales de la
industria lechera (Bosco & Chiampo, 2010).

En un estudio més reciente se reporta la
produccibn de manganeso peroxidasa

producida por Lentinula edodes a partir de la
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fermentacion sélida de residuos de eucalipto

(Arantes et al., 2011), la enzima es de gran

importancia para la degradacion de lignina.

RESIDUOS AGROINDUSTRIALES COMO
SUSTRATO PARA LA GENERACION DE
BIOENERGETICOS

Los principales ejemplos de produccion
de bioenergéticos a partir de residuos
agroindustriales reportados en la literatura,
estan enfocados hacia la produccién de:
bioetanol, biodiesel, otros biocombustibles,
biohidrogeno y biogas. Para cada uno se
hace referencia a los aspectos mas

relevantes.

Bioetanol

La historia del bioetanol en Brasil data
desde 1903, segun el Banco de Desarrollo de
Brasil (BNDES, 2008), cuando se recomendd
la implantacion de una infraestructura para la
produccion de bioetanol automotor; las
primeras pruebas formales sobre el
funcionamiento de los vehiculos se realizaron
en 1920. Fue hasta 1931, que el gobierno
brasilefio determind mediante decreto, la
mezcla obligatoria de al menos un 5% de
bioetanol anhidro con la gasolina, por lo que
a partir de esa fecha se inicié regularmente la
produccion industrial de éste . A partir de
1975, también mediante decreto el gobierno
brasilefio instituyd el Programa Nacional de
Alcohol (Proalcool), con lo cual se aumentd
sustantivamente la produccién de bioetanol y
se estimulé su uso en motores adaptados o
producidos especificamente para su empleo
al 100%. A partir de 1985, por razones

econOmicas y politicas, se desincentivé la

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

fabricacion de automotores a bioetanol y con
ello la produccion de éste; fue hasta el afio
2000 que nuevamente repuntd esta actividad,
cuando se establecioé formalmente el uso de
un minimo porcentaje de bioetanol en la
gasolina, que en los Ultimos afios ha sido del
25%. En 2003 con el surgimiento de los
automoviles “flex-fuel”, que tuvieron gran
aceptacion por parte del consumidor, se
recuper6 nuevamente la expansion de la
industria del bioetanol en Brasil. La
tecnologia de ese tipo de vehiculos permite
elegir el combustible a utilizar, ya sea
gasolina con 25% de bioetanol anhidro o
bioetanol sélo, dependiendo del precio,
disponibilidad del producto o desempefio del
motor.

Asi como en Brasil se produce bioetanol
a partir de la sacarosa de la cafia de azucar,
en los Estados Unidos se produce a escala
comercial a partir del almidéon del maiz.
Dichas materias primas son fuente de
alimentos para consumo humano y animal,
por lo que es necesario contar con otras
alternativas que no compitan con los cultivos
alimenticios. Una de estas alternativas y tal
vez la mas importante, es el bagazo de cafia,
residuo de la industria azucarera, sin
embargo, este material es de naturaleza
quimica muy compleja y requiere ser tratado
previamente para permitir su degradacion
(Carredn et al., 2009).

El pretratamiento y la fermentacion de
materiales lignoceluldsicos para la
produccion de bioetanol se ha practicado
desde el siglo XIX en todo el mundo, pero
solamente en los Ultimos 20 afios se ha

propuesto como materia prima para atender
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el mercado de los biocombustibles. El

principal componente de los residuos
agroindustriales es la lignocelulosa, la cual
estd constituida por tres fracciones
principales: celulosa (40-60%) que esta
protegida por hemicelulosa (20-40%) y por
lignina (10-25%) (BNDES, 2008). La celulosa
es un polimero lineal del dimero glucosa-
glucosa con enlaces B-1,4 (celobiosa), su
hidrélisis genera unidades de D-glucosa. La
celulosa tiene una estructura muy cristalina,
rigida y dificil de romper. La hemicelulosa es
un heteropolisacérido que contiene 15% de
hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-
galactosa) y 85% de pentosas (D-xilosa 75%
y L-arabinosa 10%), ademéas de acidos
metilglucurénico, galacturénico y glucurénico;
la hemicelulosa es mucho mas facil de
hidrolizar que la celulosa, pero la
fermentacion de las pentosas que genera no
estd muy desarrollada. La lignina es un
heteropolimero  amorfo  ramificado de
naturaleza fendlica con grupos metoxi y
fenilpropanicos formado por alcoholes
aromaticos como cumarilico, coniferilico y
sinapilico (BDNES, 2008; Carre6n et al.,
2009; Cuervo et al., 2009).

En general, la primera etapa de
pretratamiento de un residuo lignoceluldsico
para la producciobn de bioetanol es una
molienda para aumentar la superficie de
contacto y hacer mas accesible el material.
Después se pueden aplicar métodos fisicos
como la explosion con vapor y la termo-
hidrélisis, o bien, métodos quimicos como la
hidrolisis &cida y alcalina. Existen también

otros métodos combinados como la explosion
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con amonio liquido (Afex) y la explosién con
CO..

A pesar de que los métodos de hidrélisis
acida son los mas utilizados, son procesos
complejos que tienen varias desventajas,
entre ellas: que el desdoblamiento de
celulosa a glucosa que puede provocar la
descomposicion de esta Ultima, y en forma
simultdnea la hemicelulosa se desdobla a
pentosas, situacion que no es posible de
controlar; al mismo tiempo, se forman los
productos de la degradacion de la lignina que
son inhibitorios de la fermentacion.

La hidrélisis enzimatica, por lo general, se
aplica una vez que los residuos han sido
previamente tratados, para dejar las cadenas
poliméricas mas expuestas. Implica la accion
de diferentes grupos de enzimas: las
celulasas (endoglucanasas,
celobiohidrolasas también llamadas
exoglucanasas y B-glucosidasas); las
hemicelulasas  (endo-1,4-B-xilanasas, p-
xilosidasa, a-L-arabinofurosidasa y a-
glucuronidasa); ademas de B-manosidasa y
B-galactosidasa, asi como las fenol-oxidasas
(peroxidasas y lacasas que actian sobre los
alcoholes fendlicos de la lignina). Los
productos de reaccién de las peroxidasas y
lacasas, son toxicos para los
microorganismos etanologénicos, por lo que
deben ser eliminados. Por el hecho de que
la hidrélisis enziméatica puede llevarse a
cabo bajo condiciones moderadas, Takagi et
al.,, (1977)

sacarificacion y fermentacion simultanea

plantearon un “proceso de

(SSF)”, esta opcion se ha visto como la mejor
alternativa para la produccién de bioetanol a

partir de residuos lignocelulésicos a un costo
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competitivo a largo plazo (BNDES, 2008). De

hecho, este método con frecuencia se cita en
varias publicaciones, aunque pocos hacen
referencia a los autores que lo desarrollaron
y publicaron por primera vez en 1977.

En Brasil, desde 2003 se ha venido
operando una planta con el proceso
“Organosolv” combinado con el proceso
patentado como “DHR (Dedini Hidrdlisis
Rapida)” (BNDES, 2008), que ha dado muy
buenos resultados para el tratamiento de
bagazo de cafia de azucar (Oliverio & Hilst,
2004; El Hage et al., 2010). Al parecer, la
aplicacién de estos métodos mas novedosos
aln no se ha extendido a nivel mundial, pues
pocos son los autores que hacen referencia a
ellos. EI BNDES (2008), refiere que “a pesar
de no haber consenso sobre cudl seria la
mejor opcién tecnoldgica para la produccion
de bioetanol por las vias innovadoras, en
todo el mundo los investigadores claman por
la construcciéon de las primeras plantas
comerciales que permitirdn la obtencion de
las tan esperadas ganancias por el
aprendizaje”.

En México, Aburto et al. (2008), llevaron
a cabo una evaluacion técnico - econdmica
de la produccion de bioetanol a partir de
residuos lignocelulésicos, especialmente de
bagazo de cafia de azlcar mediante una
simulacién. Identificaron las operaciones
unitarias que tienen mayor impacto en el
proceso, que basicamente se refieren al
pretratamiento del residuo para el cual
consideraron: la ozondlisis (para incrementar
la porosidad del material lignocelulésico que
representa el 45% del residuo), seguida de la

sacarificacion (hidrélisis de lignina, celulosa,
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hemicelulosa y pectina para transformar los
polisacaridos en monosacaridos
fermentables y evitar la formacion de
derivados de furfural que inhiben la actividad
microbiana) para llegar a la fermentacion
(considerando que existen hexosas Yy
pentosas). Concluyeron que para disminuir la
inversion de capital y el costo de produccion,
cada uno de los procesos antes
mencionados debe llevarse a cabo al 100%.

Si bien el residuo mas utilizado para
la produccién de bioetanol es el bagazo de
cafia de azucar, en la literatura se
encontraron una gran variedad de residuos
que se han estudiado en diversas partes del
mundo para los mismos fines (no se citan las
referencias), entre ellos:

- Aceite de palma y racimos libres de
la fruta; pulpa, cascara y tallo de la flor del
platano; mosto resultante de la elaboracion
de vinos; maiz y cortes de tallos de café, en
Colombia.

- Salvado de trigo; cascara de soya;
arbol de las tulipas (Liriodendrum tupilifera);
hojas de cafia de azlcar; rastrojo de maiz;
pasto varilla; astillas de madera de alamo y
pasto perenne de witchgrass, en Estados
Unidos de Norteamérica.

- Alamo; eucalipto; paja de trigo;
sorgo; pasto perenne de Brassica carinata;
algarrobo negro; mazorcas; cascara de soya
y planta de platano, en Espafia.

- Pasto; hojarasca; plantas acudéticas;
hojas de cafia de azlcar; avena, salvado de
trigo, rastrojo de sorgo; mazorca de maiz, en

la India.
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diesel-biodiesel y mejora la eficiencia de

- Residuos forestales de abeto; tubos
de carton y residuos de panificacién, en Iran.

- Paja de arroz; residuos de la planta
del platano; mazorca de maiz en Egipto.

- Residuos de eucalipto; paja de arroz
y abeto Douglas, en Japon.

- Tallos de maiz; residuos forestales
de arce, alamo y abedul; mazorca de maiz,
en China.

- Paja de cebada y pastos perennes
de Phleum pratense, en Islandia.

- Paja de centeno, paja de colza
(canola); paja de haba y ensilado de maiz;
maiz, centeno y trébol, en Dinamarca.

- Paja de arroz, pasto elefante y
pastos perennes de Miscanthus flridulus, en
Taiwan.

- Mosto de la elaboracion de vinos y
remolacha azucarera, en Argentina.

- Paja de trigo, en Grecia.

- Pajay rastrojo de maiz, en Canada.

- Pasto Bermuda y semilla de colza
(canola), en Corea.

- Lodos de papel reciclado, en
Portugal.

- Céscara de fruta de palma, en
Malasia.

- Alamo, en ltalia.

- Paja de trigo, en Austria

- Celulosa de papel, en Suecia.

Biodiesel

El biodiesel es una mezcla de &cidos
grasos de cadena larga y monoalquil-ésteres
de alcoholes de cadena corta (metanol o
etanol); el grupo éster incrementa el

contenido de oxigeno en las mezclas de
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combustion en motores a diesel. El proceso
para la produccion de biodiesel consiste en la
transesterificacion de aceites vegetales con
alcoholes de bajo peso molecular como
metanol o etanol; la reaccion requiere una
catalisis que puede ser acida, alcalina o
enzimatica. La catalisis alcalina es la que se
utiliza en el proceso a escala industrial, a
pesar de que consume energia y genera
subproductos indeseables dificiles de separar
durante la purificacion del biodiesel (Gog et
al., 2012).

La historia del biodiesel es también muy
antigua, podria remontarse a 1893, cuando
Rudolf Diesel, inventor del motor que lleva su
nombre, corrié su primer modelo en Alemania
utilizando aceite de cacahuate como
combustible. En remembranza a este hecho,
el 10 de agosto se declar6 como el “dia
internacional del biodiesel”’. El uso del aceite
vegetal continud hasta 1920, antes de que el
diesel fosil desplazara del mercado a los
aceites vegetales. De hecho el disefio del
motor original tuvo que ser modificado para
que pudiera operar con diesel fosil, debido a
su menor viscosidad. Afios mas tarde, en
1937, un cientifico belga desarroll6 un
“procedimiento para la transformaciéon de
aceites vegetales para su uso como
combustibles” protegido por una patente. En
dicha patente, se propuso por primera vez el
uso del término “biodiesel’. Cuarenta afios
después, en 1977, un cientifico brasilefio
aplicé para obtener la primera patente del
“proceso para produccion de biodiesel a
escala industrial’. En 1979, en Sudéafrica se

inicid la investigacion para la refinacion de
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aceite de girasol transesterificado con la

finalidad de ajustarlo a los estandares del
diesel. En 1987, una compafia austriaca
establecié la primera planta piloto para la
produccion de biodiesel y en 1989 la primera
planta industrial. En 2002 se publicé la norma
ASTM D6751 con las especificaciones para
biodiesel. En 2005 Minnesota, en Estados
Unidos, estableci6 como mandato el utilizar
2% de biodiesel en todo el diesel que se
vendiera en el estado; en ese mismo afio,
Filipinas decidi6 una accion similar, al
establecer el uso de un 1% de biodiesel
proveniente de aceite de coco en mezcla con
diesel en los vehiculos de uso oficial.
También como parte de la historia, el proceso
de transesterificacion de un aceite vegetal,
fue realizado por primera vez en 1853, por
los cientificos Duffy y Patrick (citado por Lin
etal., 2011).

A nivel mundial, Alemania es el principal
productor de biodiesel; los aceites mas
utilizados son de semilla de colza (canola),
soya, girasol y palma. Otras fuentes para la
obtencién de biodiesel son los aceites de:
almendra, cebada, coco, copra, nuez, laurel,
avena, salvado de arroz, ajonjoli (sésamo),
sorgo y trigo, entre otros, pero debido a que
todas estas materias primas son comestibles,
se han buscado otras fuentes como: jatropha
(pifion de tempate), karanja y camelina que
son aceites no-comestibles, microalgas,
ademas de residuos provenientes de: grasas
animales incluyendo la del pescado, aceites
gastados de la cocina y grasas de desechos
de restaurantes (Lin et al., 2011).

Las reacciones de transesterificacion

enzimética incluyen la conversion de
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triglicéridos a diglicéridos y posteriormente a
glicerol, se requiere la presencia de
aceptores de los grupos acilo-, generalmente
se utilizan alcoholes de cadena corta como
metanol o etanol. Estas reacciones las llevan
a cabo lipasas que tienen una excelente
actividad y estabilidad en medios no-
acuosos, sobre una amplia variedad de
triglicéridos. Los principales microorganismos
productores de lipasas extracelulares son:
Candida antartica, Pseudomonas cepacia,
Rhizopus oryzae y Mucor meihei; la
desventaja de las lipasas extracelulares es el
costo de separacion y purificacion del
complejo enzimatico. Entre las ventajas de
las lipasas solubles, que incluyen Ilas
extracelulares y preparaciones comerciales,
se pueden citar que el procedimiento de
preparacién es sencillo, pero pueden ser
utilizadas una sola vez y después se
inactivan principalmente por la presencia del
alcohol aceptor de grupo acilo-. La
inmovilizacién de las lipasas solubles permite
que éstas sean reutilizadas, su estabilidad
operacional y temperatura 6ptima aumentan
las velocidades de conversion y con ello se
acortan los tiempos de reaccion. Por lo que
respecta a las lipasas intracelulares, los
principales  microorganismos  productores
pertenecen a los géneros de Aspergillus y
Rhizopus, algunas variedades se han
inmovilizado; aunque los resultados han sido
calificados como exitosos por las eficiencias
de conversion, se tienen limitaciones en la
transferencia de masa que constituyen un
obstaculo para su desarrollo. Respecto al
efecto inhibitorio del metanol o etanol sobre

las lipasas, se han probado otros alcoholes y
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ademas se han incluido disolventes
organicos, cuya funcién es proteger a las
lipasas de la desnaturalizacion derivada de la
alta concentracién de alcoholes, pero aun no
se han podido superar las dificultades
técnicas que han surgido (Gog et al., 2012).
Las investigaciones  novedosas  van
enfocadas a la busqueda de otras opciones
tecnoldgicas para la transesterificacion, entre
las que se encuentran: el uso de fluidos
supercriticos, el hidrotratamiento y el uso de
Oxidos de metales sdlidos como estafio,
magnesio y zinc (Helwani et al., 2009). En
virtud de que actualmente la produccion
industrial de biodiesel es dependiente de
aceites vegetales comestibles, Atabani et al.
(2012), hacen una revision muy detallada de
las ventajas y desventajas del biodiesel, asi
como de aspectos econdémicos y de
desarrollo sustentable.

Un aspecto importante es que el proceso
para la producciébn de biodiesel, genera
residuos para los cuales se deben buscar
alternativas de uso o tratamiento con la
finalidad de completar su ciclo de vida.

Las microalgas de interés como materia
prima para la elaboraciéon de biodiesel son
aquellas con altos contenidos de lipidos, que
por lo general se sintetizan bajo condiciones
de estrés segun las condiciones de cultivo;
entre las especies que se han reportado
estan:  Botrycoccus  brawnii, Chlorella,
Cylindrotheca, Nannochloropsis, Nitzschia y
Schizochytrium, las cuales pueden producir
aceites en una proporcion tan alta como 75%
del peso seco. En México, se ha venido

realizando investigacion en este tema, en el
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CINVESTAV vy el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM.

Existen también algunas especies de
levaduras y bacterias que producen aceites,
entre las cuales se han reportado las
siguientes: Trichosporum fermentans,
Lipomyces starkeyi, Mortierella isabellina y
Cunningamella echinilata; el contenido
maximo de aceites que producen es de 68%
(Lugue et al., 2008). Los estudios sobre este

tema son muy escasos.

OTROS BIOCOMBUSTIBLES

En relacion a los combustibles de
aviacién, se produce a escala comercial el
Bio-SPK (Bio- Synthetic Paraffinic Kerosene),
algunas veces referido como HRJ
(Hydroprocessed Renewable Jet), sintetizado
generalmente a partir de grasas animales y
aceites provenientes de algas, camelina,
canola, coco, maiz y soya. El proceso de
produccion es de tipo quimico, consta de dos
pasos: primero una hidrodesoxigenacion de
los ésteres de acidos grasos, seguida de una
isomerizacion. El producto contiene en su
mayoria parafinas ramificadas con un punto
de ebullicién bien definido para cumplir con
los estdndares de aviacion, que son muy
estrictos.

Por otra parte, Yusuf et al. (2011) hace
referencia a una patente suiza para la
produccion de biometanol a partir de
residuos, via gasificacion de licores negros a
un costo competitivo, estos licores
actualmente se utilizan para la produccion de
pulpa y papel.

Entre las pocas investigaciones a escala

industrial que se han publicado sobre
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biocombustibles esta la produccién de

acetona-butanol, que llevé a cabo el Instituto
Francés del Petréleo como parte del
programa para Sustitucion de Combustibles,
mediante un proceso que involucra un
pretratamiento por explosién con vapor del
residuo lignocelulésico que en este caso
fueron mazorcas y olotes, seguida de la
hidrélisis enzimatica con celulasas y la
fermentacion del hidrolizado con una cepa de
Clostrodium acetobutylicum, esta cepa es
capaz de utilizar la xilosa y tiene una baja
sensibilidad a los compuestos inhibidores de
la fermentacién que se producen durante el
pretratamiento. La hidrolisis enzimética en
lote se llevd a cabo en un reactor agitado de
25 m® y la fermentacion en reactores de 50
m?® (Marchal et al., 1992).

Biohidrégeno
Entre los estudios reportados sobre

produccion de biohidrégeno a partir de

residuos agroindustriales, estan:

- La utilizacién de paja de arroz con los
microorganismos presentes en el residuo
(Chang et al.,, 2011), por fermentacién
anaerobia a nivel de laboratorio en
Taiwan.

- En México, se utilizaron vinazas
provenientes de la elaboracién del tequila
en un reactor secuencial anaerobio de 7
litros operado en lote (Buitrén y Carvajal,
2010), los resultados demostraron la
factibilidad del proceso sin necesidad de
un tratamiento previo del residuo.

- Oftro grupo de investigacion en México,

utilizé un hidrolizado &acido de paja de
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avena rico en almidéon en un reactor
empacado operando en continuo a nivel
laboratorio (Arriaga et al., 2011). El
mismo grupo realizé experimentos a nivel
laboratorio utilizando suero de queso y
un inéculo proveniente de un reactor
anaerobio granular, en lote en viales
seroldgicos de 120 ml (Davila-Vazquez et
al., 2008a) y en continuo en un reactor
agitado de 3 litros (Davila-Vazquez et al.,
2009). También estudiaron la produccién
de biohidrégeno utilizando suero de
gueso 'y una cepa mejorada

genéticamente de Escherichia coli en

biorreactores de un litro (Rosales-

Colunga et al., 2010).

Davila-Vazquez y Razo-Flores (2007),
refieren que la produccién de Bio-H, es
altamente dependiente de las condiciones de
fermentacion como son: la naturaleza
quimica y la concentraciéon de sustrato, tipo
de indculo y tratamiento del mismo, el pH, los
tiempos de retencién y la presién parcial de
hidrégeno, lo cual afecta el balance
metabdlico. De lo anterior concluyen que los
retos a abordar son basicamente dos: 1)
aumentar los rendimientos de produccion, y
2) encontrar los procesos de recuperacion de
H, de los biorreactores; este Ultimo paso es
crucial para la aplicacién practica del Bio-H,
en las celdas de combustible para producir
electricidad. En cuanto al andlisis econdmico
de la produccion fermentativa biohidrégeno
poco se ha reportado, Davila-Vazquez et al.
(2008b) identificaron  dos

barreras: el costo de fermentacion para

principales

aumentar los rendimientos y el medio de

cultivo. Para aumentar los rendimientos

27



Articulos

mencionan el mejoramiento genético de los
microorganismos y respecto al medio de
cultivo establecen que los residuos
agroindustriales representan una buena
alternativa, sin embargo, su utilizacion para la
produccion de biocombustibles podria no

satisfacer la demanda.

Biogas
Algunos ejemplos de produccién de

biogas como energético, son los siguientes:

- Un estudio de Grecia, realizado en
reactores anaerobios, en el que utilizan
aguas residuales provenientes de la
produccion de aceite de oliva, estiércol
de vaca y suero de queso con las
bacterias presentes en los residuos; el
residuo resultante es 0t como
fertilizante, pero no se evaluaron sus
caracteristicas (Dareitoti et al., 2009).

- A partir de residuos de industrializacion
de la papa y efluentes de una
procesadora de papa en reactores
anaerobios, con los microorganismos
nativos (Parawira et al., 2005). Del
mismo grupo de investigacién, y bajo las
mismas condiciones, se reporta el uso de
residuos de papa y remolacha azucarera
(Parawira et al., 2008); los estudios se
llevaron a cabo en Zimbawue.

- Sandoval et al. (2009), estudiaron en
Colombia la digestién anaerobia a nivel
de reactores de residuos organicos
urbanos, lodos de una planta de
tratamiento 'y estiércol de cerdo;
mencionan que el efluente se puede

utilizar como biofertilizante.
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INVESTIGACIONES EN MEXICO SOBRE
BIOENERGETICOS

A partir de las Memorias del XIli
Congreso Nacional de Biotecnologia vy

Bioingenieria (2009) (www.smbb.com.mx), se

identificaron las instituciones (en orden
alfabético), que en México estan realizando
investigacion relacionada con la produccion
de bioenergéticos, con énfasis en el
aprovechamiento de residuos
agroindustriales:

- Centro de Desarrollo de Productos
Bioticos, Yautepec, Mor., Instituto
Politécnico Nacional

- Centro de Investigacion en Quimica
Sustentable, Universidad Autonoma del
Estado de México — Universidad Nacional
Auténoma de México

- Centro de Investigacion y Asistencia en
Tecnologia y Disefio del Estado de
Jalisco (CIATEJ), Guadalajara, Jal.,
Consejo Nacional de Ciencia vy
Tecnologia

- Centro de Investigacion y Estudios

(CINVESTAV), Instituto

Politécnico Nacional

Avanzados

- Centro Interdisciplinario de Investigacion
para el Desarrollo Integral Regional
(CIIDIR), Unidad Michoacan, Instituto
Politécnico Nacional

- Instituto de Biologia, Meéxico, D.F.,
Universidad Nacional Auténoma de
México

- Instituto de Biotecnologia, Cuernavaca,
Mor., Universidad Nacional Auténoma de

México
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- Instituto de

Ingenieria, Unidad

Académica Juriquilla, Qro., Universidad
Nacional Auténoma de México

- Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnol6gica (IPICYT), San
Luis Potosi, S.L.P., Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia

- Instituto Tecnoldgico de Durango, Dgo.

- Instituto Tecnoldgico de Mérida, Yuc.

- Instituto Tecnoldgico de Zacatepec, Mor.

- Unidad Profesional Interdisciplinaria de
Biotecnologia (UPIBI), Instituto
Politécnico Nacional

- Universidad Autobnoma Metropolitana,
Unidad Iztapalapa

- Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo, Morelia, Mich.

- Universidad Politécnica de Chiapas,
Chis.

- Universidad Politécnica de Pachuca,
Hgo.
En el XIV Congreso Nacional de

Biotecnologia y  Bioingenieria  (2011)

(www.smbb.com.mx), se sumaron las

siguientes instituciones:

- Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados - Unidad Irapuato, Instituto
Politécnico Nacional

- Instituto Tecnoldgico de Morelia, Mich.

- Tecnologico de Estudios Superiores de
Ecatepec

- Universidad de Guadalajara, Centro
Universitario de Ciencias Exactas e
Ingenierias (CUCEI)

- Universidad Autonoma de Tlaxcala,
Centro de Investigacién en Ciencias
Biolégicas (CICB)
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- Universidad Iberoamericana

- Universidad Auténoma de Chihuahua

- Universidad Auténoma de Coahuila

- Universidad Auténoma del Estado de
Morelos

- Universidad Auténoma de Querétaro

- Universidad Autonoma Metropolitana,
Unidad Cuajimalpa

- Instituto Tecnologico Superior del Sur del

Estado de Yucatan.

MARCO REGULATORIO PARA LA
PRODUCCION DE BIOETANOL Y
BIODIESEL EN MEXICO

El marco regulatorio que se establecio en
México a nivel federal para la produccion de
bioetanol y biodiesel, esta conformado por la
Ley de Promocion y Desarrollo de los
Bioenergéticos (2008) y su Reglamento
(2009), el Acuerdo por el que se emiten los
Lineamientos para el otorgamiento de
permisos para la produccion, el
almacenamiento, el transporte y Ila
comercializacion de bioenergéticos del tipo
etanol anhidro y biodiesel (2009), el Acuerdo
por el que se emiten los formatos de
solicitudes de permisos para la produccion, el
almacenamiento, el transporte y la
comercializacion de bhioenergéticos del tipo
etanol anhidro y biodiesel (2009), el Acuerdo
mediante el cual se delega en el
Subsecretario de Planeacién Energética y
Desarrollo Tecnolégico, las facultades a que
hace referencia el articulo 12 de la Ley de
Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos
(2009) y el Decreto por el que se aprueba el

Programa Especial para el Aprovechamiento
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de Energias Renovables 2009-2012 (2009).
Corresponde a la Direccién de
Bioenergéticos de la Secretaria de Energia y
a la Comision Intersecretarial para el
Desarrollo de los Bioenergéticos (donde
intervienen las Secretarias de Energia; de
Medio Ambiente y Recursos Naturales; de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion; de Hacienda y Crédito
Pdblico, de Economia), vigilar que las
acciones vayan encaminadas conforme a lo
previsto. Como documentos oficiales de
apoyo estan: el Programa de Introduccion de
Bioenergéticos (Secretaria de Energia,
2008), Los Bioenergéticos en México
(Comision Intersecretarial para el Desarrollo
de los Bioenergéticos, 2008), la Estrategia
Intersecretarial de los  Bioenergéticos
(Comision Intersecretarial para el Desarrollo
de los Bioenergéticos, 2009) y Energias
renovables para el desarrollo sustentable en
México (Secretaria de Energia, 2009) que
elabor6 la Secretaria de Energia con la
colaboracion de GTZ (Deutsche Gesellschaft
far Technische Zusammenarbeit,

actualmente GI2).

uso Y DISPONIBILIDAD DE
BIOCOMBUSTIBLES EN MEXICO

La produccion de bioetanol en México
merece un analisis econémico y estratégico
muy riguroso, pues las evidencias de los
Ultimos afios indican que existen excedentes
de azlicar y que en la mayor parte de los
ingenios se produce alcohol de 96° para el
mercado de bebidas y usos industriales, pero
no para su uso como aditivo de las gasolinas

(Becerra, 2010). No se ha revisado si la

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

tecnologia de los automotores de combustion
interna actuales permitiria el uso de mezclas
de gasolina-etanol y en qué proporcién, por
lo que realmente todavia no existe una
demanda para el bioetanol.

Respecto al biodiesel, en México ya se
instalé la primera planta de produccién de
biodiesel en la zona industrial de Puerto
Chiapas, y en Tuxtla Gutiérrez la primera
surtidora de biodiesel al 100%, para que
cada usuario decida el porcentaje a utilizar,
que generalmente es 10% en mezcla con
diesel fosil en automoviles. El transporte
publico de la region mezcla el 20% de
biodiesel. El aceite que se utliza como
materia prima se extrae de diferentes
fuentes: Jatropha curcas, palma, aceite
vegetal usado que se recolecta en
restaurantes y hoteles, asi como sebo de

rastros porcinos (www.chiapas.gob.mx).

Por otra parte, la paraestatal Aeropuertos
y Servicios Auxiliares coordiné los esfuerzos
para llevar a cabo el primer vuelo de
demostracion de un avion comercial en abril
de 2011, con la ruta México - Tuxtla
Gutiérrez, Chiapas, este vuelo fue el séptimo
en su tipo, a nivel mundial y el segundo en
Latinoamérica. La materia prima que se
utilizé fue la semilla de Jatropha curcas, la
cual se obtuvo mediante donaciones de
productores mexicanos de los estados de
Chiapas, Yucatan, Michoacan y Puebla; se
extrajo el aceite y se pre-refind en
Guadalajara; posteriormente, se trasladé a
una bio-refineria en Pasadena, Texas, donde
fue procesado. La composicion del
bioenergético utilizado fue 27% Bio SPK y

73% de turbosina fésil; el biocombustible se
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alimenté solamente en uno de los motores

del Airbus 320-214. En ese mismo afio se
llevaron a cabo otros dos vuelos con aviones
Boeing partiendo de la Ciudad de México,
uno con destino a San José de Costa Rica y
otro a Madrid, en ambos el biocombustible
contenia 25% Bio SPK y 75% turbosina fdsil.
A partir de julio de 2011, la especificacion
ASTM D 7566-11 oficializ6 la certificacion del

biocombustible de turbina (www.asa.gob.mx).

RESIDUOS AGROINDUSTRIALES COMO
MEJORADORES O ACONDICIONADORES
DE SUELOS OBTENIDOS MEDIANTE
COMPOSTEO

La composta constituye un "grado medio”
de descomposicion de la materia organica,
en la que no interviene la mano del hombre,
el reciclaje es 100% natural, participan los
microorganismos presentes en los residuos.
La elaboracibn de composta, composteo o
compostaje, es una técnica ancestral muy
utilizada para la estabilizacion de residuos, el
producto obtenido es rico en los nutrientes
necesarios para abonar las tierras de cultivo.
En los siguientes parrafos se presentan
algunos ejemplos de la elaboracion de
composta a partir de residuos
agroindustriales:

Residuos de la produccién de cerveza
fueron sometidos a composteo a nivel piloto,
la composta resultante fue probada en dos
tipos de suelo diferentes donde se sembré
maiz (Mbagwu & Ekwealor, 1990).

Baca et al. (1992) transformaron en
composta los residuos provenientes del

proceso de cardado del algoddn, a nivel
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piloto en pilas aireadas mediante volteo y
ventilacion.

Garcia et al. (2002) llevaron a cabo un
estudio a nivel piloto, para el composteo de
residuos de levadura y malta de la industria
cervecera, podas de arboles y hojas de olivo.
El producto resultante fue utilizado para
produccion de plantas ornamentales de
caléndula y como composta comercial.

A partir de residuos municipales
organicos, residuos de cultivos y lodos de
tratamiento de aguas residuales en la Isla de
Creta (Grecia), Manios (2004) obtuvo, a nivel
piloto, una composta utili para el
enriquecimiento de suelos. Con un enfoque
similar, Madejon et al. (2001), utilizaron
residuos de vinazas de la industria azucarera
y desechos municipales organicos; asi
mismo, Sanchez et al. (2008) utilizando
residuos de la extraccién de aceite de oliva,
estiércol de oveja, paja de corrales de
ganado y tallos de uvas en diferentes
proporciones, obtuvieron a nivel piloto en
Espafa, una composta que fue mezclada con
un suelo para evaluar la permanencia del
carbono en el suelo.

Ribeiro et al. (2007), reportaron el
composteo a nivel piloto, de residuos
forestales y estiércol de cerdo en pilas
aireadas, para obtener un sustrato util para la
produccion de plantulas de tomate y lechuga,
en Portugal. Otros ejemplos similares son: el
estudio de Benito et al. (2005) quienes
prepararon composta a partir de residuos de
la poda de hierbas y hojas, asi como los de
Bustamante et al. (2008a, 2008b) quienes

sometieron a composteo el orujo de uva con

31


http://www.asa.gob.mx/

Articulos

estiércol de ganado vacuno y de aves de
corral.

Tosun et al. (2008) reportaron el
compostaje de residuos provenientes de la
extraccion de aceite de rosas y residuos
sélidos municipales en reactores
discontinuos de 65 litros, el producto
obtenido se utilizé como fertilizante.

En Espafia, mediante composteo de
residuos sélidos municipales y los
microorganismos autéctonos, Herrera et al.
(2008), obtuvieron a nivel piloto un fertilizante
organico que fue utilizado para el cultivo de
jitomates. En otro estudio similar, Ostos et al.
(2008), sometieron a composteo residuos de
poda, residuos organicos municipales y lodos
de una planta de tratamiento para obtener
una composta de vivero, donde se pudo
apreciar el crecimiento del arbusto Pistacia
lenticus, que produce una goma aromatica.
También se reportdé el composteo a nivel
piloto, de residuos provenientes de la
extraccion del aceite de olivo, restos de poda
de olivos, estiércol de oveja y de caballo, con
adicion de urea; la degradacion de la materia
organica fue llevada a cabo por la flora
microbiana presente en los residuos.
Utilizando diferentes proporciones de cada
uno de los residuos se dio seguimiento al
contenido de gases generados en el proceso:
biéxido de carbono, metano y 6xido nitroso,
con la finalidad de identificar la proporcion de
éstos que genera las méas bajas emisiones de
gases de efecto invernadero (Sanchez et al.,
2010).

RESIDUOS AGROINDUSTRIALES COMO
SUPLEMENTO ALIMENTICIO PARA
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PARA ANIMALES

En tiempos de crisis econ6micas, el
aumento de precios de los cereales obliga a
buscar alternativas de alimentaciéon para el
ganado que sean mas econémicas y rindan
los mismos resultados que los cereales. El
aspecto mas importante de los materiales de
sustitucion es el valor nutricional que esta
conformado por tres caracteristicas:

a) El contenido de humedad, debe ser
entre 15 y 30% (base seca), esto condiciona
el método de conservacion y el costo del
transporte.

b) EI valor proteico, que en general es
relativamente elevado en verduras como la
alcachofa y bajo en frutas.

c) Tipo de fibra y su contenido en el
material; si el alimento va a ser destinado a
rumiantes debe tener alto valor energético;
en el caso de animales monogéstricos la fibra
proveniente de frutas es facilmente
fermentable y tiene un efecto prebidtico.

Si la composicion  satisface las
necesidades, la siguiente discusion incluye
un analisis de costos por unidad de energia y
costo por unidad de peso del alimento
tradicional comparado con la nueva
formulaciéon que incluye el subproducto o
residuos que se pretende utilizar.

Lo anterior lleva a toda una investigacion
que incluye: el andlisis de la composicién
guimica, la decision de los animales destino y
la capacidad de utilizacién. Los pardmetros a
considerar para la toma de decisiones que en
el campo de alimentacion animal estan bien
definidos son: indices productivos, salud
intestinal, efectos sobre el rendimiento y la

calidad del producto final (en caso de leche y
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la prevencion de la generacion, la

quesos), asi como la composicién del
estiércol.

Entre los reportes encontrados en la
literatura sobre el tema esta el estudio de
Erdman & Reddy (1987) quienes produjeron
un alimento para rumiantes rico en nitrégeno,
mediante la fermentacion de desechos de
aves de corral, cerdos, ganado de engorda y
suero de queso con los microorganismos
presentes en los residuos.

Como ejemplo de estudios enfocados a la
producciéon de proteina unicelular para el
enriquecimiento de alimentos balanceados
para animales estan: la fermentacion de
residuos de vaina y pulpa de calabaza con
Saccharomyces cerevisae (Essien et al,
1992) y la fermentacion del bagazo de cafa
de azucar con Candida tropicalis (Pessoa et
al., 1996).

También se cita el estudio de Kaur &
Saxena (2004), quienes generaron un
alimento para peces, al mezclar residuos de
malta provenientes de la fabricacion de la
cerveza con desechos de aves de corral y

estiércol de vacas.

MARCO REGULATORIO SOBRE
RESIDUOS COMO CONTAMINANTES DEL
MEDIO AMBIENTE

El marco regulatorio en México enfocado
al problema de residuos lo conforma la Ley
General de Prevencion y Gestion Integral de
los Residuos (LGPGIR), publicada en el
Diario Oficial de la Federacion el 08 de
octubre de 2003. Sus disposiciones tienen
por objeto garantizar el derecho a toda
persona a un medio ambiente adecuado y

propiciar el desarrollo sustentable a través de
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valorizacion y la gestién integral de los
residuos peligrosos, residuos sélidos urbanos
y residuos de manejo especial; asi como
prevenir la contaminacion de sitios por la
disposicion de residuos y llevar a cabo su
remediacion.

Los residuos generados por actividades
pesqueras, agricolas, forestales, avicolas,
ganaderas, incluyendo los residuos de los
insumos utilizados en estas actividades, la
LGPGIR los clasifica como residuos de
manejo especial (articulo 19, fraccion Ill). Los
cuales estdn definidos como aquellos
generados en los procesos productivos que
no relnen las caracteristicas para ser
considerados como peligrosos 0 como
residuos solidos urbanos (articulo 5 fraccién
XXX). La LGPGIR, como base del marco
regulatorio en materia de residuos incluye
también aspectos importantes, como el
aprovechamiento de residuos (articulo 5
fraccion 1), el manejo integral (articulo 5
fraccion XVIl), el plan de manejo (articulo 5
fraccion XXI) y la valorizacion (articulo 5
fraccion XLIV).

A partir de lo anterior, se puede
establecer que México cuenta con un marco
legal a nivel federal para el aprovechamiento
de residuos agroindustriales, lo que hace
falta es crear las normas ambientales
correspondientes, asi como las leyes
estatales para el manejo de los residuos.

En paises de Centro y Sudamérica, la
problemética de los residuos es el resultado
de un incremento en la capacidad de
producciéon que a su vez estd ligada a un

aumento en la generacion de subproductos y
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residuos, ademas del surgimiento de leyes

ambientales cada vez mas estrictas, lo cual
ha llevado a la necesidad de gestionar
residuos o buscar alternativas para su
eliminacion.

Respecto a las politicas internacionales
aplicables al tema, es importante mencionar
gue un proceso biotecnolégico que se
pretende implementar para el
aprovechamiento de wun subproducto o
residuo debera ser menos contaminante que
aquel que le dio origen, segun las politicas
establecidas en la norma NMX-SAST-004-
IMNC-2004 que se refiere al sistema de
administracion de responsabilidad social.

Por otra parte, al considerar el
aprovechamiento de un subproducto o
residuo como materia prima, con fines de
evitar un dafio al ambiente, el proceso
debera  cumplir con los  requisitos
establecidos en la norma NMX-SAA-14020-
IMNC-2004, que refiere a un producto “verde”
como aquel que se haya producido a partir
del uso eficiente de la energia, del agua, asi
como de los diferentes insumos o materias
primas; que el material pueda ser reciclado o
reutilizable; que los desechos sean
susceptibles de ser tratados mediante
composteo y que sea biodegradable. Los
atributos ambientales de los productos finales
deberdn  ser  consistentes con las
expectativas de los productores y los

consumidores o usuarios.
ASPECTOS DE CONTAMINACION DE

SUELO Y SUBSUELO POR PRESENCIA
DE RESIDUOS
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Cuando los residuos agroindustriales son
dispuestos sobre el suelo sin ningln
tratamiento previo y permanecen a la
intemperie, su descomposicion los puede
convertir en residuos peligrosos
principalmente por la presencia de agentes
infecciosos, por el dafio que pudieran causar
a humanos, animales y a los recursos
naturales. Si no se aplicaron medidas de
remediacion oportunamente el problema de
contaminacion se convierte en un pasivo
ambiental y como consecuencia se puede
presentar la dispersion de contaminantes. Al
respecto, el Reglamento de la LGPGIR, en
su articulo 132 establece la obligacion de
remediar un sitio contaminado. La vigilancia
del cumplimiento de estos instrumentos
regulatorios en México, es realizado por la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT).

Los problemas de dispersion de
contaminantes derivados de la disposicion de
residuos a la intemperie pueden afectar
directamente a los recursos naturales: suelo,
agua y aire, ademas de plantas y animales
de los alrededores. El dafio que pudieran
ocasionar dichos residuos esta en funcion de
sus caracteristicas fisicas, quimicas y
biolégicas. Si el residuo  contiene
carbohidratos, los microorganismos propios
del suelo y aquellos presentes de manera
natural en el residuo iniciaran su
degradacion, si por el proceso microbiano
gue se inicia se generan lixiviados, éstos
migraran en forma vertical hacia el subsuelo
y podrian alcanzar los mantos acuiferos;
ademas, los microorganismos presentes

podrian ser arrastrados por las corrientes de
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aire para ser depositados en otros sitios. Si la

degradacion natural que se inicia es
promovida por bacterias anaerobias pudieran

generarse malos olores.

TRATAMIENTO DE DESECHOS

Cuando en un sitio se estuvieron
depositando por mucho tiempo subproductos
0 residuos agroindustriales que no fueron
aprovechados en su momento y que por lo
tanto ya perdieron sus cualidades, éstos se
convierten en desechos. Si el material tiene
cierto contenido de materia organica, pero
prevalecen condiciones insalubres, sera
mejor estabilizar el material como si se
tratara de biosélidos y considerar su
aprovechamiento como mejoradores o
acondicionadores de suelos. Si este fuera el
caso y previo acuerdo con la autoridad
ambiental, se podria adoptar la norma oficial
mexicana NOM-004-SEMARNAT-2002 para
definir los limites maximos permisibles de
contaminantes, que bésicamente incluyen
metales (arsénico, cadmio, cromo cobre,
plomo, mercurio, niquel y zinc), asi como
patégenos (coliformes fecales y Salmonella)
y parasitos (huevos de helminto). Si el
desecho ya no es susceptible de ningun
aprovechamiento entonces procede su
disposicion final en un sitio controlado que
cumpla con las especificaciones que
establece la norma oficial mexicana NOM-
083-SEMARNAT-2003.

Si no existen condiciones insalubres en el
desecho y éste todavia contiene materiales
susceptibles de ser utilizados, se puede
proceder a la aplicacibn de hongos,

particularmente de los géneros Thricoderma,
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Phanerochaete y Pleurotus, que produzcan
enzimas extracelulares como: celulasas,
beta-glucosidasas, peroxidasas y lacasas,
que sean capaces de degradar los sustratos
complejos bajo las condiciones que
prevalecen en el sitio, considerando que el
material se encuentra en forma semisolida
sobre el suelo y a la intemperie, por lo tanto
estd expuesto a condiciones no controladas
que pudieran llegar a ser extremas como los
cambios dia/noche, calor/frio, sol/lluvia. Un
aspecto adicional es que
independientemente del tratamiento que se
aplique, los costos deberan ser minimos, por
el hecho de que no se va a generar algun
producto con valor agregado, solamente son
acciones de proteccién ambiental. Una vez
tratado el material se podra utilizar como

mejorador o acondicionador de suelos.

BIORREMEDIACION DE SUELOS QUE
FUERON CONTAMINADOS POR LA
DISPOSICION DE DESECHOS
AGROINDUSTRIALES

Para proceder con la biorremediacion de
un suelo que fue contaminado por la
disposicion de subproductos, residuos o
desechos agroindustriales, primeramente se
deberd hacer un estudio de caracterizacion
del sitio, para identificar los recursos
naturales que fueron afectados, determinar la
magnitud del dafio y evaluar el riesgo que
constituye el problema de contaminacion.
Sera necesario conocer las caracteristicas de
los materiales que fueron depositados, sus
componentes principales y los detalles del
proceso que los generé para definir los

parametros indicadores que deberan ser
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analizados. Aunque no existe en México un

marco normativo especifico para este tipo de
contaminacion, se pueden tomar como base
diferentes documentos normativos y el
criterio de experto, a partir de lo cual serian
considerados los siguientes parametros:
- Parametros quimicos

o pH.

o Compuestos organicos: plaguicidas

en general, bifenilos policlorados,

dioxinas/furanos, compuestos arométicos
polinucleares.

o Metales pesados en el material
sélido: arsénico, bario, berilio, cadmio,
cromo hexavalente, mercurio, niquel,
plata, plomo, selenio, talio y vanadio.

o Compuestos lixiviables: nitrogeno
amoniacal, nitritos/nitratos,  cloruros,
materia organica disuelta, sustancias
activas al azul de metileno (este ultimo
para cuantificar presencia de

surfactantes), ademas de los mismos
metales pesados que se enlistaron en el
punto anterior.
- Parametros hiolégicos
o Microorganismos patdégenos a
humanos y animales
o Huevos de helminto
Una vez definidos los pardmetros por
analizar serad necesario elaborar un plan de
muestreo para definir la distribucion de los
puntos de muestreo en el plano horizontal,
obtener muestras de suelo a diferentes
profundidades y si existe un manto freético,
norias 0 pozos en los alrededores, obtener

también muestras de agua subterranea para
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identificar la presencia de los compuestos
lixiviables. De todos los parametros referidos
solamente existen valores de referencia para
el pH (NOM-021-SEMARNAT-2000), para los
policlorados (NOM-133-
SEMARNAT-2000), para algunos
compuestos aromaticos polinucleares (NOM-
138-SEMARNAT/SS-2003) y para los
metales (NOM-147-SEMARNAT/SSAL-

2007), sin embargo, éstos podran ser

bifenilos

utilizados previo acuerdo con la autoridad
ambiental. Otra opcién que también puede
resultar de un acuerdo con la autoridad
ambiental es realizar una evaluacion de
riesgo a la salud y al ambiente, estableciendo
criterios propios en funcion de las
particularidades del sitio.

Lo que se espera del estudio de
caracterizacion es tener una “radiografia” del
sitio que permita interpretar en forma
tridimensional, la magnitud de la afectacion y
el tipo de contaminantes presentes, a partir
de esto se podran determinar las alternativas
de tratamiento que se pueden aplicar al suelo

y en su caso, al agua subterranea.

CONSIDERACIONES FINALES

Tomando como marco de referencia los
conceptos de sostenibilidad que se manejan
a nivel internacional, los estudios que se
realicen y las biotecnologias que se
desarrollen deberdn haber evaluado el
impacto ambiental de todos los residuos, los
que se reutilicen en forma directa como
materia prima, o bien, los que se generen de

la extraccion de la materia prima, asi como

36



Articulos

aquellos resultantes de todas y cada una de

las operaciones involucradas. Para evaluar el
impacto ambiental se deberan considerar
todos los insumos y servicios que se
requieren 'y sus caracteristicas para
identificar los recursos naturales que se
verian afectados, es decir, suelo, agua y aire.
También se deberan identificar los residuos
que pueden ser reutilizados y los que
requieren un manejo o tratamiento especifico
para su disposicién final. La metodologia
para dicha evaluacion es conocida a nivel
internacional como “analisis de ciclo de vida”,
los principios generales de aplicacion estan
establecidos en la serie de normas ISO
14040:1997, que forman parte de los
estandares enfocados a la administracion o
gestion ambiental. Sélo de esta manera se
podra asegurar que el manejo de residuos se
hara en forma sostenible.

De la revisibn realizada, se puede
establecer que la mayor parte de los estudios
biotecnolégicos para el aprovechamiento de
residuos se queda a nivel de laboratorio, no
se experimenta el escalamiento, ni la
separacién o recuperacion del producto. Es
muy importante considerar estas operaciones
para poder visualizar un esquema completo
del proceso que se pretende desarrollar y
con ello identificar los impactos ambientales
de los residuos provenientes de cada parte
de un proceso.

En el tema de biocombustibles, es
importante mencionar la necesidad de hacer
un analisis riguroso y profundo sobre el
enfoque que se debe dar a las
investigaciones, primero, para no caer en el

error de utilizar como materia prima cultivos

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

que compitan con alimentos (Viniegra, 2008),
que demanden agua, que consuman energia
Yy que generen mas residuos; y segundo,
considerar que si ya se tiene un camino
recorrido que se refleja por el sinnimero de
publicaciones que circulan a nivel mundial,
cualquier esfuerzo que se realice debe partir
de los avances actuales, pero no de cero, no
vale la pena repetir experiencias que no
condujeron al éxito. Como especialistas,
debemos demostrar que para el caso de
México los esfuerzos deben ir dirigidos hacia
el aprovechamiento de residuos
lignoceluldsicos en general (Martinez, 2010)
y de residuos organicos de origen urbano
(Saucedo, 2010), ademas de integrar
biotecndlogos experimentados en todas las
acciones gubernamentales y voluntades
politicas que se pretendan emprender. Vale
la pena leer y analizar la literatura oficial que
conforma el marco regulatorio para la

produccion de biocombustibles en México.
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RESUMEN

La produccién de pectinasas por Aspergillus flavipes FP-500 con diferentes fuentes de carbono
y condiciones de pH del medio fue analizada utilizando el sistema de cultivo alimentado. Para el
estudio del efecto de la fuente de carbono la alimentacion se realizo alternando pectina y glucosa
en la corriente de alimentacién, por diferentes periodos de tiempo. En la corriente de alimentacion
se alternaron las fuentes de carbono en dos formas pectina-glucosa-pectina y glucosa-pectina-
glucosa para identificar el efecto inductor/represor cuando se alimentan alternadamente y en
concentraciones limitantes sobre la produccion de las pectinasas producidas por este hongo. El
efecto del pH fue analizado utilizando Unicamente pectina en la corriente de alimentacion. Los
resultados obtenidos indicaron que la produccion de exopectinasas es fundamentalmente
constitutiva, pero se induce por la presencia substancias pécticas y puede sufrir un efecto represor
de la glucosa que al parecer es transitorio. Las endopectinasas, cuya produccién también es
inducida por la pectina, presentan una fuerte represion por glucosa. A. flavipes FP-500 produce
exopectinasas en un intervalo de pH entre 2.6 y 5.0, mientras que la produccién de endopectinasas
se restringe a valores de pH entre 3.5y 5.0.

Palabras clave: pectinasas, cultivo alimentado, Aspergillus flavipes FP-500
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ABSTRACT

The production of pectinases by Aspergillus flavipes FP-500 was analyzed using fed-batch
cultures at different pH values and carbon source. To study the effect of carbon source the feeding
was made by alternating pectin and glucose in the feeding stream, for different periods of time. The
feeding was either pectin-glucose-pectin or glucose-pectin-glucose in order to identify the effect as
inductors/repressors of pectin and glucose at limiting concentration on the different pectinolityc
activities produced by this fungus. The effect of pH was analyzed using pectin as the only carbon
source in the feeding stream. Our results showed that exo-pectinases were produced in constitutive
fashion. However, the production of this activity was stimulated in the presence of pectic
substances and repressed by the presence of glucose in a transient fashion. Meanwhile, endo-
pectinases were clearly induced by pectin and it showed to be strongly repressed by glucose. Exo

pectinases produced by A. flavipes FP-500 were favored at pH values between 2.6 and 5.0 while

endo-pectinases were only produced in a narrower range of 3.5-5.0.

Key words: Pectinases, fed-batch culture, Aspergillus flavipes FP-500

INTRODUCCION
La pectina y las pectinasas

La pared celular de los materiales citricos
estda conformada en su mayoria por tres
polisacaridos: celulosa, hemicelulosa vy
pectina (de Vries & Visser, 2001). La pectina
forma parte de la pared celular primaria, y su
funcién es estabilizar a las microfibrillas de
celulosa, asi como a otros polimeros y
proteinas (Annis & Goodwin, 1997). Es un
heteropolisacarido de estructura compleja
formada por una cadena lineal de unidades
de Acido D-galacturdnico unidas entre si por
enlaces a,1-4, en la region del
homogalacturonano, misma  que en
ocasiones puede estar intercaladas con
unidades de L-ramnosa, lo que conforma la
region del ramnogalacturonano. Esta region
se caracteriza ademéas por presentar

ramificaciones de carbohidratos de diversos
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tipos, como arabinosa, galactosa, xilosa,
acido ferdlico, apiosa y fucosa, entre otros
(de Vries y Visser, 2001; Jayani et al, 2005).
Las pectinasas son un grupo de enzimas de
diversos tipos encargadas de degradar a la
pectina hasta sus compuestos monoméricos
elementales. Las actividades enziméticas
gue actdan sobre la cadena principal de la
pectina comprenden a las hidrolasas, que
actlan sobre los enlaces o-1,4-glicosidicos.
Dado su modo de accién estas pueden ser
del tipo endo, si actian de manera aleatoria a
lo largo de la cadena principal, o exo, si
actllan sobre los finales no reductores de los
oligogalacturénidos (Kashyap et al., 2001;
Niture, 2008).

Regulacion de la actividad pectinolitica

Las pectinasas pueden tener distintas

funciones, en dependencia del organismo
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que las produce. Asi, mientras que en los
hongos saprdéfitos, como A. niger, estas
enzimas son importantes para proveer al
microorganismo los nutrientes a partir de los
materiales de su medio ambiente, en el caso
de los microorganismos fitopatdgenos, como
A. flavus, intervienen en la degradacién de la
pared celular durante el proceso de invasion
microbiana a las células vegetales
(Parenicova, 2000).

Considerando la complejidad y tamafo
molecular de los polisacaridos que
conforman a los materiales que suelen
invadir los hongos filamentosos, es clara la
dificultad para su asimilacion cuando dichos
materiales fungen como su Unico sustrato. A
ese respecto se ha demostrado que los
hongos sapréfitos producen de manera
constitutiva una serie de isoformas de
poligalacturonasas, cuya accion primaria
sobre la pectina provoca la liberacién de
oligosacaridos y algunos grupos reductores,
gue a su vez inducen la expresion de las
enzimas necesarias para lograr la accién
masiva necesaria sobre esta estructura
(Wubben et al., 2000). Adicionalmente, la
expresion de los genes inducibles es
susceptible de regulacion por represion
catabdlica por carbono (de Vries & Visser,
2003).

Los procesos de regulacion de la
expresion de pectinasas no han sido
plenamente elucidados, debido a la
complejidad y diversidad de los sustratos que

las inducen. Sin embargo, se ha observado
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que la sintesis del complejo pecinolitico
pareciera estar controlada, al nivel de
transcripcion, por al menos tres mecanismos
diferentes: la induccién especifica por pectina
0 acido galactrénico, la represion catabdlica
mediada por el factor transcripcional CreA y
la regulacion por el pH ambiental, controlada
por el factor transcripcional PacC (Bruno-
Barcena et al., 2002).

Respecto a la induccion del sistema
pectinolitico, se ha reportado en A. niger al
acido D-galacturénico y la pectina como los
principales inductores de la expresion de la
mayoria de los genes que codifican para
enzimas pectinoliticas (de Vries, 2003),
mientras que fuentes como la L-arabinosa, L-
ramnosa o0 acido ferdlico provocan la
expresibn de  subseries de genes
pectinoliticos. En lo que se refiere a la
represion catabolica de las pectinasas, se ha
observado que muchas de estas enzimas,
dependiendo del sistema biolégico que las
produzca, pueden sufrir represion catabdlica
por carbono. Los principales represores de
los sistemas pectinoliticos son las fuentes de
carbono facilmente metabolizables, como
glucosa, fructosa y sacarosa. El principal
elemento involucrado en el proceso de
represion catabdlica de las pectinasas es la
proteina CreA (Parenicova, 2000; de Vries,
2003; Akimitsu et al., 2004).

Por otro lado, el pH del medio de cultivo
evoluciona a medida que sucede Ila
produccion de metabolitos por parte de los

microorganismos que se estan desarrollando
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en el medio. De hecho, el pH del medio tiene
un efecto importante sobre el crecimiento y la
formacién del producto, al influenciar tanto la
ruptura de los sustratos como el transporte
de estos y de los productos a través de la
pared celular.

Los microrganismos producen enzimas
activas en amplios intervalos de pH como
estrategia de supervivencia (Prusky &
Yakobi, 2003). AUn cuando se ha
documentado la secrecion de enzimas y
metabolitos de diversos tipos en dependencia
del pH del cultivo, todavia no se ha
profundizado en el estudio de tales procesos
regulatorios para la produccién de pectinasas
por microorganismos saprofitos. Existen
reportes en los que se mencionan algunos
genes de A. nidulans sujetos a regulacion por
el pH ambiental, con lo que se ha logrado
saber que las poligalacturonasas se secretan
a bajos pH, mientras que las pectato liasas lo
hacen cuando el pH del medio se
incrementa, lo que sugiere que los patégenos
son capaces de modular el pH del huésped
COMO un mecanismo para incrementar su
potencial invasivo (Eshel et al., 2002). En
general, la regulacion de la expresién de
poligalacturonasas por el pH estid mediada
por la accion de la proteina PacC (de Vries &
Visser, 2001).

Los sistemas de cultivo y su utilidad en el

estudio fisiolégico de la produccion de

enzimas
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Cuando se desea estudiar tanto la
fisiologia como los aspectos cinéticos y
metabdlicos que conlleva la produccién de
pectinasas, se opta por el uso de
metodologias desarrolladas en cultivos
liguidos en donde los parametros
involucrados sean de facil medicion, con las
que sea posible generar correlaciones
(Teixeira et al., 2000; Jacob & Prema, 2006;
Oncu et al., 2006; Favela-Torres et al., 2006;
Cavalitto & Mignone, 2007; Gummadi &
Kumar, 2008). Dos de las técnicas mas
utilizadas para tal fin son el cultivo en lote y el
cultivo en lote alimentado.

El cultivo en lote es uno de los métodos
mas simples empleados para el desarrollo de
cultivos liquidos. Se caracteriza por el hecho
de que la concentracion de sustratos,
productos y células, asi como el estado
fisiolégico y metabdlico celular, cambian con
el tiempo del proceso. De igual manera,
parametros como el pH y el oxigeno disuelto
cambian, a menos de que se establezcan
estrategias adecuadas para su control
(Ramirez Reivich, 2004).

Cuando la generacion de productos y
subproductos provoca efectos negativos
sobre la formacién de los metabolitos de
interés, o bien el sistema de produccion es
susceptible a represion por la concentracién
del sustrato, una alternativa es el empleo del
cultivo alimentado. En este, uno o varios de
los nutrientes limitantes se suministran a lo
largo del cultivo y la alimentacion de los

sustratos puede hacerse por pulsos, o de
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manera continua; por lo que el volumen del
cultivo se incrementa. A pesar del cambio en
el volumen de operacion, el valor de ciertas
variables clave, como las concentraciones
del sustrato y biomasa pueden controlarse en
valores relativamente constantes. Mediante
el desarrollo del cultivo alimentado se puede
ademas controlar la velocidad de crecimiento
dentro de los intervalos que favorezcan una
funcion objetivo particular (Ramirez Reivich,
2004; Najafpour, 2007).

Con lo anterior, el presente trabajo tuvo
por objetivo el uso del cultivo alimentado para
estudiar el efecto de la fuente de carbono en
concentraciones limitantes y el pH del medio
sobre la produccién de poligalacturonasas
por Aspergillus flavipes FP-500.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismo.

Se utilizé la cepa Aspergillus flavipes FP-
500, que se mantuvo en refrigeracién en
cajas con agar papa-dextrosa mediante

resiembras periddicas.

Composicion del medio.

Para todos los experimentos, A. flavipes
FP-500 se hizo crecer en medio basal, que
contenia, en g/L: KoHPO,, 2; KHyPO,, 2; y
(NH4)2SO4, 5. EI pH inicial del medio se
ajusto con la ayuda de soluciones de NaOH o
H,SO,4 2 M, hasta lograr el valor deseado en
cada caso. El medio se esterilizé a 121°C y
1.5 psia durante 20 min. A esta solucidn

basal se adicion6, al momento de la
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inoculacién, la fuente de carbono en la
concentraciéon final adecuada para cada

experimento.

Inéculo

La suspension de esporas que sirvio
como inéculo se obtuvo a partir de cultivos
desarrollados en cajas petri con tres dias de
crecimiento, utilizando solucién salina (NaCl
al 0.9%). Cada experimento se inoculé con el
volumen adecuado de esta suspension para

tener 1 x 10° esporas/mL.

Cultivo por lote en fermentador.

Para observar la evolucion de los
parametros de operacién a lo largo del cultivo
y conocer la relacibn de este con la
produccién de las pectinasas, se utilizé un
biorreactor BioFlo 110, Newbrunswick
Scientific, de 7 L, con 5 L de volumen de
operacion. Durante el desarrollo de estos
experimentos se utilizé el medio basal
descrito previamente, y como Unica fuente de
carbono se empled glucosa o pectina al 1%
(p/v). Todos los experimentos se inocularon
con 1 x 10° esporas/mL. Los cultivos
operaron a 400 rpm, 37°C y 0.5 vvm de aire,
registrando la evolucion del oxigeno disuelto
(dO2). Se retiraron aron muestras periédicas
cada 4 h, a las cuales se les determiné la
concentracion de biomasa, el consumo de
sustrato, la concentracion de grupos
reductores y las actividades pectinoliticas,
mediante las técnicas descritas mas

adelante.
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Cultivo alimentado en fermentador

Para su disefio y analisis cinético, tanto el
cultivo por lote como el cultivo alimentado
parten de los mismos balances de materia.

Asi, las ecuaciones que definen los balances

d;(TVZQXV
dCSTVZ—QSV
d(;L:/ZQPXV

para la masa total del sistema de reaccion
(Vp), generacion de biomasa (X), consumo
de sustrato (S) y la formacion de producto (P)
se expresan mediante las ecuaciones

diferenciales:

Balance total de masa

Para generacién de biomasa

Para consumo de sustrato

Para generacion de producto

Donde V es el volumen de reaccion, p es la densidad del medio de cultivo y F representa al

flujo de alimentacién; mientras que las expresiones de velocidad (gx, s Y gr) Se definen como:

Ox =X
Qx
s =—
° Yxs
dpP ds

Op = az TIPS gt
Donde u es la velocidad especifica de crecimiento. Estas ecuaciones asumen que el sustrato
sélo se usa para la formacién de biomasa (x) y producto (p). Yxs Y Yps representan el rendimiento
de conversién del sustrato en biomasa y producto, respectivamente, y se definen como:

_ AX _ Biomasa producida

XS —

'AS  Sustrato consumido

__ AP _ Producto generado

PS

Estas ecuaciones de balance describen
el comportamiento macroscépico promedio
del sistema de produccion, y dependiendo

del tipo de cultivo que se esté desarrollando,
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" AS  Sustrato consumido

las ecuaciones toman formas especificas
para describir el comportamiento del mismo,

tal como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Balances de materia para el cultivo en lote y el cultivo alimentado a partir de los balances

generales”.

Parametro para balance Cultivo en lote Cultivo alimentado®

Volumen constante, no hay Volumen variable, existe flujo

flujo de entrada de entrada
Vg Ve
Volumen dt dt
Flujo F=0 F=0
. . dx _ . _ dX F
Generacion de Biomasa at x = H i uX _(ij
ds ds (Fj 1
_— = e — X — = — S —7/1)(
Consumo de sustrato at Qs 3 )z dt (V7% Ve
y dP _ dP F
Generacion del producto at dp o qp X —(V P

1 Para el desarrollo de las ecuaciones especificas para cada cultivo, se expandieron los términos diferenciales, calculando

los productos de las dos derivadas.

2 Larelacion entre el flujo y el volumen (F/V), se conoce como Factor de dilucién (D).

Para establecer el cultivo alimentado, se
utilizaron los parametros cinéticos del
microorganismo al desarrollarse en un cultivo
en lote sobre la fuente de carbono deseada
(glucosa o pectina), en un valor de pH
constante, mismos que se indican en la Tabla
2. Los cultivos comenzaron en un volumen
de 2 L bajo la operacion de cultivo por lote,
aunque se formularon con la concentracién
de sales adecuada para un volumen final de
5 L y la aireacion se suplemento a 2.5 L/min

a lo largo de todo el régimen de alimentacion.

Donde

Con ello se logré que en todo momento tanto
las sales que componian al medio basal
como la oxigenacién estuvieran en exceso.
La alimentacién comenzd cuando el sistema
presentaba condiciones de baja
concentraciéon de sustrato (<1 g/L). La
concentracion de biomasa obtenida al
alcanzar esa condicion sirvié para calcular la
concentracion que deberia tener el sustrato
en el flujo de alimentacion, mediante la

siguiente expresion:

So es la concentracién de sustrato en la corriente de alimentacion.

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2
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Lot es |a concentracién de biomasa en el tiempo en que se alcanzan las

condiciones adecuadas para comenzar a alimentar.

Y XS

es el rendimiento biomasa-sustrato, parametro calculado a partir de la

modelacién de los resultados obtenidos del cultivo en lote.

Tabla 2. Parametros cinéticos de cultivos en lote utilizados para calcular la concentracion de

sustrato en la alimentacion

Sustrato Parametros cinéticos’ Tiempo en el que
L. X Lote So
utilizado en el V] Yys Sioe £ 1 (@)
cultivo base Y (9/g) ) (L) J
Glucosa 0.0716 0.2259 90 1.4 6.17
Pectina 0.6218 0.5869 44 4.06 6.92

1 Los parametros cinéticos se calcularon a partir del cultivo por lote desarrollado en la fuente de carbono

correspondiente y se estimaron mediante el procedimiento reportado en Martinez-Trujillo et al (2008)

Para el proceso de alimentacion se utilizo
un flujo de 0.042 L/h, con el objetivo de
incrementar 1 L/dia el volumen del reactor. El
régimen de alimentacion se dividi6 en tres
etapas de 24 h, mediante las cuales se
intento resolver si las condiciones especificas
empleadas en cada caso provocaban un
cambio en la produccion de pectinasas. No
obstante el régimen de alimentacién, durante
la primera etapa se utilizaron las mismas
condiciones del cultivo lote que sirvi6 como
proceso iniciador.

Para descartar el efecto de la evolucion
del pH sobre la produccion de las pectinasas,
el valor de este parametro se mantuvo
constante durante todo el experimento,
mediante la adicion de NaOH o H,SO, 2 M.
Durante la alimentacion los cultivos se

mantuvieron a 37°C y una agitacién de 400
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rpm, tomando muestras periddicas cada 4 h.
Las muestras se filtraron, para cuantificar la
concentracion de biomasa, y la fraccion
filtrada se mantuvo en congelacion hasta su
andlisis, en el cual se cuantifico la
concentracién de sustratos, carbohidratos
reductores y las actividades pectinoliticas.
Los regimenes de alimentacion utilizados
en esta etapa experimental fueron de dos
tipos. En el primero, se revisé el efecto de la
fuente de carbono, mientras que con el
segundo se analizé el resultado de la
variacion del pH sobre la produccion de las
pectinasas por A. flavipes FP-500. La Tabla 3
muestra la sucesion de sustratos utilizados
durante las etapas de alimentacién de los
experimentos desarrollados en el primer

bloque.
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Tabla 3. Sucesion de fuentes de carbono durante la etapa de alimentacion en el cultivo alimentado.

Fuente de

) carbono utilizada
Experimento ]
en el cultivo lote

Fuente de
carbono

alimentada en la

Fuente de Fuente de

carbono carbono

alimentada enla alimentada en la

base Etapa | Etapa ll Etapa lll
Pec-Glu-Pec Pectina Pectina Glucosa Pectina
Glu-Pec-Glu Glucosa Glucosa Pectina Glucosa

Técnicas de analiticas

Cuantificacion de la concentracion de
biomasa.

El crecimiento celular obtenido en cada
muestra se determiné mediante la técnica de
peso seco, expresandose en g/L.
Cuantificacion de la  actividad de
exopectinasas.

La actividad exopectinolitica se cuantifico
de

carbohidratos reductores producidos después

mediante la  determinacion los
de incubar una mezcla de pectina al 1% (p/v)
pH 5 y regulador de acetatos 100 mM con la
muestra, a 45 °C durante 20 min. Las
lecturas obtenidas se compararon contra una
curva patrén de acido galacturénico (1
de

exopectinolitica se defini6 como la cantidad

mg/mL). Una unidad actividad

de enzima que cataliza la formacién de 1

umol de acido galaturénico bajo las

condiciones de ensayo (Trejo-Aguilar et al.,
1996).
de actividad  de

Cuantificacion la

endopectinasas.

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

La actividad de endopectinasas se
determiné con base en el cambio relativo que
provocaban 0.5 mL de muestra sobre la
viscosidad de 10 mL de una solucion de
pectina al 1% (p/v) pH 4.2, con la ayuda de
un viscosimetro Canon Fenske # 200. Una
unidad de actividad endo se definid6 como la
cantidad de enzima capaz de reducir la
viscosidad de la pectina en un 50% después
de 10 min de reaccién (Trejo-Aguilar et al,
1996).

Cuantificacion de la concentracion de
azUcares reductores.

El consumo de sustrato (en los
experimentos con monosacaridos como

fuentes de carbono) o la apariciéon de grupos
reductores (en el caso de las fermentaciones
con polisacaridos como fuentes de carbono)
se determinaron mediante la cuantificacion
de carbohidratos reductores en las muestras,
utilizando &cido 3,5-dinitrosalicilico (Miller,
1959). La cantidad adecuada de muestra se
de 1 mL,

considerando que la concentracion maxima

llevd a un volumen final

de muestra que detecta esta técnica es de 1
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mg/mL. A la muestra diluida adecuadamente,
se le agregaron 2 mL del reactivo DNS y se
sometieron a ebullicion por 5 min.
Posteriormente, a cada tubo se le agregaron
5 mL de H,O y se leyeron en el
espectrofotometro a 575 nm, utilizando un
blanco preparado con agua en vez de
muestra. La concentracion obtenida en cada
caso se calculéd utilizando las curvas patrén

de los azlcares correspondientes.

Cuantificacion de la concentracion de pectina
en los cultivos.

El consumo de sustrato en los
experimentos en los que se utilizaron
polisacaridos como fuente de carbono se
estimé mediante la técnica descrita por
Dubois et al. (1956). Para ello, la cantidad
necesaria de muestra se llevo a un volumen
final de 2 mL, considerando que la
concentracibn méxima de muestra que
detecta esta técnica es de 0.1 mg/mL. A la
muestra diluida adecuadamente, se le agregé
1 mL de fenol al 5% (p/v) y 5 mL de H,SO,
concentrado. Después de dejar reposar los
tubos durante 20 min, estos se leyeron en el
espectrofotometro a 480 nm, utilizando un
blanco preparado con agua en vez de
muestra. Las lecturas se compararon contra
curvas patron de pectina o0 &cido
poligalacturénico, para  determinar la
concentracion del polisacarido
correspondiente  en cada tiempo de

operacion del cultivo.
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RESULTADOS
Efecto de la fuente de carbono sobre la
produccion de pectinasas

Para el desarrollo de esta etapa
experimental, se realizaron dos cultivos. Para
ambos, se estableci6 un cultivo por lote con
la fuente de carbono que serviria como base
de andlisis, en una concentracion de 10 g/L.
Cuando se alcanz6 una concentracion menor
de 1 g/L de esa fuente de carbono, misma
que se indica en la Tabla 2, comenz6 la
secuencia de alimentacién correspondiente,
de acuerdo al orden de alimentacion
sefialado en la Tabla 3. Cada etapa de
alimentacion durd 24 h, durante las cuales se
retiraron muestras cada 4 h para su posterior
analisis. Después de que se concluyé la
alimentacion (lo que se indica con la flecha
en las figuras correspondientes), se permitié
que el cultivo continuara desarrollandose
durante 6 h més, y se tomaron dos muestras
ante esas condiciones, antes de dar por
concluido el experimento.

Los cultivos se desarrollaron en
condiciones fisiol6gicas aproximadamente
constantes a lo largo del régimen de
alimentacion, como se puede apreciar en la
figura 1.

En el experimento Pec-Glu-Pec (ver tabla
3), la concentracion de biomasa a lo largo del
proceso de alimentacion se mantuvo
practicamente constante en las etapas | y I,
en un valor entre 1.5y 2 g/L, y se incrementd
en la Etapa lll, donde se alcanzaron valores

de casi 3 g/L. Sin embargo, al final de esta
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N
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Fig. 1. Evolucién de la concentracion de Biomasa (A) y Sustrato (B) durante las etapas de
alimentacion del cultivo alimentado en los experimentos Pec-Glu-Pec (@ y O) y Glu-Pec-Glu (m y

0). Las flechas indican el final de la fase de alimentacion.

etapa la concentracion de biomasa volvié a constante a lo largo del régimen de
decrecer, llegando a los valores encontrados alimentacion (figura 1B).

en un inicio (figura 1A). En lo que respecta a En el experimento Glu-pec-Gluc la
la concentracién de pectina, ésta se mantuvo biomasa se increment6 de 0.3 a 1.3 g/L
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durante la Etapa | y luego permanecio efecto del incremento de biomasa en alguna
constante hasta el final de la operacioén del de las etapas de alimentacion, asi como el de
cultivo (figura 1A), lo que fue congruente con la dilucién generada por la alimentacion, se
el consumo de sustrato, que sucedié reportan las actividades enzimaticas por
principalmente en la Etapa I, luego de la cual gramo de biomasa. En lo que respecta a la
la concentracion alcanzada se mantuvo produccion de exopectinasas, en el experi-
constante, no obstante el proceso de mento Pec-Glu-Pec (Figura 2A), esta acti-
alimentacion (figura 1B). Para bloquear el vidad pectinolitica se mantuvo practicamente
25 A

Etapal Etapall Etapalll

N
o
L

[EEN
(%2}

Exopectinasas (U/g de biomasa)

0.035

©c o ©o ©9
o o o o
D

(0]
Endopectinasas (U/g de biomasa, [1)

0.01

0.005

Endopectinasas (U/g de biomasa, <)

Tiempo de alimentacion (h)

Fig. 2. Evolucion de la produccion de exopectinasas (A) y endopectinasas durante las etapas de
alimentacion del cultivo alimentado en los experimentos Pec-Glu-Pec (@ y ¢) y Glu-Pec-Glu (®m y

). Las flechas indican el final de la fase de alimentacién.
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constante a lo largo de las Etapas | y Il,
alrededor del valor obtenido con el cultivo en
lote (I 15 U/g de biomasa. Sin embargo,
hacia el final de la Etapa Il esta actividad
disminuy6 casi a la mitad, aunque luego
recupero hasta ser incluso ligeramente mayor
gue la observada en un principio.

Durante el experimento Glu-Pec-Glu, la
produccion de exopectinasas fue muy baja (~
3 Ug de biomasa) durante la Etapa l y la
mitad de la Etapa Il, aunque luego se
incrementd cuatro veces, hasta alcanzar ~20
U/g de biomasa, en la que se mantuvo hasta
el final de la operacion del régimen de
alimentacion.

En lo que se refiere a la produccion de
endopectinasas, en el experimento Pec-Glu-
Pec, esta se mantuvo practicamente
constante alrededor de 3 U/g e biomasa
durante todo el proceso de alimentacion
(figura 2B). En el experimento Glu-Pec-Glu,
la produccién de endopectinasas no se
observo durante el cultivo por lote
desarrollado sobre glucosa, ni durante la
Etapa |, donde la glucosa fue la fuente de
carbono utilizada en la alimentacién. Con la
pectina, esta actividad se increment6 hasta ~
0.03 U/g de biomasa, pero la alimentacion de
glucosa en la Etapa Il disminuir 17%, para
luego mantenerse constante hasta el final del

régimen de alimentacion (figura 2B).

La relacion del pH con la produccion de

pectinasas por A. flavipes FP-500

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

Para complementar los resultados
obtenidos, se verificé el efecto de pH del
medio sobre la produccién de las pectinasas
en condiciones fisiolégicas cuasiestables.
Para lo anterior, se llevo a cabo un cultivo
alimentado, cuya base se desarroll6 sobre
pectina. En este caso, las diferentes etapas
del régimen de alimentacion se establecieron
con base en el pH del cultivo. Asi, la
alimentacion se realizé siempre con pectina
pero durante la Etapa | el pH se mantuvo
constante en 3.5, luego este se incremento a
5.0 durante la Etapa Il, y por ultimo se bajo
hasta 2.6 durante la Gltima etapa de
alimentacion.

Como se puede observar, la
concentracién de biomasa permanecio
relativamente constante durante las primeras
dos etapas, mientras que en la Ultima fase
dicha concentracion disminuyé notablemente
(figura 3A). Como en el caso anterior, las
actividades enzimaticas se reportan
especificamente por g de biomasa. Durante
Etapa | la produccion de exopectinasas se
incremento ligeramente (Gréfica 3B),
mientras que la de endopectinasas lo hizo
casi 1 U/g de biomasa (figura 3C). En la
Etapa Il, la actividad exopectinolitica se
increment6 ~7 U/g de biomasa (figura 3B),
mientras que la produccién de endo-
pectinasas permanecio aproximadamente
constante (figura 3C). Durante la Etapa lll,
correspondiente al valor mas bajo de pH en
el medio, la actividad de exopectinasas

disminuy6 hasta los valores obtenidos
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Fig. 3. Evolucion de la Biomasa (A), produccion de exopectinasas (B) y endopectinasas (C)
producidas por A. flavipes FP-500 en un cultivo en lote alimentado desarrollado sobre pectina. En
el régimen de alimentacién se utilizé pectina en una concentraciéon de 6.92 g L™ y un flujo
constante de 0.042 L h™. Durante la etapa I, se mantuvo el pH del medio constante en un valor de
3.5, en la etapa Il el pH del medio fue de 5.0, y en la etapa Ill se provocé una disminucion en el pH

hasta 2.0. Se tomaron muestras periddicas cada 4 h durante el régimen de alimentacion.
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durante la Etapa |, y se mantuvo
relativamente constante hacia el final de la
alimentacion (figura 3B), pero la actividad de
endopectinasas sufrié primero una
disminucién severa durante las primeras
horas de la Etapa lll, aunque después se
incrementaron hasta llegar al valor obtenido

durante la Eetapa Il (figura 3C).

DISCUSION

Los resultados observados en el estudio
del efecto de las fuentes de carbono sobre la
produccion de pectinasas durante todas las
etapas de alimentacién sugieren que existe
un momento, al inicio de las Etapas Il y Ill, en
el que hay una mezcla de las dos fuentes de
carbono que han sido alimentadas al reactor.
Ademas es muy probable que durante esa
etapa de transicion ambas fuentes de
carbono sean utilizables por el
microorganismo. A pesar de que ante las
condiciones probadas no fue posible conocer
la velocidad de consumo que presento el
microorganismo para cada una de ellas, es
altamente probable que la fuente de carbono
que se alimenté primero siga consumiéndose
0 bien comience a diluirse por efecto de la
alimentacion de la segunda. En cualquier
caso, llegarda un momento en el que la
concentracion de la fuente de carbono que se
esta alimentado en la etapa analizada sera
considerablemente mayor, y ejercerd el

mayor efecto sobre el microorganismo. Al
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parecer, este fendmeno sucede alrededor de
las 14 h después del cambio en el sustrato
de alimentacion. El efecto de la mezcla de
dos sustratos durante la operacién de un
cultivo alimentado se ha observado en
diferentes procesos, por lo que se ha
convertido en un parametro de consideracion
para estudios de control de los procesos
desarrollados mediante esta modalidad de
cultivo (Picco-Marco & Navarro, 2008).

A partir del razonamiento anterior, y con
base en el comportamiento observado se
puede apreciar que la glucosa favorecié la
formacion de  biomasa durante la
alimentacion (figura 1A), mientras que la
alimentacion de pectina permiti6 el
mantenimiento de las condiciones fisioldgicas
pseudoestables. El efecto positivo de la
glucosa en cultivos alimentados sobre el
crecimiento es congruente con lo reportado
para Aspergillus niger durante la produccién
de &cido citrico (Papagianni et al., 1999).

En lo que respecta a la produccion de las
poligalacturonasas, esta disminuyé cuando
se utiliz6 glucosa en la corriente de
alimentacion (figuras 2A y 3A), lo que sugiere
el efecto represor de esta fuente de carbono.
Por otro lado, el evidente incremento que se
obtuvo al sustituir la glucosa por pectina
como la fuente de carbono predominante
dentro del cultivo, indica el efecto inductor de
la pectina sobre las mismas. Ambas

observaciones son congruentes con lo
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reportado para las pectinasas producidas por
hongos del género Aspergillus (de Vries &
Visser, 2001).

En lo que respecta a las actividades
pectinoliticas del tipo exo producidas durante
las fases de alimentacion en las que la
glucosa era la fuente de carbono principal,
estas podrian corresponder a las isoformas
constitutivas que se han sugerido para las
exopectinasas de A. flavipes FP-500
(Martinez-Trujilo et al.,, 2009), en
concordancia con las reportadas para
Aspergillus sp. CH-Y-1043 (Aguilar & Huitrén,
1990), A. niger (Solis-Pereira et al., 1993;
Patil & Dayanand, 2006) y A. japonicus 586
(Teixeira et al., 2001), entre otros. Ademas
se debe destacar que, al sustituir la glucosa
por la pectina en el reactor, la produccion
pectinolitica que habia disminuido por accién
de la primera volvié a incrementarse. Esto
sugiere que la represion causada por la
glucosa sobre la produccién de
exopectinasas podria ser transitoria o bien
que existen isoformas de estas enzimas que
son inducidas por pectina y que no se
encuentran bajo el control del regulador
CreA, por lo que no se ven afectadas por la
presencia de glucosa. Por otra parte, el que
no se observe una disminucion en la
actividad exopectinolitica debido a la adicién
de glucosa en la Etapa lll podria deberse a
gue en este caso la concentracion de glucosa
es baja, y no aporta al efecto represor de
esta fuente de carbono. Esto es congruente

con lo observado para las poligalacturonasas
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de A. terreus, que no parecieron estar sujetas
a represién cuando habia concentraciones
bajas de glucosa en el medio (Runco et al.,
2000).

En lo que se refiere a la produccion de la
actividad endopectinolitica, esta no se
observé en el cultivo en lote desarrollado en
glucosa, ademas de verse muy afectada en
los casos donde se sustituy6 a la pectina por
la glucosa como la fuente de carbono
predominante. Esto muestra claramente el
efecto represor que tiene la glucosa sobre
esta actividad enzimética, mismo que ya
habia sido reportado anteriormente para
otras cepas del género Aspergillus (de Vries
& Visser, 2001).

Por otro lado, en lo que se refiere al
efecto del pH sobre la producciéon de las
pectinasas, en primera instancia se puede
observar que la concentracién de biomasa
permaneci6 relativamente constante durante
las primeras dos etapas de alimentacion,
mientras que en la Ultima fase dicha
concentracion  disminuyé  notablemente
(figura 3A). Lo anterior podria deberse al pH
tan acido en el que transcurrio esta ultima
etapa, como sucedié con Aspergillus oryzae
(Malvessi & Moura, 2004). Por otro lado,
como en estos experimentos no hubo cambio
en la fuente de carbono utilizada en la
alimentacion, el efecto del cambio de pH se
observé de manera méas inmediata.

En lo que se refiere a la produccion de
exopectinasas, a pesar de que el pH del

medio se mantuvo constante, durante la
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Etapa | de alimentacion la produccion de
estas enzimas se incrementd 2.16 veces. Al
parecer, esto mostrd el efecto inductor de la
pectina sobre la produccion de esta actividad
pectinolitica, como ya se habia reportado
antes para Aspergillus sp. en un cultivo
alimentado (Aguilar & Huitrén, 1986). En la
Etapa I, la actividad exopectinolitica se
incrementd (figura 3B), lo que sugiere que
existe un efecto positivo de los valores de pH
cercanos a la neutralidad sobre la expresion
de las exopectinasas.

Por otra parte, la produccion de
endopectinasas igualmente se incremento
durante Etapa |, aunque permanecié
aproximadamente constante durante la
segunda etapa de alimentacién (figura 3C).
Al parecer, en el pH de 3.5 se favorecié la
produccion de esta actividad pectinolitica,
pero no asi a pH de 5.0. Esto se concluy6
luego de analizar que la estabilidad de las
endopectinasas producidas en la Etapa | no
se modific6 en un pH de 5.0 (datos no
mostrados). Finalmente, dado que Ila
actividad endopectinolitica de Aspergillus
flavipes FP-500 es muy estable en valores de
pH a&cidos (resultados no publicados), la
disminucién observada al inicio de la Etapa IlI
podria deberse al decremento en Ila
concentracién de biomasa sucedido en esa
etapa, mientras que el incremento observado
en la segunda parte de la Etapa Ill sugiere
gue en esta fase se indujo la formacion de

endopectinasas acidas.
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Mediante el empleo del cultivo alimentado
fue posible identificar el efecto de la fuente
de carbono y el pH sobre la produccién de
pectinasas de A. flavipes FP-500. Los
resultaron obtenidos sugirieron que estas
enzimas parecen presentar represion
catabdlica por glucosa, que es severa sobre
las endopectinasas pero transitoria para las
exopectinasas. La pectina tiene un fuerte
efecto inductor sobre ambas actividades
pectinoliticas. Ademas, las pectinasas del
tipo endo se ven afectadas tanto por la
concentracién y tipo de la fuente de carbono
como por el pH del medio de cultivo. Al
parecer, A. flavipes FP-500 produce varias
isoformas de exopectinasas, que se

expresan ante diferentes valores de pH.
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RESUMEN

El pH y la temperatura modificaron los perfiles de produccién de pectinasas por Aspergillus
HL inmovilizado en gel de alginato de calcio. Se detecté alta estimulacion de la actividad
endopectinasa (endoP) cuando las condiciones de cultivo se ajustaron a 39°C y pH inicial 2.8 y
la sintesis de pectina liasa (PL) se estimul6 a pH 3.5 y 39°C. La actividad pectina esterasa (PE)
pudo ser incrementada a menor temperatura 31°C y pH 3.5. Los zimogramas en geles de
poliacrilamida mostraron bandas de actividad endoP y PL con masa molecular aparente de 45
kDa y 60 kDa respectivamente. Los resultados mostraron diferente respuesta en la actividad
producida por el sistema libre y el inmovilizado y la viabilidad de las esferas de gel se comprobé
por su redso durante 23 dias. Las células fungicas atrapadas incrementaron la productividad
pectinolitica hasta 17 veces con respecto a las células libres demostrando su potencial para
futuras aplicaciones comerciales.

Palabras clave: Pectinasas, células inmovilizadas, pH y temperatura

ABSTRACT

Temperature and pH greatly influenced the composition of pectinases produced by
Aspergillus HL immobilized in beads of Ca-alginate. A higher endopectinase (endoP) activity in
cell free was detected when cultivation conditions were adjusted to 39 °C and pH 2.8. However,
the synthesis of pectin lyase (PL) was stimulated when pH was changed to 3.5 and 39 °C.
Pectin esterase activity (PE) could be improved at a lower temperature 31°C and pH 3.5.
Zymograms on polyacrylamide gels showed endoP and PL bands with apparent molecular
mass of 45 kDa and 60 kDa respectively. The long-term viability of the fungal cells was tested

by reusing the immobilized system 23 days. The entrapped fungal cells increased endoP, PL
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and PE productivities up to 17 times with respect to free cells demonstrating the potential of this

system for commercial applications.

Keywords: Pectinases, immobilized cells, pH and temperature

INTRODUCCION

Las pectinasas son biocatalizadores
ampliamente usados en la industria
alimentaria. Estas enzimas facilitan el
procesamiento de frutas y vegetales, de
bebidas alcohdlicas y la extraccion de
aceites, saborizantes y pigmentos a partir
de plantas (Kashyap et al., 2001). Se han
descrito nuevas aplicaciones de las
pectinasas como la obtenciébn de
oligogalacturonidos a partir de la pectina
gue son utlizados en la produccion de
alimentos funcionales (Manderson et al.,
2005) y en la industria farmacéutica como
fuertes estimuladores del sistema inmune
(Bedouet et al., 2005). Dependiendo de su
especificidad y el tipo de reaccidon que
catalizan, las pectinasas se clasifican en
pectina esterasas, poligalacturonasas y
pectina liasas. Las pectina esterasas (EC
3.1.1.11) catalizan la desesterificacién de la
pectina en acido péctico y metanol. Las
poligalacturonasas (EC 3.2.1.15) y las
pectina liasas (EC 4.2.2.10) catalizan el
rompimiento del enlace glicosidico por
hidrolisis y transeliminacion
respectivamente, generando mono Yy
oligbmeros de pectina como producto
(Jayani et al., 2005).

Las industrias procesadoras de
alimentos requieren diferentes
preparaciones enzimaticas para llevar a
cabo la degradacion completa o limitada de

la pectina dependiendo del proceso (Jacob

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

& Prema, 2006). Por
preparaciones con alta actividad PE vy

ejemplo,

endoP son necesarias en los procesos de
clarificacion de jugos de frutas y vinos para
reducir la viscosidad y mejorar la eficiencia
de la filtracién. Por otro lado, se requieren
extractos ricos en PL y PE para la extrusién
de la fruta (Phutela et al, 2005). Las
preparaciones pectinoliticas provenientes
de hongos del género Aspergillus son
ampliamente utilizadas en la practica
(Botella et al., 2007) y los niveles de
producccion  varian  dependiendo  del
sustrato, el tipo de cultivo, la presencia de
inhibidores o activadores y las condiciones
fisicoquimicas (Favela-Torres et al., 2006).
Por ejemplo, el ambiente de pH y la
temperatura son parametros clave que
tienen gran influencia en las funciones
fisiologicas como el crecimiento del hongo
y la expresion de enzimas. Mediante la
modificaciéon del pH solo o interactuando
con otras variables se han logrado
modificar los perfiles pectinoliticos en
cultivos de Aspergillus niger, lo que podria
ser Util en la obtencién de preparaciones
con diferentes propdsitos industriales
(Taragano & Pilosof, 1999). Se ha
detectado en cultivos de Penicillium
griseoroseum que a pH 4.5 se estimula la
actividad PG y PE y a pH 5-7 la actividad
PL (Piccoli-Valle et al., 2001).

Durante la agitacion de los cultivos, las

células fungales son sensibles a dafio

68



Articulos

mecanico, el cual es un factor que decrece
la produccion de enzimas, incrementa los
costos de produccion y dificulta la
recuperaciéon de las enzimas. En este
sentido, la inmovilizacion de células de
hongos pectinoliticos representa una
estrategia cuyos beneficios industriales
incluyen el incremento en la produccion de
enzimas, la integridad de las células y la
posibilidad de reciclar la biomasa celular
para  producir nuevos ciclos de
fermentacion (Sadhana et al., 2006). Sin
embargo, este sistema ha sido poco
explorado en hongos.

En este estudio se uso el hongo
Aspergillus  HL que previamente se
inmovilizé en alginato de calcio. Debido al
amplio potencial de estas enzimas es
necesario estudiar varios  aspectos
relacionados con la produccion de
pectinasas en este sistema para obtener
altos titulos de enzimas. El propdsito de
este trabajo esta centrado en evaluar la
influencia del pH y la temperatura en la
produccion de pectinasas y el reuso del

sistema inmovilizado.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismo

Se utiliz6 el hibrido pectinolitico
Aspergillus HL de la coleccion de cultivos
del Departamento de Biotecnologia del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la UNAM (Solis et al., 2009).

Condiciones de cultivo
Los cultivos se realizaron en matraces

Erlenmeyer con 200 ml del siguiente medio:
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pectina 2%, K,HPO, 0.2%, KH,PO,4 0.2%,
(NH,),S0O, 0.2%. El pH se ajusté en un
rango de 2.5-5.0 y la temperatura entre
27°C y 39°C. Los medios se inocularon con
una suspension de 4 x 10° esporas/ml.
Para la inmovilizacién se adicioné 1 ml de
inoculo a 5 ml de alginato de sodio (2%) en
las condiciones descritas previamente
(Reyes et al.,, 2006). Los matraces se
mantuvieron en agitacién a 200 rpm vy las
esferas se recuperaron por filtraciéon a las
72 h de cutivo.

Cultivo semicontinuo

La estabilidad operacional y reuso del
hongo inmovilizado se determiné en
cultivos batch consecutivos de 72 h a pH 3
y 39°C. Después de cada cultivo, las
esferas se obtuvieron por filtracion, se
lavaron con una solucién de CaCl,0.05 M y

se transfirieron a un medio fresco.

Biomasa

La biomasa atrapada se recuperd por
filtracion después de incubar las esferas en
buffer citratos 0.2 M (pH 5) a 30°C y 200
rom por 48 h, se sec6 a 60°C y se
determind el peso seco. La hiomasa
liberada se obtuvo mediante la filtracion del
cado de cutlivo y se midié el peso seco. El
porcentaje de biomasa liberada se calculd

con respecto a la biomasa total.

Determinacion de la actividad endoP

La actividad se midi6 por el método
reportado por Larios et al. (1998). La
mezcla de reaccion fue la siguiente: 500 pl

de muestra en 10 ml de pectina 1% en
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buffer acetatos (pH 4.2). La reduccion de la
viscosidad se monitore6 a 30°C en un
viscosimetro Ostwald. Una unidad de
actividad endoP (U) se defini6 como la
cantidad de enzima que reduce 50% la
viscosidad de la solucién de pectina por

minuto en las condiciones de ensayo.

Determinacion de la actividad PL

Se empleé el método reportado por
Delgado et al. (1992), el cual se basa en el
incremento de la absorbancia a 230 nm
ocasionado por la formacién de productos
insaturados de la pectina. La mezcla de
reaccion consisti6 en 0.5 ml del extracto
enzimatico, 1 ml de pectina citrica (1%) y 1
ml de buffer Tris-HCI 0.05 M (pH 8.8). Las
muestras se incubaron 2 h a 45°C vy
después se transfiri6 1 ml a 4 ml de HCI
0.01 M frio. Una unidad (U) se defini6 como
la cantidad de enzima que produce el
incremento de 0.1 en absorbancia en las

condiciones de ensayo.

Determinacion de la actividad PE

Se midi6é por la disminucion del pH a
través de la titulacion de los grupos
carboxilicos liberados de la pectina de
acuerdo a Kertesz (1937). Se us6 una
solucién de pectina 1% en NaCl 0.1 M y un
ml de extracto crudo enzimatico,
manteniendo el pH a 7.5 con una solucién
de NaOH 0.004 M durante 30 min a 30°C.
Una unidad de actividad (U) es la cantidad
de enzima que libera un microequivalente
de grupos carboxilicos/ml/min en las

condiciones de ensayo.
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El rendimiento de las enzimas se
expres6 como productividad especifica
(Umg de biomasa/h) y productividad

volumétrica (U/I/h).

Electroforesis de proteinas y zimogramas

Se usaron geles de acrilamida 10%,
bisacrilamida 2.7% y pectina 0.1%. Se
adicion6 20 ug de proteina desnaturalizada
y se corrieron los geles de acuerdo Aguilar
et al. (1991). Se usaron los siguientes
marcadores moleculares (kDa): albumina
sérica bovina 66, ovoalbumina 45, vy
anhidrasa carbonica 29. Las proteinas
presentes en el gel se renaturalizaron en
buffer Tris-HCI 0.01 M (pH 7.6). Para
identificar la actividad endoP y PE, los
geles se incubaron en buffer acetatos 0.17
M (pH 5) a temperatura ambiente vy
después se tifid el gel con una solucion rojo
de rutenio 0.05%. Para identificar la
actividad PL, se incubd otro gel en una
solucibn de CaCl, 001 M a 4°C vy
posteriormente se transfiri6 a buffer Tris-
HCI (pH 8.8) con CaCl, 0.01M. Las bandas
de actividad se detectaron por tincién con
una solucién de rojo de rutenio 0.03%
(Mwenje & Ride, 1996).

Analisis estadistico

Todos los datos representan el valor
promedio de dos experimentos por
duplicado, a partir de los cuales se

determiné la desviacién estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del pH y la temperatura
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del
determiné

Durante el cultivo hongo

inmovilizado se que la
temperatura modificé la produccién de las
pectinasas en un rango de temperatura de
27 a 39°C. En

obtenidos a las 72 h de cultivo se detect6 la

los extractos crudos

méxima produccion endoP y PL a 39°C,

mientras que a 31°C se increment6 la

0.8

actividad PE (Fig. 1). La variacién en la
productividad de las enzimas no se
relaciond con el crecimiento, ni con el
cambio de pH durante el cultivo, lo que
sugiere que a alta temperatura tiene un
efecto inductor de la sintesis y/o secresion
de enzimas

particularmente las

despolimerizantes.
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0.5 -
0.4 -
0.3 -
0.2 -
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35 37 39
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Fig. 1. Efecto de la temperatura en la productividad especifica de pectinasas de Aspergillus HL

atrapado en alginato de calcio a las 72 h de cultivo.
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El efecto del pH en la actividad
pectinolitica se evalué en un rango de 2.5-
5.0 (Fig. 2). A pH 3.5 se estimulé la

1.0

produccion de PL y PE y a pH muy éacido la

actividad endoP.

0.8
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0.0

q

1.4
1.2 1
1.0
0.8
0.6 -
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0.2 1
0.0
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q

0.25 A

0.20 4

0.15

0.10 -

EndoP (U/mg/h)
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0.00

0 25 28 30 35 40 45 50
pH

Fig. 2. Efecto del pH inicial sobre la productividad especifica de pectinasas de Aspergillus HL

atrapado en alginato de calcio a las 72 h de cultivo.

Para corrroborar la respuesta diferente
en la sintesis de pectinasas por pH, se
corrieron geles de electroforesis en
condiciones desnaturalizantes. El patrén de

proteinas cambié con la variacion del pH

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

(Fig. 3), a pH 3.5-5 se detectaron patrones
complejos de proteinas, mientras que a pH
2.5-3 se observaron pocas bandas. Este
efecto ha sido asociado con la represion

causada por el estrés acidico (Aguilar et al.,
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1991). Los zimogramas muestran a pH 2.8-
3.5 una banda intensa que corresponde a
la actividad endoP con masa molecular
aparente de 45 kDa. En el mismo gel esta
presente una banda muy obscura de 32
la actividad PE

(Downie et al., 1998) que se intensificé a

kDa caracteristica de

pH 3.5. La actividad “in situ” PL se observd
a pH 355 y se estim6 una masa
molecular aparente de 60 kDa. Los
mecanismos que regulan la respuesta al
estrés acidico han sido poco estudiados y
éstos, autores  han

entre algunos

demostrado que la regulacion ocurre a nivel

A B

transcripcional. Por ejemplo, Cotton et al.
(2003) demostraron que la acidificacion
progresiva del medio ambiente por el
hongo Sclerotinia sclerotiorum representa
la principal estrategia para la expresion
secuencial de enzimas poligalacturonasas
como factores de patogenicidad. También
se ha identificado que la regulacion por pH
en Collethotricum acutatum es mediada por
el factor transcripcional PacC (dedos de
zinc), que activa la expresién de genes en
condiciones alcalinas y los reprime en
condiciones acidicas (Pefialva & Arst,

2004; You & Chung, 2007).

kbal 1 2 3 4 5

66_| W

6 7 8|2

3 4

45 -|§ l\\‘

29—

5

Fig. 3. Geles de electrophoresis SDS-PAGE con extractos producidos por células inmovilizadas

de Aspergillus HL a diferente pH inicial. Perfiles de proteina (A). Zimogramas de endoP (B) y
PL (C). Marcadores de masa molecular (linea 1), pH 2.5 (linea 2), 2.8 (Linea 3), 3 (Linea 4), 3.5

(Linea 5), 4 (linea 6), 4.5 (linea 7), 5 (linea 8).

Cinéticas de produccién de pectinasas

El analisis de las cinéticas de
produccion de pectinasas (39°C y pH 3.0)
mostré variacion en la respuesta de las
Células libres y las inmovilizadas. Las
células atrapadas aumentaron 8 veces la
produccion PE y PL con respecto al
las 24 h y 36 h

respectivamente (Fig. 4) y una respuesta

sistema libre, a

tardia en la produccion de endoP (72 h)

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

(Reyes et al. 2006).
encontrado un efecto sinérgico entre las

Aunque no se ha

enzimas pectinoliticas, el orden de
aparicion sugiere un efecto cooperativo
para degradar la pectina. El crecimiento
celular se incrementd notablemente en las
células atrapadas en las esferas de
alginato de calcio con respecto a las libres.
Las esferas mostraron una densa capa de

micelio en el exterior, lo cual represento
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una mayor darea superficial que pudo
favorecer el consumo de oxigeno e
intercambio de nutrientes y la excrecién de
enzimas. Los resultados de este trabajo
son difrentes con los reportados por
Federici et al. (1990), quienes detectaron
alta produccién de glucoamilasas en
Aureobasidium pullulans a pesar del bajo

crecimiento del hongo inmovilizado en

alginato de calcio y lo relacionaron a una
mayor estabilizacién de las glucoamilasas
mediante interacciones fisico-quimicas con
el calcio. También, Dominguez-Espinosa &
Webb, 2003 atribuyeron el aumento en la
produccion de enzimas durante el cultivo
de células imovilizadas al incremento en la
actividad metabdlica y la proteccién a dafio

mecanico.

300

250 -

PE (U/l/h)

L

250 -

200 H

150 -

PL (U/l/h)

100 -

50 -

200 H

150 -
100

50 -
0

120 -

Biomasa (mg/l)

o
0

100 |

80

60

40 1

20 1 MQM/

0 T T T T T
12 24 36 48 60 72

Tiempo

Fig. 4. Curvas de produccion de pectinasas y biomasa por células inmovilizadas (e) y células

libres (o) a pH 3 y 39°C.
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Una ventaja de las  células
inmovilizadas con respecto a los cultivos
convencionales libres es la capacidad de
reuso. Recientemente Gattas et al. (2009)
inmovilizaron esporas de Aspergillus sp. en
alginato de calcio que aumentaron la

actividad PG y lograron reutilizar el sistema

6 veces. En este estudio, la eficiencia en el
reuso del sistema inmovilizado de
Aspergillus HL fue satisfactorio a lo largo
de 23 dias, debido a que la productividad
volumétrica de endoP, PL y PE aument6 6,
17 y 17 veces respectivamente, con

respecto a las células libres (Tabla 1).

Tabla 1. ReUso de células inmovilizadas de Aspergillus HL

Ciclos Productividad volumétrica Biomasa
(UAm) liberada
endoP PL PE (%)
1 100 152 60 5.7
2 220 1309 270 7.1
3 501 1470 879 7.7
4 739 1551 481 15.9
5 960 1482 480 15.8
6 1530 1478 680 23.7
7 780 490 972 27.7
8 430 0 928 20.7
Total 5260 8040 4760
CL 870 470 280

Los extractos enzimaticos de las células libres (CL) se obtuvieron
a39°C y pH 3 alas 144 h y los ciclos de reuso fueron de 72 h.

Durante el cultivo semicontinuo (552 h),
solo se liber6 27% del micelio al medio de
cultivo, lo que indica que las esferas
mantuvieron la integridad macanica durante
los ciclos de fermentacion. Estos resultados
contrastan con los descritos en Aspergillus
26, en el cual se liber6 40% de la biomasa
durante el reuso (Angelova et al., 1998). Se
ha propuesto que el atrapamiento en
alginato de calcio y el uso repetido,
favorece la extension de las fases de
crecimiento exponencial y estacionaria, lo

que en consecuencia incrementa la

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2

eficiencia catalitica del biocatalizador
(Pashova et al., 1999).

CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio
demostraron que el pH y la temperatura
modificaron el perfil de produccién de
pectinasas de Aspergillus HL inmovilizado
en alginato de calcio. La alta productividad
pectinolitica y la estabilidad mecanica
exhibida por las esferas, le confiere a este

sistema un potencial para la produccion y
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aplicacion de pectinasas en procesos

biotecnolégicos.
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RESUMEN

Los biocombustibles surgen como opcién para mitigar los efectos antropocéntricos sobre el
cambio climatico, afectado principalmente por gases de efecto invernadero. En la Ultima
década se ha visto un marcado incremento en la utilizacién de biocombustibles como bioetanol
y biodiesel, siendo la Unién Europea el principal productor y consumidor de biodiesel, mientras
que EUA y Brasil lo son para el caso del bioetanol. Sin embargo, para que estas tecnologias
contribuyan significativamente al desarrollo sustentable, es necesario implementarlas a una
escala mayor. En este sentido, toma importancia el aprovechamiento de materias primas
lignoceluldsicas para obtener bioetanol y especies como Jatropha curcas para aprovechar
tierras marginales y generar biodiesel a partir de los aceites contenidos en sus semillas, asi
como el uso microorganismos modificados. Para el caso de J. curcas, si bien es cierto que
puede sobrevivir en condiciones poco favorables para la agricultura, los rendimientos de
produccion de aceites son muy bajos. Para que J. curcas tenga éxito como cultivo energético
sera necesario generar variedades con mayor resistencia a condiciones de poca humedad,
bajas temperaturas y plagas, también es muy importante optimizar las vias de biosintesis de
acidos grasos en las semillas de J. curcas para que produzcan aceites que permitan obtener
biodiesel de mejor calidad.
Palabras clave: biocombustibles, bioetanol, biodiesel, Jatropha curcas.

ABSTRACT

Biofuels arise as an option to mitigate anthropocentric effects on climate change, mainly
affected by greenhouse gases. The use of biofuels has been increasing in the last decade, with
the EU as the largest producer and consumer of biodiesel, while United States and Brazil for
bioethanol. Nevertheless, a larger scale implementation of these technologies is needed to
contribute significantly to sustainable development. In this sense, becomes important the use of
lignocellulosic feedstocks for bioethanol production and species as Jatropha curcas to use

BioTecnologia, Afio 2012, Vol. 16 No. 2 79


mailto:vmloyola@cicy.mx

Articulos

marginal land to generate biodiesel, as well as modified microorganisms. The development of

varieties with increased resistance to drought, low temperatures and pests is needed for the

success of J. curcas as an energy crop, also is very important optimize the fatty acids

biosynthesis pathway in J. curcas seeds to obtain better biodiesel quality.

Keywords: biofuels, bioethanol, biodiesel, Jatropha curcas.

INTRODUCCION

Nuestro clima esta cambiando y ahora
hay un reconocimiento cientifico, social y
politico de que es consecuencia del
aumento antropocéntrico de los gases de
invernadero. Los biocombustibles,
combustibles derivados de materiales
vegetales, tienen el potencial de aportar
parte de la solucién para la disminucion de
dichas emisiones. Los biocombustibles
provienen de fuentes renovables que
pueden ser cultivadas en muy diferentes
ambientes (Pickett, 2008). La importancia
de las fuentes de energia renovable esti
aumentando a medida que las presiones
medio-ambientales y geopoliticas
incentivan a los gobiernos a buscar
alternativas a los combustibles fosiles. Sin
embargo, las fuentes de energia
renovables, son més caras que las fuentes
fésiles, y solo han sido desarrolladas
exitosamente en mercados que brindan
suficientes incentivos para éstas, como es
el caso de Alemania y Espafia, en donde
existen estimulos asociados a la tarifa que
admiten el desarrollo de proyectos
rentables (Edgard, 2011).

En la Ultima década se ha presentado
un crecimiento exponencial en la
produccion mundial de biodiesel y
bioetanol, que ha pasado de 30 PJ en el
afio 2000, a 572 PJ en el afio 2009 para el
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caso del biodiesel, siendo la Unién Europea
(UE) el principal productor y consumidor de
este bioenergético. Por otro lado, la
produccion global de bioetanol ha pasado
de 340 PJ en el afio 2000 a 1540 PJ en el
afo 2009, con Estados Unidos de América
(EUA) como el principal productor de dicho
biocombustible, seguido por Brasil (Lamers
etal., 2011).

Hasta el dia de hoy el etanol ha sido el
biocombustible mas utilizado, en parte
debido a un amplio conocimiento de sus
caracteristicas y de metodologias bien
establecidas para su produccién industrial,
principalmente para la industria de
alimentos y bebidas. Sin embargo, es
posible que el etanol no sea la mejor
opciébn como biocombustible, sobre todo
debido a ciertos problemas técnicos
relacionados con los motores de
combustién interna, un ejemplo de esto
puede ser su alta solubilidad en agua, lo
cual dificulta su purificacion y puede
generar problemas en los sistemas de
combustion, asi como su bajo contenido
energético —comparado con los
combustibles normales— (Elshahed, 2010).
En el afio 2008 se produjeron alrededor de
87 gigalitros de combustibles liquidos
mundialmente, lo cual es casi el volumen
de combustible liquido consumido por

Alemania el mismo afio (Somerville et al.,
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2010). Esencialmente, todo este

combustible fue producido a partir de
cultivos desarrollados inicialmente para la
producciéon de alimentos. Es claro que el
etanol proveniente de materiales
lignocelulésicos es mucho mejor que el
etanol que proviene de maiz en términos
de los costos ambientales involucrados (Hill
et al.,, 2009) y de la ganancia energética
obtenida.

Si las selvas tropicales, turberas,
sabanas o pastizales se utlizan para
producir biocombustibles se crea un déficit
negativo de carbono al liberar entre 17 y
420 veces mas bidxido de carbono que las
reducciones que estos biocombustibles
proporcionarian al desplazar a los
combustibles fésiles (Fargione et al., 2008;
Scharlemann & Laurance, 2008). En tanto
gue los biocombustibles obtenidos a partir
de desechos agricolas o provenientes de
cultivos sembrados en tierras abandonadas
0 degradadas practicamente no tienen
impacto en los gases invernadero
(Fargione et al., 2008), o incluso pueden
disminuir la emisién de este tipo de gases
(Sagar & Kartha, 2007). Otro costo
ambiental que varia entre los
biocombustibles son las emisiones de
gases traza. Por ejemplo, los cultivares que
requieren fertilizantes nitrogenados, tales
como maiz o colza, pueden ser una
importante fuente de 6xido nitrico.

La expansion actual de los mercados
energéticos y como resultado de las
nuevas politicas energéticas y medio
ambientales, el papel de la agricultura esta

cambiando. Entre los cambios mas
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significativos se encuentra la creciente
funcién del sector agricola como proveedor
de materia prima para la produccion de
biocombustibles liquidos para el transporte
-etanol y biodiesel-. El cultivo de plantas
para producir bioenergia representa una
nueva fuente de demanda para los
productos agricolas (Wiebe et al., 2008). Si
bien esta nueva actividad es una promesa
para la creacion de ingresos y empleo, al
mismo tiempo genera una creciente
competencia por los recursos naturales, en
particular tierra y agua, especialmente en el
corto plazo.

La produccioén actual de
biocombustibles basada en azlcar vy
almidén de cultivos (etanol) y de semillas
oleaginosas  (biodiésel) se  conoce
generalmente como biocombustibles de
primera  generacion. Una  segunda
generacion de tecnologias, en desarrollo,
también puede hacer posible el uso de
materiales  lignocelulésicos para la
produccion de bioetanol. También se
encuentran en desarrollo la tercera y cuarta
generaciones de biocombustibles, basadas
principalmente en el uso de
microorganismos modificados
genéticamente. En este Ultimo caso ya se
han modificado microorganismos, como
Escherichia coli, para producir una mezcla
de alcanos (los constituyentes de la
gasolina, el biodiésel y el combustible para
avién) (Schirmer et al.,, 2010) o también
para producir ésteres de los acidos grasos
(biodiésel) a partir de hemicelulosas como

fuente de carbono (Steen et al., 2010).
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La celulosa es el material biol6gico mas
abundante en la tierra. El desarrollo de una
segunda generacién de biocombustibles
basada en celulosa, podria ampliar
significativamente el volumen y la variedad
de las materias primas que pueden ser
utilizadas para la produccion de etanol. Los
desechos  celuldsicos, incluidos  los
desechos procedentes de la agricultura
(paja, tallos y hojas) y la silvicultura,
desechos generados a partir de la
transformacion (cdscaras de nueces,
bagazo de cafia de azlcar y aserrin) y
desechos organicos municipales, pueden
ser fuentes potenciales de materia prima
para la fabricacion de biocombustibles. Sin
embargo, también es importante considerar
el papel crucial que la descomposicion de
la biomasa juega en mantener la fertilidad y
textura del suelo; un retiro excesivo de
desechos para la produccién de bioenergia
podria tener efectos negativos (Carroll &
Somerville, 2009; Wiebe et al., 2008).

La segunda generacibn de materias
primas y biocarburantes podria también
ofrecer ventajas en términos de reduccion
de emisiones de gases invernadero. La
mayoria de los estudios proyectan que en
el futuro, los combustibles provenientes de
cultivos perennes, maderables y residuos
agricolas podrian reducir drasticamente el
ciclo de vida de los gases invernadero en
relacion con los combustibles derivados del
petrdleo y a los biocombustibles de primera

generacion (Wiebe et al., 2008).
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¢(PUEDEN LOS BIOCOMBUSTIBLES
SER PRODUCIDOS EN TIERRAS
MARGINALES?

Algunos de los cultivos utilizados para
producir biocombustibles pueden tolerar
condiciones medio ambientales que no
pueden tolerar los cultivos para alimentos y
por lo tanto ofrecen la oportunidad de
volver productiva una tierra que presenta
pocos beneficios economicos. Existen
importantes cantidades de tierra marginal
gue podrian dedicarse a la produccién de
biocombustibles, reduciendo asi el conflicto
con los cultivos alimentarios y ofreciendo
una nueva fuente de ingreso para los
agricultores. El célculo mas reciente sobre
el area agricola global abandonada es de
entre 385 y 472 millones de hectareas
(Campbell et al., 2008). Si bien esas tierras
podrian ser menos productivas y por lo
tanto ser de alto riesgo, su uso para
producir biocombustibles podrian producir
beneficios secundarios, tales como la
restauracién de vegetacion degradada,
secuestro de carbono 'y servicios
ambientales locales (Wiebe et al., 2008).

El manejo de cualquier cultivo en tierras
marginales con bajos niveles de agua y
nutrimentos podria resultar en bajos
rendimientos. J. curcas y sorgo dulce, que
son tolerantes a la sequia, no son la
excepcion. Para producir niveles de
rendimiento comerciales aceptables, las
plantas no pueden ser estresadas mas alla
de ciertos limites: de hecho, estas plantas
se beneficiarian de niveles modestos

adicionales de agua y nutrimentos.
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Se ha estimado que en una plantacion

de J. curcas se requieren
aproximadamente 20,000 L de agua para
producir 1 L de biodiesel, mientras que
para obtener 1 L de biodiesel a partir de
canola o soja, se requieren alrededor de
14,000 L. Por otra parte, para la obtencion
de 1 L de etanol, se requieren
aproximadamente 1,300 L, 2,500 y 10,000
L cuando se usan remolacha azucarera,
maiz y sorgo respectivamente (Gerbens-
Leenes et al., 2009). Asi, mientras que el
mejoramiento de los cultivos puede ofrecer
potencial en el largo plazo, nutrimentos
adecuados, agua y manejo adecuado son
todavia necesarios para asegurar
rendimientos econdémicamente aceptables
—implicando que aun los cultivos que
crecen en tierras marginales todavia
competirdn en alguna extension con
cultivos alimenticios por recursos tales
como nutrimentos y agua (Wiebe et al.,
2008). Adicionalmente, algunos cultivares,
como los agaves, producen buenos
rendimientos de biomasa en tierras

semiaridas (Davis et al., 2011).

BIODIESEL

Los aceites vegetales no pueden ser
utilizados directamente en los motores de
combustion interna, ya que debido a su
elevada viscosidad forma fécilmente
depdsitos de carbono en los motores, lo
que resulta en una combustion inadecuada
y reduce el nivel de vida del motor. Por ello
dichos aceites deben convertirse en

biodiésel.
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El biodiésel es un combustible limpio
gue se produce a partir de grasas animales
0 aceites vegetales, por lo que es
renovable y biodegradable. El consumo de
aceite por litro proveniente de plantas
puede reducir 7.34 kg de CO, (Wang et al.,
2011). El biodiésel es producido a partir de
los acidos grasos presentes en los
triacilglicéridos que se encuentran en las
grasas animales o en los aceites vegetales.
Los triacilglicéridos estdn formados de
acidos grasos de cadena larga unidos al
glicerol. La reaccién de transesterificacién
consiste en la transformacion de los acidos
grasos presentes en los triglicéridos en los
alquil ésteres de los acidos grasos en
presencia de monoalcoholes de cadena
corta (normalmente los alcoholes metilico o
etilico), un catalizador, &cido o alcalino, a
temperatura elevada, y en glicerol como
producto secundario (Fig. 1) (Hoydoncx et
al., 2004; Moser, 2009). La mezcla de alquil
ésteres obtenida forma el biodiésel. La
reaccion quimica de esterificacién permite
gue la mezcla de &cidos grasos adquieran
las propiedades fisico-quimicas que se
requieren para el funcionamiento de los
motores sin que se presente ningun
problema en ellos y cumpla con los
estandares establecidos por la American
Society for Testing and Materials (ASTM),
en la norma ASTM D 6751 (ASTM, 2007), y
su correspondiente en Europa, la norma
EN 14214 (CEN, 2003). Con su
relativamente bajo perfil de emision, el
biodiésel, es un combustible ideal para usar

en ambientes sensibles, tales como las
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Fig. 1. La transesterificacién de los triacilgliceroles (TAG) produce los alquil ésteres de los

acidos grasos (biodiésel).

ciudades altamente contaminadas
(Vasudevan & Briggs, 2008).

Si  bien existe una explosion de
informacion relacionada con las
publicaciones sobre biodiesel, aun existen
varios problemas sin resolver; éstos van
desde aspectos econdémicos, hasta
aspectos sociales y técnicos. Por ello, la
industria del biodiesel se encuentra bajo el
ataque de algunas asociaciones
ecologistas, y los subsidios para la
produccion de biocombustibles han sido
condenados por algunos gobiernos. El
biodiesel tiene que aumentar su
popularidad entre los movimientos sociales
y gobiernos para constituir una alternativa
vélida de fuente de energia (Pinzi et al.,
20009).

Hay varios retos técnicos que necesitan
ser resueltos para hacer al biodiésel
rentable. En primer lugar, el elevado costo
de los aceites vegetales debe reducirse
(Openshaw, 2000). Para ello deberan
emplearse materias primas de bajo costo,

tales como aceites no comestibles, aceites
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residuales del procesado de los alimentos y
grasas animales. Sin embargo, las
relativamente grandes cantidades de
acidos grados libres y el agua en estas
materias primas redundan en la produccion
de jabon en presencia de un catalizador
alcalino. Para ello se requieren pasos
adicionales para eliminar el agua y los
acidos grasos libres de la mezcla de
reaccion (Vasudevan & Briggs, 2008).

El desarrollo de aceites vegetales como
combustibles liquidos tiene varias ventajas
sobre otras alternativas de produccién de
combustible, tales como: a) las tecnologias
para la extraccibn y procesamiento son
simples vy faciles, ya que sélo se requiere
equipo convencional con poco consumo de
energia; b) las propiedades del combustible
son muy semejantes a las del diésel
inorgénico; c) los aceites vegetales son
renovables; d) puesto que son liquidos,
estos aceites son féaciles de transportar y
también son estables y no peligrosos; e) el
subproducto de la extraccién de los aceites
es rico en proteinas y puede ser empleado

como alimento para ganado o combustible
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sélidos; f) el cultivo de las plantas que

producen estos aceites se puede llevar a
cabo en un amplio rango de localizaciones
geograficas y condiciones climaticas; g) el
biodiésel puede usarse directamente en
motores de ignicibn por compresion sin
necesidad de modificaciones sustanciales
en el motor; y h) el biodiésel no contiene
azufre, por lo que no se producen oOxidos
de azufre (Dorado, 2008).

Actualmente, para la produccion de
biodiésel se usa principalmente aceite de
semillas de soya, girasol, colza y algodén
(Chang et al.,, 1996; Karmee et al., 2004;
Scott et al., 2008), Ricinus communis y
camelina. Sin embargo, J. curcas Yy
Pongamia pinnata Pierre son las plantas
preferidas sobre otras materias primas en
los paises tropicales.

La elaboracion de biocombustibles de
primera generacion, cuya materia prima
son los cultivos agricolas, tienen un efecto
negativo en la seguridad alimentaria si se
produce en cantidades elevadas. No
obstante, utilizar la biomasa obtenida de
cultivos no agricolas como materia prima
para producir biocombustibles de segunda
generacion resulta mas favorable para la
proteccion del medio ambiente y la
seguridad alimentaria, en contraste con los
de primera generacién. Actualmente se
considera muy prometedor al cultivo de J.
curcas como materia prima para biodiesel
de segunda generacién.

JATROPHA

Entre todos los cultivos que producen

aceite, Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae)

(Fig. 2), ha emergido como la principal
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materia prima para la industria del biodiésel
con grandes inversiones para Ssu
investigacion y desarrollo, procesado y
conversion en biodiésel (Rajagopal, 2008).
J. curcas es una planta multipropdsitos con
diversos atributos y considerable potencial
como fuente para la produccion de
biodiésel (Openshaw, 2000). Sin embargo,
se conoce poco para hacerla una planta
exitosa. Es un arbusto perenne lefioso que
se encuentra ampliamente disperso a
través de las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. La planta es
medianamente tolerante a la sequia, crece
bien en suelos marginales, necesita sélo
una lluvia moderada, se establece
faciimente y puede ayudar a recuperar
suelos erosionados y crece rapidamente
(Wiebe et al., 2008). La planta vive hasta
50 afios y fructifica anualmente por méas de
30 afios (Francis et al., 2005).

Se requieren alrededor de 300 a 350
frutos para obtener un kilo de semilla
(Catzin & Loyola-Vargas, datos no
publicados). Las semillas de Jatropha
rinden aproximadamente de 6 a8 TM ha™ y
contienen entre 20 y 40% (p/p) de aceite
(Aminul Islam et al., 2012; Annarao et al.,
2008; Gubitz et al., 1999). ElI grano
contiene entre 20 y 50% de aceite. Si bien
se ha dado un gran énfasis en la
produccion de biodiesel, no se ha dado la
debida atencion para el aprovechamiento
de los otros componentes de la fruta con
fines energéticos (Singh et al., 2008).

Los muchos usos de Jatropha incluyen

la recuperacion de suelos marginales y la
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Fig. 2. Diferentes vista de la planta Jatropha curcas L. Panel superior izquierdo, produccion de

plantulas para su uso en plantacién. Panel central superior, una planta de Jatropha. Panel

superior derecho, flores. Panel inferior izquierdo, frutos. Panel central inferior, un fruto abierto

en el que se muestra la presencia de tres semillas. Panel inferior derecho, semillas secas de

las cuales se extrae el aceite para la produccién del biodiésel.

produccion de forraje, jabon, cera,
cosmeéticos, pesticidas y  farmacos
anticancer (Mampane et al., 1987;
Openshaw, 2000; Staubmann et al., 1999).
También es util para cocinar y para generar
electricidad (Wiebe et al., 2008); previene
la deforestacién y la desertificacion y
provee fertilidad al suelo (Rajagopal, 2008).
Puede crecer en suelos pedregosos o
arenosos con un contenido bajo de
nutrimentos, casi sin suministros extras (Li
et al., 2008) y no requiere de un régimen
nutricional especial. Los aspectos primarios
que favorecen a Jatropha sobre otros
cultivos incluyen el hecho de que existe por

lo menos una variedad no comestible. La
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planta y las semillas de Jatropha no son
comestibles y son toéxicas para los
animales. La toxicidad de la semilla se
debe a la presencia de curcina y de ésteres
de forbol (Aminul Islam et al., 2012).

El aceite de Jatropha, contiene
predominantemente &cidos oleico (C18:1) y
linoleico (C18:2) los cuales constituyen del
72 al 80% de los &cidos grasos totales
(Banerji et al, 1985). El contenido de
acidos grasos libres puede variar entre
04% y 2.3% y el valor promedio de
calentamiento esta alrededor de 40 MJ kg™
(Aminul Islam et al., 2012). Esta
composicion de acidos grasos en los

triacilglicéridos de Jatropha produce un
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biodiésel con un indice de cetano con

valores que van desde un promedio de
39.5 en cultivares del sureste asiatico
(Aminul Islam et al., 2012) a un promedio
de 52.9 para genotipos seleccionados
(Aminul Islam et al., 2012).

GENOMA

El cariotipo de J. curcas se obtuvo del
meristemo radical e indica la presencia de
22 cromosomas relativamente pequefios,
tanto metacéntricos com submetacéntricos,
en unrango de 1.71 a 1.24 um. Su genoma
es del tamafio del de arroz, la citometria de
flujo indica un valor 2C promedio de 0.85
pg y una composicibn GC de 38.7%
(Carvalho et al., 2008).

Ademas de los genes que codifican
enzimas para la biosintesis de los
aminoacidos, se han empezado a estudiar
otros genes que estan involucrados en la
respuesta al estrés de la planta. Entre
éstos el primero fue uno que se denominé
JCERF'. La secuencia de aminoacidos de
la clona JCERF es similar al dominio de
unién a ADN, AP2/EREBP. El gene se
induce rapidamente bajo condiciones de
salinidad, sequia, dafio mecanico Yy
tratamiento con etileno, mientras que no se
observaron cambios significativos con el
tratamiento de ABA. La proteina producto
del gene JCERF se une especificamente a
la caja GCC asi como al motivo c/DRE. La
sobre-expresion del gene JcERF en A.

thaliana aumenta la toleranciaala saly a la

1
ERF = Ethylene-responsive element binding-factors.
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sequia. Mientras que la germinacién de las
semillas transgénicas no se ve afectada por
varias concentraciones de ABA en medio
MS. Estos datos sugieren que JCERF
funciona como un factor de transcripcion
(Tang et al., 2007).

Dado que Jatropha posee algunos
caracteres indeseables que limitan su uso
de una manera mas amplia, es deseable
tener herramientas a la mano que permitan
solucionar este problema. El uso del vector
Tobacco Rattle Virus (TRV) puede inducir
el silenciamiento de genes en Jatropha.
Esta técnica se ha empleado para
investigar la posible funcion de 13 genes de
Jatropha de varias categorias funcionales,
incluyendo la biosintesis de los &cidos
grasos, la regulacion del desarrollo y la
biosintesis de toxinas (Ye et al., 2009). Otra
estrategia ha sido la generacion de ’ESTs.
Recientemente se han generado 13,249
ESTs de semillas en desarrollo y durante
su germinacién. Esta estrategia ha
permitido la identificacion de ESTs que
codifican para proteinas que estan
involucradas en la toxicidad de las semillas
de Jatropha (Costa et al., 2010).

Otra alternativa ha sido la de construir
una biblioteca de ADNc de semillas de J.
curcas. Esta biblioteca contiene 106 clonas
con una tamafo promedio del inserto de
2.1 kb. Se secuenciaron 12,084 ESTs con
una longitud promedio de 576 pb. El

2
ESTs = Expressed Sequence Tags.
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andlisis de los contigs® indica que hay

2,258y 4,751 singletons”. El tamafio de los
contigs se encuentra en el rango de 2-23 y
se determinaron 7,333 ESTs en ellos. Esto
resulta en 7,009 unigenes los cuales fueron
anotados mediante BLASTX. Este andlisis
mostré la presencia de 3,982 unigenes con
similaridad significativa a genes conocidos
y 2,836 unigenes con similaridad a genes
desconocidos. Los sobrantes 191 unigenes
gue no muestran similaridad con ningln
gene puede ser que codifiquen para genes
Unicos. El andlisis muestra que los
unigenes estan relacionados a un amplio
rango de funciones celulares, moleculares
y biolégicas. Entre los 7,009 unigenes,
6,233 unigenes fueron identificados con
potencial de ser genes completos
(Natarajan et al., 2010). Otro grupo cred
una biblioteca BIBAC® del cultivar YN049-4
de J. curcas. Consiste de 30,720 clonas,
92.1% de las cuales contienen ADN de
Jatropha con un tamafio promedio de 131.9
kb. Se estima que la biblioteca representa
alrededor de 8.9 equivalentes del genoma
haploide de la planta (Fu et al., 2011).

En relacién con la secuencia completa
del genoma de J. curcas, se han
secuenciado tanto el genoma nuclear como

el genoma del cloroplasto. En el caso de la

3 ) “ ) ” :

Contig = De “contiguous” es un conjunto de segmentos de
ADN que se sobreponen provenientes de una sola fuente
genética.

4. _— . .
Singleton = Un gene o marcador Unico que identifica una
region en el genoma.

5
BIBAC = Binary Bacterial Artificial Chromosome.
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secuencia del genoma del cloroplasto se
utilizé la técnica de pirosecuenciacion y los
faltantes se llenaron utilizando la técnica de
Sanger. La molécula circular del ADN
cloroplastico contiene 163,856 pb y codifica
para 110 genes (78 proteinas, 4 ARNr y 29
diferentes ARNt). La organizacion y arreglo
de su genoma es similar a la reportada
para el genoma del cloroplasto de otras
angiospermas. Sin embargo, en Jatropha,
el gene infA y los genes rpsl6é no son
funcionales. El limite de las repeticiones
invertidas esta dentro del gene rpl2 y los 13
nucledtidos al final de los genes duplicados
son diferentes (Asif et al., 2010).

En mayo del afio 2009 se hizo el
anuncio de que se habia llevado a cabo la
primera secuenciacion del genoma de
Jatropha por el grupo de Craig Venter®; la
secuencia no es publica. Una segunda
secuenciacion fue anunciada en agosto del
afio 2010 por Life Technologies
Corporation7. En diciembre del mismo afio,
un grupo de investigadores japoneses hizo
publica una tercera secuenciacion de
Jatropha (Sato et al., 2011). La longitud de
las secuencias no-redundantes fue de
285,858,490 pb y contiene 120,586 contigs
y 29,831 singletons lo que abarca el 95%
de las regiones del genoma que tienen
genes que codifican. El contenido G/C fue
de 34.3%. Se dedujeron un total de 40,929

6 . .
http://www.genomeweb.com/sequencing/synthetic-

genomics-acgt-use-sanger-454-sequence-jatropha-genome.

7
http://domesticfuel.com/2010/08/24/biofuel-biotech-
companies-sequence-jatropha-genome/.

88


http://www.genomeweb.com/sequencing/synthetic-genomics-acgt-use-sanger-454-sequence-jatropha-genome
http://www.genomeweb.com/sequencing/synthetic-genomics-acgt-use-sanger-454-sequence-jatropha-genome
http://domesticfuel.com/2010/08/24/biofuel-biotech-companies-sequence-jatropha-genome/
http://domesticfuel.com/2010/08/24/biofuel-biotech-companies-sequence-jatropha-genome/

Articulos

genes completos o parciales. El 4% de los

genes que codifican para proteinas (1,529)
son especificos de la familia
Euphorbiaceae®.

La presencia de ARNmi también esta
bajo escrutinio en Jatropha. Recientemente
se ha reportado la caracterizacion de 48
ARNmi de plantas de Ricinus communis,
Maniholt esculenta, Hevea brasiliensis y J.
curcas que han sido sometidas a extremos
de sequia y frio y durante su recuperacion
(Zeng et al., 2010).

CONCLUSIONES

Jatropha y otros cultivares tiene un
futuro prometedor como fuentes para la
produccion de  biocombustibles.  Sin
embargo, antes de que se puedan convertir
en plantas de uso rutinario para la
obtencién de biocombustibles deberan
completarse una serie de estudios. En
primer lugar se requeriran avances en
diversas areas de la ciencia y la ingenieria
asi como el desarrollo sustentable de los
cultivos. Entre los conocimientos mas
importantes que se requieren esta el del
proceso de biosintesis de los acidos grasos
que dan origen a los triacilglicéridos
presentes en el aceite que se almacena en
sus semillas. El conocimiento de la ruta
anabdlica y de los genes que codifican para
las enzimas que participan en dicho
proceso, permitira su modificacién. En este

sentido, recientemente se ha reportado la

8 . . .. ..
La secuencia e informacidn adicional se encuentra en:

http://www.kazusa.or.jp/jatropha/.
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modificacion de la ruta de biosintesis de
acidos grasos en semillas de J. curcas,
logrando disminuir la produccién de acido
linoleico y aumentar la sintesis de acido
oleico (Qu et al., 2012).

También, debera ponerse atencion a la
susceptibilidad de estas plantas a diversas
enfermedades y condiciones climaticas
extremas y darles resistencia a bajas
temperaturas y otros extremos
ambientales. Este hecho les permitiria
crecer en tierras aun menos usadas por
cultivos de uso agricola convencional.

El tercer aspecto de importancia, es la
creacion de variedades con caracteres
deseados fijos. Ello permitira la produccién
de hibridos con aun mejores
caracteristicas, tanto agronémicas como de
productividad y calidad.

En suma, los estudios actuales
muestran que el cultivo de plantas para la
produccion de biocombustibles, en suelos
no agricolas y que no compitan con la
produccion de comestibles, es posible.
Para ello se deberan promulgarse leyes y
decretos que faciliten su implementacion
por la sociedad. También deberéan
desarrollarse programas de investigacién
gue abarquen aspectos de la investigacion,
desde el conocimiento biolégico de las
plantas, hasta su uso como fuente de
aceite para biocombustibles, pasando por
la generacion de variedades e hibridos de
importancia  agronémica. Todo ello
permitird que las plantas contribuyan de
manera significativa al desarrollo de
energias sustentables y a la atenuacion del

cambio climatico.
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Jatropha curcas una Alternativa para la Obtencion de Biodiésel
sin Afectar al Sector Alimentario

Rosa Ma. Galaz-Avalos, Randy Noé Avilez-Montalvo, Celia Maricruz Ucan-Uc,
Javier Adolfo Chan-Lépez y *Victor M. Loyola-Vargas

Unidad de Bioquimica y Biologia Molecular de Plantas, Centro de Investigacion
Cientifica de Yucatan *Correo electronico vmloyola@cicy.mx

If biofuels are to help the fight against climate change, they have to be made from more

appropriate materials and in better ways’

RESUMEN

Jatropha curcas L. es una planta multipropésito y de considerable potencial para la
produccion de biodiésel. El género Jatropha es morfolégicamente diverso y tradicionalmente se
propaga a través de esquejes. En términos agricolas y beneficios econémicos el potencial
completo de Jatropha esté lejos de realizarse. Si este potencial se va a concretar, se requiere
de mucha més investigacion con la ayuda de herramientas bioquimicas, celulares y
moleculares para poder proveer de plantas elite para generar la materia prima para la
produccion de biodiésel. Las técnicas biotecnolégicas pueden ser el pegamento que una todo
el conocimiento para introducir las caracteristicas deseables que son necesarias en Jatropha
para desarrollar todo su potencial como fuente de biocombustibles.

Palabras clave: biocombustible, jatropha, biodiésel,

ABSTRACT

Jatropha curcas L. is a multipurpose plant and considerable potential for biodiesel
production. The genus Jatropha is morphologically diverse and traditionally propagated through
cuttings. In terms of agricultural and economic benefits the full potential of Jatropha is far from
done. If this potential is to realize, it requires much more research tools with the help of
biochemical, cellular and molecular techniques in order to provide the elite raw material for
biodiesel production. Biotechnological techniques can be the glue that joins all knowledge to
introduce the desirable traits in Jatropha that are necessary to realize its full potential as a
biofuel source.

Key words: biofuel, jatropha, biodiesel.

! Tollefson, Nature, 451: 880 — 883, (2008)
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INTRODUCCION

El uso de aceites vegetales para mover
motores de combustiébn no es una idea
nueva (Songstad et al., 2009). Desde hace
més de un siglo se han producido diversos
intentos para usarlos como biocombustibles
(Knothe, 2005). Rudolf Diesel dedico los
Gltimos afios de su vida a este campo del
conocimiento, y en el prélogo del libro que
publicé en el afio 1913 escribid: “....el uso
de aceites vegetales como combustible
para motores puede ser insignificante
actualmente. Pero dichos aceites pueden
llegar a ser, con el curso del tiempo, tan
importantes como el petréleo y el carbén lo
son hoy en dia.....” (Diesel, 1913).

En la actualidad, el aceite de semillas
de soya, girasol, colza y algodén (Chang et
al., 1996; Karmee et al., 2004; Scott et al.,
2008), asi como de jojaba (Simmondsia
chinesis), Karanja (Pongamia pinnata),
Kokum (Garcinia indica), Mahua (Madhuca
indica), Neem  (Azadirachta indica),
Simarouba (Simarouba glauca), rdbano
(Moringa  oleifera), Tumba (Citrullus
colocynthis), alcachofa (Helianthus
tuberosus), higuerilla (Ricinus communis) y
Camelina spp. esta siendo usado para la
produccion de biodiésel. Sin embargo,
Jatropha curcas y Pongamia pinnata son
las plantas con mas potencial como materia
prima en los paises tropicales.

En particular, Jatropha y Pongamia son
plantas que pueden tolerar condiciones
medio ambientales que no pueden tolerar

los cultivos utilizados para producir
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alimentos (Wiebe et al., 2008). Hoy en dia
existen grandes extensiones de tierra
marginal en las que podrian cultivarse
estas plantas. Esto permitiria reducir la
competencia con cultivos de uso
alimentario. Adicionalmente, este tipo de
cultivos podrian ayudar con la restauracion
de vegetacion degradada, secuestro de
carbono y servicios ambientales locales
(Robertson et al., 2008; Tilman et al., 2006;
2009; Wiebe et al., 2008).

JATROPHA

Entre todos los cultivos que producen
aceite, Jatropha curcas (Euphorbiaceae) se
ha convertido en una planta con un gran
potencial para la industria del biodiésel y en
la que se estan realizando grandes
inversiones para su investigacion y para el
desarrollo, procesado y conversion en
biodiésel (Rajagopal, 2008).

J. curcas (del griego iatré6s = médico y
trophé = alimentos) es wuna planta
multipropésitos con muchos atributos y
considerable potencial como fuente para la
produccion de biodiésel (Openshaw, 2000).
Sin embargo, se conoce poco para hacerla
una planta exitosa. Es un arbusto perenne
lefioso (Fig. 1 y 2) cuyo origen se localiza
en México y parte de Centroamérica (Deore
& Johnson, 2008; Ganesh Ram et al., 2008;
Rodriguez-Acosta et al., 2009) y que
actualmente se encuentra disperso a través
de las regiones tropicales y subtropicales
del mundo.

La planta es tolerante a la sequia
(Glbitz et al., 1999), esta bien adaptada a
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Fig. 2. a) De izquierda a derecha, flores femenina (A) y masculina (B) de J. curcas; b) hojas. c)

raiz central y raices periféricas. d) distribucién de los frutos. e€) cambios de coloracion y

maduracion del fruto. f) semilla con y sin testa.
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los suelos semiéridos de las zonas
marginales y necesita sélo una lluvia
moderada de entre 300 y 1,000 mm por
afio. Por ejemplo, en estudios realizados en
Egipto se ha determinado que s6lo necesita
de 6 L de agua por semana durante su
crecimiento (Abou Kheira & Atta, 2009) y
gue la composicion de los acidos grasos no
cambia con el régimen de irrigacién.
Gerbens-Leenes et al. (2009) han puesto
en tela de juicio la viabilidad ecolégica de
una serie de cultivos que se utilizan para la
produccion de biocombustibles, Jatropha
incluida. Sin embargo, Maes et al. (2009)
han publicado una respuesta en la que se
argumenta  principalmente  que  se
sobreestimé de manera importante la
huella hidrica de Jatropha. Por lo tanto, el
tema del agua y la produccion de
biocombustibles es una cuestion abierta a
discusion.

Jatropha puede crecer en suelos
pedregosos o arenosos con un contenido
bajo de nutrimentos y casi sin suministros
extras (Li et al., 2008b) y no requiere de un
régimen nutricional especial. J. curcas
prefiere el sol directo y es ligeramente
tolerante a la salinidad. Su rendimiento y
cultivo esta limitado por algunos extremos
abioticos, especialmente frio y sequia
(Adebowale & Adedire, 2006). La planta se
establece facilmente y crece rapidamente
(Wiebe et al., 2008). La planta vive hasta
50 afios y fructifica anualmente por mas de
30 aflos (Francis et al., 2005). Jongschaap
et al. (2007) dicen que en escala modesta
el cultivo de Jatropha puede ayudar a la

conservacion del agua, recuperacion del
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suelo, control de la erosion y emplearse
para cercas Vvivas, lefia, fertilizante,
combustible para alumbrado, produccién de
jabon, e insecticidas. Otros usos incluyen,
la produccién de forraje, cera, cosmeéticos,
pesticidas y farmacos anticancerigenos
(Mampane et al., 1987; Openshaw, 2000;
Staubmann et al., 1999). Su aceite tiene
accion purgativa, en enfermedades de la
piel y se usa para disminuir el dolor
causado por el reumatismo, en tanto que el
latex tiene propiedades antimicrobianas
(Jongschaap et al., 2007). El extracto de
sus hojas es utilizado como un eficaz
pesticida (Heller, 1996), en tanto que la
decoccion de la corteza del tallo sirve como
antidismerorreico y abortivo (Beyra et al.,
2005) cicatrizante, antiséptico, diurético,
emético y antiinflamatorio. También es (util
para cocinar y para generar electricidad
(Kalbande et al., 2008; Wiebe et al., 2008).
Otras especies de Jatropha también
poseen diferentes propiedades medicinales
(Sanchez-Medina et al., 2001; Schmeda-
Hirschmann et al., 1996; Trebien et al.,
1988). Las semillas de Jatropha pueden ser
procesadas facilmente (Forson et al,
2004). El valor energético de las semillas
de Jatropha es de 13.647 kcal g™ (Banerii
et al., 1985).

Las semillas de Jatropha (Fig. 2) rinden
aproximadamente de 6 a 8 TM ha y
contienen entre 20 y 40% de aceite con un
patron de acidos grasos similar al de los
aceites comestibles (Annarao et al., 2008;
de Oliveira et al., 2009; Gubitz et al., 1999;
Hawash et al., 2009; Om Tapanes et al.,

2008). Recientemente, en China se obtuvo
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un rendimiento de 66.4% de aceite de sus
semillas (Chen et al., 2006). El aceite de
Jatropha, contiene predominantemente
acidos linoleico y oleico, los cuales
constituyen del 72 al 80% de los éacidos
grasos totales (Banerji et al., 1985; de
Oliveira et al., 2009; Gibitz et al., 1999;
Hawash et al., 2009; Om Tapanes et al.,
2008). Otros acidos grasos presentes en el
aceite incluyen los &acidos palmitico y
estéarico (Deore & Johnson, 2008), asi
como los &cidos caprilico, miristico,
palmitoleico, araquidico, behenico vy
lignocérico (Ogbobe & Akano, 1993).

El estudio del desarrollo de la semilla
de J. curcas muestra la presencia de
acidos grados libres, metil ésteres de
acidos grados y ésteres de triglicerol junto
con pequefas cantidades de esteroles. Las
semillas jévenes sintetizan
predominantemente lipidos polares. Se ha
determinado que la sintesis de los lipidos
inicia alrededor de tres semanas después
de la fertilizacién (Catzin-Yupit y Loyola-
Vargas, datos no publicados). A partir de la
cuarta semana las semillas sintetizan
activamente triacilglicéridos (Annarao et al.,
2008).

A pesar de la considerable inversién en
proyectos que se estan realizando en
diferentes paises, no hay disponibles datos
cientificos confiables de la agronomia de
Jatropha. La informacion sobre las
relaciones entre rendimiento y variables
tales como suelo, clima, manejo y material
genético en el cual basar las decisiones de
inversién estan pobremente documentadas.

La evidencia actual muestra un amplio
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rango de rendimiento que no pueden
relacionarse con parametros tales como la
fertilidad del suelo y la disponibilidad del
agua (Jongschaap et al., 2007; Wiebe et
al., 2008).

Ciertamente, parece ser que las
muchas buenas caracteristicas que se le
atribuyen a Jatropha no tienen como base

experiencias serias.

La planta

La floracion de Jatropha es monoica, en
la misma inflorescencia estan presentes
flores masculinas y flores femeninas (Fig.
2a). Las flores son pequefias, de 6 a 8 mm,
con pétalos de 6 a 7 mm de largo. La
longitud del peciolo va entre 6 y 23 mm
(Toral et al., 2008). Son flores verdosas o
blanco-amarillas de 10 a 25 cm de largo y
con un pedunculo de 4 a 10 cm (Fig. 2a).
Las flores femeninas presentan bracteas
acuminadas y las masculinas presentan
bracteas aovadas y pedicelos pubescentes.
La inflorescencia se forma terminalmente
en el eje axial de la hoja en las ramas que
rinde un manojo de aproximadamente entre
5y 10 frutos ovoides o mas. Los frutos son
capsulas drupéceas y ovoides, al inicio son
carnosos de 2.5 a 4 cm de largo por 2 cm
de ancho, elipsoidales y lisas que cuando
maduran van cambiando a amarillas (Fig.
2d, e). Para el desarrollo del fruto se
necesita 90 dias desde la floracion hasta la
maduracion de la fruta (Toral et al., 2008).
El fruto es trilocular (dividido en tres partes)
con semillas en cada cavidad, formado por
una cascara dura y leflosa, indehiscente

gque no se abre para que no salga la
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semilla, hasta que llegue la maduracién,
inicialmente es de color verde, pasando a
color amarillo, luego pasa a color café,
hasta cambiar un color negro cuando
alcanza el estado de maduracion (Fig. 2e)
(Gonzalez-Pinacho, 2009). El fruto es
grande y produce tres almendras negras
cada una llega a medir hasta 2.0 cm de
largo por 1.3 de diametro cuando el fruto
estd seco. Dentro de la envoltura de la
semilla hay wuna capa cubriendo Ila
almendra; el albumen, blanco oleaginoso,
contiene al embrion provisto de dos hojas
cotiledonares. La semilla de Jatropha pesa
de 0.55 a 0.79 pero dependera de la
variedad y los tratamientos que se le dé a
la semilla (Fig. 2f). La semilla es cosechada
cuando la capsula esta madura y ésta
cambia del verde a amarillo, esto ocurre
después de dos a cuatro meses desde la

fertilizacion.

Biodiversidad

El género Jatropha es
morfolégicamente diverso y comprende
entre 170 y 200 especies, las cuales estan
distribuidas principalmente en las regiones
tropicales secas de América (Deore &
Johnson, 2008; Ganesh Ram et al., 2008),
45 de ellas se encuentran en México y el
77% de las especies de Jatropha son
endémicas de México (Rodriguez-Acosta et
al., 2009). En México J. curcas, es la
especie con distribucién mas amplia, se le
registra en los estados de Yucatan,
Tabasco, Chiapas, Oaxaca, Veracruz,
Guerrero, Puebla, Morelos, Nayarit, Jalisco,

Michoacan y Sinaloa (Rodriguez-Acosta et
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al., 2009). En México ha sido cultivada
desde tiempos precolombinos y era
conocida y utilizada por los mayas (Toral et
al., 2008).

J. curcas recibe diferentes nombres
comunes en los paises de América Latina,
entre otros, pifioncillo, pifion o pistache
mexicano (México), curi-i- vai, pifion de
leche o pifion botija (Cuba), Tempate
(Costa Rica), Pinhao manso (Brasil), pifiol
(Pert); cotoncillo (Honduras); pifién vy
tempate (Guatemala y Nicaragua) (Toral et
al.,, 2008). Otros nombres son: coquito,
capate, higo del duende, barbasco, higo de
infierno, purga de fraile, tua tua, pinhao
manso etc. y physic nut en paises
angloparlantes. EI nombre "tempate" se
deriva de un vocablo nahuatl que significa
"medicina de la boca", refiriéndose al uso
de la savia para curar erupciones de la
boca. En la peninsula de Yucatan se le
conoce como Sikil-té, palabra maya y en
totonaca como Chu’ta.

La Jatropha tiene tres variedades: una
de Nicaragua, una mexicana (que se
distingue por sus semillas con menos o
nula toxicidad) y una de Cabo Verde
(Heller, 1996). La Jatropha fue introducida
después en Africa y Asia y ahora se cultiva
en todo el mundo (Sujatha & Prabakaran,
1997). Las especies de Jatropha
esencialmente se reproducen por
polinizacién cruzada lo cual produce un alto
grado de variacion. Esta variacion le ha
permitido a Jatropha adaptarse a un vasto
rango de condiciones edéficas y ecolégicas
(Rao et al., 2008) y ofrece al mejorador un

extenso rango de posibilidades para llevar
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a cabo una amplia seleccion de semillas
con los atributos deseados (Ginwall et al.,
2005). La variabilidad de Jatropha también
se refleja en la diversidad en el contenido
de aceite de las semillas (Kaushik et al.,
2007), en el rendimiento; en el tamafio,
peso y forma de la semilla (Kaushik et al.,
2007; Rao et al.,, 2008), asi como en el
tiempo de floracion (Sunil et al., 2009) y en
la relacion del nimero de flores femeninas

y masculinas (Rao et al., 2008).

Extremos ambientales

Los diferentes extremos ambientales
son uno de los factores limitantes que
afectan adversamente el crecimiento y el
desarrollo de las plantas, especialmente a
las especies vegetales del trépico y del
subtropico. Se sabe que los mecanismos
que contienden con los extremos
ambientales son complejos y multigénicos
(Hughes & Dunn, 1996; Thomashow, 1998;
Thomashow, 1999). De los diferentes
procesos fisioldgicos, la fotosintesis es
usualmente uno de los mas sensibles a los
extremos ambientales.

Mientras que J. curcas puede resistir
heladas ligeras (1,700 m de altitud), es
relativamente sensible a bajas
temperaturas (Heller, 1996; Luo et al.,
2006; Wan et al., 2006). El dafio debido a
bajas temperaturas puede producir una
drastica disminucion en el contenido de
clorofila y de los acidos grasos insaturados
de la membrana de J. curcas y en la
sobrevivencia de las semillas (Luo et al.,
2006; Wan et al.,, 2006). Las proteinas

involucradas en la fotosintesis y las
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funciones del fotosistema Il de plantulas de
J. curcas son relativamente sensibles a las
bajas temperaturas, especialmente durante
las primeras 12 horas del congelamiento
(Liang et al., 2007). La fluorescencia de la
clorofila indica la presencia de un
mecanismo de proteccidn a la fotoinhibicion
en estadios tempranos del congelamiento.
Se ha determinado que ocho proteinas
relacionadas con la fotosintesis cambian
significativamente durante el congelamiento
(Liang et al., 2007).

Kumar et al., (2008) han determinado
gue la exposicién a la sal de callos de J.
curcas, disminuye su contenido de K, Ca y
Mg y aumenta el de Na, asi como el de
algunas enzimas involucradas en el

metabolismo de los radicales libres.

BIOTECNOLOGIA

Varias de las biotecnologias existentes
pueden emplearse para mejorar la
produccion de bioenergia, por ejemplo, en
el desarrollo de materia prima para la
produccion de biomasa y para mejorar la
conversion de biomasa en biocombustible
(Wiebe et al., 2008). Las variedades de
plantas que se usan actualmente para la
primera generacion de biocombustibles han
sido seleccionadas por sus caracteristicas
relevantes para la produccién de alimentos
y/lo alimento para ganado y no por
caracteristicas que favorezcan su Uuso
como materia prima para la produccién de
biocombustibles.

La biotecnologia puede ayudar a
acelerar la seleccion de variedades que

sean mas apropiadas para la produccion de
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biocombustibles —con un aumento en la
produccion de biomasa por hectarea,
aumento en el contenido de aceites o de
azlcares fermentables, o que mejoren las
caracteristicas de procesamiento que
faciliten su conversion a biocombustibles-.
Los campos de la gendémica, protedmica y
metabolomica jugaran una creciente e
importante funcion en ello. La secuencia de
genomas de diversas especies que pueden
ser utiizadas como materia prima de
primera generacion, tales como maiz,
sorgo y soya, ya han sido terminados o
estan a punto de ser terminados®. Ademas
de las “omics”, se pueden aplicar otras
biotecnologias como la seleccion asistida
por marcadores y la modificacion genética.
Jatropha se propaga a escala masiva
por siembra directa de las semillas o por
esquejes (Li et al., 2008b), sin embargo, el
bajo rendimiento de semilla y la facilidad
con que se sacan las plantas de los suelos
pobres y marginales impiden la utilidad
practica de estos métodos de propagacion.
Ademas, se requiere del uso de métodos
biotecnolégicos para introducir rasgos
deseables en las diferentes especies de
Jatropha. Actualmente se han reportado
protocolos de cultivo de tejidos para el
cultivo de endospermo y la propagacion
rdpida de genotipos selectos de Jatropha
(Deore & Johnson, 2008; He et al., 2009;
Jha et al., 2007; Khurana-Kaul et al., 2010;
Kochhar et al., 2008; Kumar et al., 2011,
Misra et al., 2010; Purkayastha et al., 2010;

2
http://genomevolution.org/wiki/index.php/Sequenced pl
ant_genomes
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Rajore & Batra, 2005; Sujatha et al., 2000;
2005; Sujatha & Dhingra, 1993; Sujatha &
Mukta, 1996; Varshney & Johnson, 2010;
Weida et al., 2003).

También se han reportado diversos
protocolos para la regeneracion de plantas
de J. integérrima (Sujatha & Dhingra,
1993). Sujatha et al. (2005) desarrollaron
un método para la diferenciacion de brotes
adventicios combinados con callos a partir
de explantes vegetativos de J. curcas no
toxica. Weida et al. (2003) reportaron la
induccion de brotes a partir de callos de J.
curcas. A pesar de que se han reportado
diferentes sistemas de regeneracion a
partir de explantes de hoja, la presencia de
callos no es deseable para la produccién
de plantas (Deore & Johnson, 2008). En
nuestro laboratorio hemos desarrollado
todos los protocolos de cultivo de tejido
para Jatropha, con el fin de utilizarlos en
técnicas de transformacion (Fig. 3).

La calidad de las plantas de J. curcas
obtenidas por técnicas de cultivo de tejidos
vegetales no muestra diferencias con
plantas obtenidas por técnicas tradicionales
(Sujatha & Dhingra, 1993). Sin embargo, en
un reporte reciente se demostré que las
plantas propagadas clonalmente (cutting-
raised) se comportan mejor en el campo
que las producidas a partir de semilla
(Kochhar et al., 2008).

Ingenierias genética y metabdlica
Si bien es posible utilizar técnicas de

mejoramiento convencional para
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Fig. 3. a) Planta de J. curcas de 8 dias en cultivo in vitro, b) y ¢) embriones somaticos a partir

de raices de plantulas en hidroponia de 60 dias en cultivo; d) brotes a partir de hipocotilo de 90

dias en cultivo; e) embriones en estadio globular presentes en callo de hipocotilo de 180 dias

en cultivo; f) embriones obtenidos a partir de hoja de 60 dias en cultivo; g) embriones a partir

de hipocotilo después de 120 dias en cultivo; h) plantas obtenidas a partir de embriones

somaticos. Los cultivos en b, c y f estan en medio de Murashige y Skoog (1962) con 13.3 uM

de BA + 17.1 uM de AlA, los cultivos d, e, g, f y h estan en medio Murashige y Skoog (1962)

con 2.22 uM de BA + 0.49 uM de IBA.

seleccionar lineas que podrian tener rasgos
agronémicos mejorados, dicho proceso
consume tiempo y requiere de una mano
de obra intensiva (Murphy, 2006; Scarth &
Tang, 2006). ElI advenimiento de Ila
ingenieria genética trajo consigo nuevas
estrategias para el mejoramiento genético
de las plantas, permitiendo la introduccion
directa de genes que codifican para el
atributo de interés (Klee et al., 1987). Este
hecho no solo permite una incorporacion
mas precisa de la informacion genética en
la planta blanco (comparado con la
transferencia variable y sin control que se
lleva a cabo durante la recombinacion
sexual), pero también evade la necesidad
de compatibilidad sexual entre las lineas
parentales (Murphy, 2006). Asi es posible

modificar genéticamente a una planta con
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genes provenientes de cualquier
organismo, no sélo con los genes
relacionados a la especie (Klee et al,
1987).

Asi, el potencial de introducir rasgos
novedosos en cultivos de plantas
superiores ha permitido a los
investigadores considerar el concepto de
semilla de aceite disefiada, a la cual se le
han afiadido caracteristicas no presentes
en los cultivos actuales (tales como soya,
maiz, brésica, etc.) (Murphy, 1994; Thelen
& Ohlrogge, 2002). Tales semillas podrian
contener 4cidos grasos que sean Utiles en
procesos industriales, ya sea como
lubricantes o como materia prima para
otros usos (Jaworsky & Cahoon, 2003;
Singh et al., 2005). Por ejemplo, LS9, Inc.

(Renewable Petroleum Company™), es
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una compafiia biotecnoldgica en el sur de
San Francisco que ha desarrollado
biocombustibles con base en el poder de la
biologia sintética. Los cientificos de esta
compainiia estan trabajando para
transformar los acidos grasos naturales
producidos por E. coli en combustibles
hidrocarbonados especificos.

La transformacion mediada por
Agrobacterium  tumefaciens se  ha
convertido en el método mas usado en la
investigacién de plantas, asi como la
principal tecnologia para la generacion de
plantas transgénicas (Miki & McHugh,
2004; Von Wettstein, 2007). Para aplicar
este método a J. curcas, un prerrequisito es
el establecimiento de un sistema eficiente
de regeneracion. Recientemente, se han
publicado varios protocolos para la
transformacion de J. curcas (Kumar et al.,
2010; Li et al., 2008b; Li et al., 2006;
Purkayastha et al., 2010). Si bien no en
todos se han regenerado plantas
transgénicas.

La transformacion de J. curcas se ha
llevado a cabo con A. tumefasciens (Kumar
et al., 2010; Li et al, 2008b) y con
bombardeo con particulas recubiertas con
el plasmido pBIl426 conteniendo una fusién
de GUS-NPT Il bajo el control de un
promotor doble 35S (Purkayastha et al.,
2010). Se han transformado diferentes
tejidos como hoja (Kumar et al.,, 2010),
meristemos apicales (Purkayastha et al.,
2010) y cotiledones (Li et al., 2008b). Se ha
determinado que J. curcas es insensible a
la cefotaxima, mientras que es sensible a la

kanamicina, higromicina vy a la
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fospinotricina, antibiéticos empleados para
la eliminacion de la bacteria después del
evento de transformacion. Los tres ultimos
antibiéticos suprimen la morfogénesis (Li et
al., 2006). Esta sensibilidad a Ila
higromicina fue utilizada por Kumar et al.,
(2010) para
transgénicos a los que se les ha introducido

seleccionar brotes

el gene de la higromicina-fosfotransferasa;
en este caso la eficiencia de Ila
transformacion alcanzé el 29% (Kumar et
al., 2010).

Estos esfuerzos han sido llevados a
cabo para establecer las condiciones de la
transformacion y en algunos casos de la
regeneracion de los brotes regenerados.
En ninguno de los casos se han
introducidos genes para mejorar a la
planta, ya sea en términos fisioldégicos o en
relacion con la biosintesis de sus

triacilglicéridos.

ACEITES VEGETALES COMO FUENTE
PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL
Los aceites vegetales estan
constituidos principalmente por triglicéridos
(triésteres), que son moléculas resultantes
de la esterificacion de la glicerina o glicerol
(trialcohol) con tres moléculas de &cido
graso (Hildebrand, 2011). En principio,
cualquier fuente renovable de triglicéridos
es materia prima 6ptima para la produccién
de biodiésel. La industria del biodiésel en el
ambito mundial nacié con el aceite de
colza, posteriormente los aceites de mayor
produccion y demanda en el mercado
alimentario han sido los aceites de girasol,

soya y palma aceitera. Sin embargo, para
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la produccién de biodiésel se requiere que
no exista conflicto entre la produccion de
alimentos y la producciéon de aceite para la
produccion de biodiésel.

El biodiesel es el biocombustible de
maximo crecimiento en el mercado durante
los dltimos afios (Tao & Aden, 2009). Para
su obtencién se utilizan semillas de plantas
oleaginosas como la soya, el sorgo o el
girasol o grasa animal. Posteriormente este
aceite se hace reaccionar con un alcohol
(generalmente metanol, en un proceso
denominado esterificacion) en presencia de
un catalizador para producir el biodiésel.
Este proceso produce metil ésteres y como
subproducto glicerina  (Gerpen, 2010;
Sastre et al., 2008).

Aceite de Jatropha curcas.

Dada las desventajas que presenta el
uso de cultivos de uso alimentario para la
obtenciobn de biodiésel, una alternativa

viable es el cultivo de J. curcas, una

oleaginosa que presenta caracteristicas
favorables para la produccion de biodiésel
entre otras, las caracteristicas
fisicoquimicas del aceite de su semilla y su
contenido de aceite, asi como algunas
caracteristicas agronémicas de la planta, la
hacen una buena fuente alterna para la
produccion de energia renovable (Heller,
1996; Parawira, 2010).

Jatropha no es la planta con el mayor
contenido de aceite en sus semillas, ni
tampoco la planta con los mejores
rendimientos en la produccién de aceite y
biodiésel por hectarea (Tabla 1)
(Winayanuwattikun et al., 2008). Sin
embargo, cuando se toman en cuenta
parametros como la comestibilidad de la
planta, sus requerimientos nutricionales
para crecer, etc. Al final se tiene una planta
con una serie de cualidades que la hace un
buen candidato para la produccién de

aceite para obtener biodiésel.

Tabla 1. Rendimiento promedio en la produccion de aceite y biodiésel por hectarea.
Recalculado de Winayanuwattikun et al. (2008) con permiso.

Especie Rendimiento de aceite
(%, p/p)
Palma aceitera ND
Oliva ND
Pifion 43.8
Sésamo 63.8
Almedro 62.9

El género Jatropha contiene una amplia
gama de compuestos, entre los mas
importantes se encuentran: los ésteres de
forbol, que provocan el efecto purgante

(Jongschaap et al.,, 2007) sapogeninas,
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Rendimiento de Rendimiento
aceite (kg ha™) biodiésel (kg ha™)
10,504 13,338
7,039 5,631
2,163 1,731
1,606 1,285
1,553 1,242

lactonas, triterpenos, taninos, ésteres,
toxoalbuminas, compuestos cianogénicos y
ademas, contiene aceites y &cidos grasos
como palmitico, oleico, linoleico, esteérico,

etc. El aceite de Jatropha es de color
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amarillo claro, inoloro y con sabor ligero a
nuez. La composicion del aceite contenido
en sus semillas varia entre 20 y 60%
dependiendo de la fuente consultada. Es
de especial interés el hecho de que el
contenido de los acidos grasos saturados,
palmitico y estearico varia entre 17.8 y
25.1%, en tanto que el contenido de los
acidos grasos insaturados, palmitoleico,

oleico y linoleico varia entre 51.8 y 96.7%

(Tabla 2). El contenido de acidos grasos
insaturados es un blanco para el trabajo
biotecnolégico, ya que a mayor contenido
de éstos, menor el valor del indice de
cetano, parametro que mide la capacidad
de ignicion del biodiésel. Es deseable que
los acidos grasos insaturados sean
convertidos en acidos grasos saturados
para mejorar la calidad del biodiésel

obtenido.

Tabla 2. Perfil de acidos grasos en el aceite de las semillas de Jatropha curcas reportado por

diferentes grupos.

Acido graso (%)
Ladrico (12:0) 5.9
Miristico (14:0) 2.7
Palmitico (16:0) 135
Estéarico (18:0) 6.1
Oleico (18:1) 21.8
Linoleico (18:2) 47.4
Otros 2.7

Palmitoleico (16:1)
Linolénico (18:3)
Araquidico (20:0)
Gadoleico

Behenico

“(%) %) (%)
0.38 0-0.1
16 18.22 14.1-15.3
6-7 5.14 3.7-9.8

42-43.5 28.46 34.3-45.8
33-34.4 48.18 29.0-44.2

1-3.5 0-1.3
>0.8 0-0.3
0.2 0-0.3
0.12

0-0.2

!(de Oliveira et al., 2009); 2(Om Tapanes et al., 2008); *(Hawash et al., 2009); “(Gubitz et al.,

1999).

BIOSINTESIS DE LOS ACIDOS GRASOS

EN J. curcas.

La biosintesis de los &cidos grasos es
un proceso complejo, e involucra la

participacion de diferentes organelos de la
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célula. En el caso de J. curcas apenas se
estd iniciando el estudio de esta ruta
metabdlica. A la fecha se ha aislado el
ADNc que codifica para la B-cetoacil-ACP
sintasa Il (KAS IlI; EC, 2.3.1.180) (Li et al.,
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2008a). EI ADNc clonado (denominado
JcKAS IIl) contiene un marco de lectura
que codifica para 400 aminoacidos con una
masa molecular predicha de cerca de 42
kDa. La secuencia de aminoacidos
deducida comparte 80% de identidad con la
KAS 1l de otras especies vegetales y
contiene una cisteina conservada en el sitio
activo y el motivo G355NTSAAS361, el
cual es responsable para la regulacion del
pegado de los acil-ACPs. Un analisis tipo
Southern sugiere que JcKAS Il se
encuentra como copia Unica en el genoma
de J. curcas. Un analisis de PCR de tiempo
real muestra que JCKAS Ill se expresa en
todos los tejidos examinados con una
mayor expresion en las raices y su
expresién aumenta conforme se desarrolla
la semilla (Li et al., 2008a).

Otro de los genes estudiados en J.
curcas corresponde a la estearoil-acil
desaturasa (SAD; EC, 1.14.19.1). Este gen
se obtuvo mediante técnicas de RT-PCR y
RACE a partir de semillas en desarrollo de
J. curcas. El alineamiento de la secuencia
de aminoacidos deducida muestra que
tiene una elevada similitud con otras
estearoil-ACP desaturasas. ElI gen fue
clonado y expresado en Escherichia coli y
la actividad de la proteina recombinante se
midio utilizando ferredoxina de espinaca. El
analisis tipo Southern muestra que este
gen es miembro de una pequefia familia.
Los andlisis tipo Northern revelaron que
este gen se expresa de manera
preponderante en frutos en desarrollo de J.

curcas (Tong et al., 2006).
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Usando la misma técnica se clond un
fragmento de un ADNc de 1491 pb de una
estearoil-ACP desaturasa a partir de
semillas en desarrollo de J. curcas. El
fragmento contiene un marco de lectura
completo de 1191 pb (JcSAD). Su andlisis
muestra que codifica para una proteina con
un péptido sefial de 33 aminoacidos y un
péptido de 363 aminoacidos. El andlisis de
Su secuencia muestra que posee una
elevada homologia, tanto para la secuencia
nucleotidica como para la secuencia de
aminoacidos, con otras SADs de plantas.
La identidad nucleotidica y peptidica de
JSAD con las de Ricinus communis SAD
(RsAD) es de 89 y 96.2% respectivamente.
El modelaje molecular de JcSAD indica que
su estructura tridimensional re-ensambla
fuertemente la estructura cristalina de la
RsAD (Luo et al., 2007).

Recientemente Xu et al, (2011)
determinaron los perfiles de expresion
temporal de 21 genes que participan en la
biosintesis de los triacilglicéridos. De los
genes estudiados, 17 de ellos aumentan su
expresion en semillas en desarrollo cuando
su expresién se compara con la de la hoja.

En suma, se han estudiado algunos de
los genes que codifican para las enzimas
involucradas en la biosintesis de los
triacilglicéridos en J. curcas. Sin embargo,
no hay un estudio sistematico de todo el
proceso, y que incluya la medida de las
actividades enzimaticas. Este es un campo
de la investigacion en J. curcas que

requiere de atencion inmediata.
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CONCLUSIONES

En la actualidad las sociedades
alrededor del mundo se encuentran
inmersas en el trilema: conservacion del
medio ambiente,
biocombustibles (Buyx & Tait, 2011;
Rosset, 2009; Tilman et al.,, 2009). Los

biocombustibles deben considerarse dentro

alimentos y

del contexto del precio mundial para los
alimentos, la crisis alimentaria en la que se
encuentran inmersos diversos paises y la
compatibilidad con la soberania alimentaria
de las naciones (Rosset, 2009). Sin
embargo, también es cierto que existen
soluciones a la mano para resolverlo.

El mejoramiento genético de J. curcas
estd a la cabeza de estas posibles
soluciones. ElI mejoramiento de la
resistencia a enfermedades y extremos
ambientales es la principal prioridad para
hacer que esta planta un modelo exitoso
para la produccion de biocombustibles.
Otra posibilidad de mejora es la
manipulacion de la ruta de biosintesis de
los acidos grasos que forman los
triacilglicéridos. Se puede maodificar el perfil
de los acidos grasos producidos por las
semillas, asi como la cantidad que
almacenan. También se puede manipular a
la planta, mediante técnicas
biotecnolégicas, para que J. curcas pueda
ser cultivada en terrenos que no tienen
vocacion agricola. De esta forma, grandes
areas de terreno que se encuentran sin
utilizar pueden ser utlizadas para su
cultivo.

No hay una solucién dnica al problema

de la sustitucion de combustibles fésiles.
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Existe la posibilidad de utilizar otras
plantas, como los agaves, para la
produccion de biocombustibles (Davis et
al., 2011). La planta que se escoja
dependera en gran medida de la zona
agroecologica de la que se trate, asi como
de los factores sociales y econdomicos
involucrados.

Algunos sectores estan en mejor
posicion que otros para solucionar su
problema energético. Entre los diversos
factores que se deben considerar, se
encuentran la estructura de los costos del
combustible en la cadena productiva, la
disminucién en las emisiones
contaminantes de cada industria en
particular, la relacién costo-beneficio, entre
otros (Whitfield, 2011). Por ejemplo, la
industria del transporte aéreo esta mejor
posesionada que la industria del transporte
terrestre. Todos estos factores deberdn
tomarse en cuenta antes de tomar una

decision sobre el uso de biocombustibles.
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RESUMEN
El Objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles de actividad enzimatica asociadas a la

degradacion de la materia organica; proteasas, lipasas, celulasas y quitinasas presentes en el
sistema de charcas salineras de Industria Salinera de Yucatan, S.A. de C.V. (ISYSA) ubicada en la
comunidad de “Las Coloradas” estado de Yucatadn. La charca mas activa del sistema fue la
denominada “Soledad” ya que presentd buenos niveles de las cuatro actividades enzimaticas
evaluadas siendo la actividad quitinolitica la mas importante tanto en la columna de agua, 141.04
pmol NaGlu/ml, como en la zona de sedimentos, 271.88 umol NaGlu/ml. La segunda actividad mas
importante resulto ser la celulolitica con 70.07 umol Glu/ml, en la columna de agua y 102.85 umol
Glu/ml en la zona de sedimentos. En esta charca la salinidad expresada en % de NaCl fue del 26.3
% por lo que tanto los microorganismo como las enzimas presentes en la misma pueden ser
catalogadas como haléfilas extremas. Estos datos dejan entrever que eventualmente en los
sistemas de charcas salineras de la empresa ISYSA podrian recuperarse, ademas del cloruro de
sodio, extremozimas halofilas de interés industrial que estan siendo producidas de manera
simultanea al proceso de clarificacion de las salmueras.

Palabras clave: Charcas salineras, enzimas haléfilas, quitinasas, proteasas, celulasas, lipasas

ABSTRACT
The aim of this work was to evaluate the levels of enzymatic activities associated with

degradation of organic matter; proteases, lipases, cellulases and chitinases present in the system of
solar saltworks of Industria Salinera de Yucatan, S.A. de C.V. (ISYSA), located in the community of

"Las Coloradas" State of Yucatan. The most active pond of the system was “Soledad” since
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presented good levels of the four enzymatic activities evaluated. Chitinolityc activity was the most

important found in both, the water column, 141.04 umol NaGlu/ml, as in the area of sediments,

271.88 umol NaGlu/ml. The second most important was the cellulolityc activity with 70.07 umol

Glu/ml in the water column and 102.85 umol Glu/ml in the zone of sediments. The salinity of this

pond, expressed in % of NaCl, was 26.3%, for this reason the microorganism and the enzymes

present can be classified as extreme halophilic. The current study shows that eventually we can

recover the halophilic extremozymes produced during the clarification process of brines in the solar

saltworks

Key Words: Solar Saltworks, halophilics enzymes, chitinases, proteases, cellulases, lipases

INTRODUCCION

La empresa Industria Salinera de
Yucatan S.A. de C.V. (ISYSA), esta dedicada
a la produccion de sal en el mismo lugar,
“Las coloradas”, en donde la civilizacion
maya cosechaba el mineral hace al menos
2100 afios. Actualmente ISYSA comercializa
500,000 toneladas al afio de cloruro de sodio
de alta pureza en 21 estados de la republica
mexicana, Centroamérica, ElI Caribe y los
Estados Unidos. EI cloruro de sodio
producido por ISYSA es sal de mar obtenida
por evaporacion solar, misma que después
se somete a procesos industriales
tecnificados en la planta refinadora ubicada
en Tizimin, Yucatan (www.isysa.com.mx).

Obtener la sal de mar pudiera parecer un
proceso simple y rapido en el que se requiere

tan solo evaporar el agua de mar y cosechar
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el producto. Sin embargo el producto
obtenido mediante esta opcién resulta ser
amargo ya que es una mezcla de sales tales
como KCI, MgCl,, CaSO,, CaCos, MgSO, y el
NaCl que representa el 80% del peso total.
Los sistemas de charcas salineras multi-
pozas, son ecosistemas en los que se
pueden visualizar dos zonas de evaporacion,
el area de concentracion primaria y el area
de cristalizadores, (Fig. 1). En ellos la zona
de evaporacion esta integrada por charcas
de poca profundidad interconectadas de
forma secuencial que son alimentadas con
agua de mar, en las que el agua de mar se
evapora haciendo uso de la energia solar y
se va concentrando paulatinamente dando
como resultado salmueras con valores de

salinidad creciente.
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Fig. 1. Estructura general de los sistemas de charcas salineras

Durante este proceso se desarrollan de
manera simultdnea eventos fisicoquimicos y
biolégicos que permiten obtener cristales de
cloruro de sodio con el 99.8% de pureza,
libre de particulas insolubles (Davis &
Giordano, 1996).

En los eventos fisicoquimicos se logra la
precipitacion diferencial de las sales que se
encuentran disueltas junto con el cloruro de
sodio en el agua de mar, para ello después
de que se logra la precipitacion de una de las
sales, la salmuera resultante es trasladada a
otra charca de la salina en donde la salinidad
de la salmuera se incrementara hasta llegar
al punto en la que otra de las sales

precipitara. Este evento se repetira hasta que
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el NaCl este practicamente puro y se logre su
precipitacion en forma de cristales grandes
en las pozas del area de cristalizadores.

El incremento de la salinidad favorece un
incremento de la presion osmoética y un
decremento de la actividad de agua (Aw)
eventos que provocan la muerte de aquellos
organismos que no sean capaces de
adaptarse a estas condiciones y solo
sobreviven algunos microorganismo (Fig. 2),
como la microalga Duanliella salina, capaces
de sintetizar metabolitos intracelulares que
funcionan como osmorreguladores, como el
glicerol, arabitol, manitol, betainas y acido
glutamico (Grant, 2004).
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Fig. 2. Disminucién de especies ante el incremento de la salinidad

Los procesos bioldgicos sirven para

Para

realizar

este

v

proceso

eliminar el detritus que se acumulan a lo
largo del sistema, producto de la muerte de
los organismos que no soportan las elevadas
presiones osmaticas y las bajas actividades
de agua y que son ricos en materia organica.
Estos eventos los realizan principalmente
microorganismo que se encuentran en la
columna de agua o en las peliculas
microbianas que se forman en los fondos de
las charcas, mediante la sintesis de enzimas
extracelulares que participan en la
degradacion de la materia organica como la
celulosa, aportada por pastos marinos macro
2009),

proteinas y lipidos aportados por peces,

y microalgas (Chung, la quitina,
moluscos y crustaceos presentes en el agua
de alimentacion (Liaw & Mah, 1992; Hau-
Heredia et al., 2009; VijayAnand et al., 2009;
Shivanand & Jayaraman, 2009).
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microorganismos haléfilos presentes en la
columna de agua y la zona de sedimentos de
las pozas sintetizan enzimas extracelulares
capaces de funcionar bajo condiciones de
salinidad y pH en las que una gran mayoria
de las proteinas precipitarian o se
desnaturalizarian. Las enzimas halofilas son
capaces de mantenerse  solvatadas,
estructuralmente estables y funcionales aun
en ambientes con baja actividad de agua
(Danson & Hough, 1997).

La suma de los procesos fisicoquimicos y
biolégicos ayuda a que en el area de
cristalizadores el cloruro de sodio de alta
pureza precipite en forma de cristales
grandes, mismos que son cosechados una
vez que el liquido remanente rico en Mg++ y
K+, que es conocido como “amargos” es

removido. Después de que los cristales de
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NaCl son cosechados estos son lavados,
secados y almacenados hasta su traslado a
la planta de refinado.

Es importante destacar que las
propiedades fisicas y la composicidon quimica
de las salmueras determina la calidad de la
sal cristalizada, por lo que en los procesos
establecidos de manera industrial, como es el
caso de ISYSA, se monitorea de manera
rutinaria, la densidad, la temperatura, la
claridad, la viscosidad y salinidad de las
charcas salineras ya que los valores de estos
pardmetros son usados como indicadores
para el manejo del sistema de charcas
salineras.

Finalmente es importante resaltar que
existe la posibilidad de que las charcas
salineras sean fuente no solo de NaCl si no
también de metabolitos de interés industrial
como las enzimas adaptadas a trabajar bajo
condiciones de altas presiones osmoticas y
bajos niveles de actividad de agua (Setati,
2010) .

Nuestro grupo ha venido trabajando en el
aislamiento y seleccion de bacterias haldfilas
quitinoliticas involucradas el proceso de
produccion de NaCl (Hau-Heredia, 2009) asi
como en la valoracion de las actividades
enziméticas involucradas en el desarrollo de
este proceso (Escamilla-Sanchez et al,
2009) y esta interesado en la recuperacion y
caracterizacion cinética de estas enzimas, ya
gue podrian ser pueden ser usadas en
ambientes salinos o con bajas actividades de
agua en las industrias de los alimentos y

farmacéutica (DasSarman & Arora, 2001).
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Por lo que el objetivo de este trabajo fue
establecer los niveles de actividad enzimatica
asociadas a la degradacion de la materia
organica; proteasas, lipasas, celulasas y
quitinasas presentes en el sistema de

charcas salineras de ISYSA.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El area de estudio de este trabajo fue el
sistema de charcas salineras de ISYSA
ubicado en la comunidad de “Las Coloradas”
estado de Yucatén; este sistema de charcas
salineras cuenta con 27 charcas funcionales,
de las cuales 13 fueron sujeto de este

estudio,

Muestreo

El muestreo se realizdé de la columna de
agua y en la zona de sedimentos en la parte
central de las charcas estudiadas, usando
envase de PET (poli-etilen-tereftalato) de
boca ancha, previamente lavados vy
sanitizados. La recolecta de muestras y la
toma de temperatura en los puntos de
muestreo se realizaron de manera
simultaneas, las muestras se recolectaron
por duplicado y se guardaron en una hielera

para su transporte al laboratorio de ISYSA.

Manejo de muestras.

En el laboratorio de ISYSA se midid la
salinidad (°Be) de las muestras vy
posteriormente fueron transportadas bajo
refrigeracion al laboratorio de Biotecnologia

Enzimatica del Instituto Tecnolégico de
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Mérida (ITM) en donde se les midi6 el pH y
se centrifugaron a 13500 rpm a 4°C, durante
15 min. El sobrenadante libre de células
obtenido fue el que se ocupo para realizar las
determinaciones de actividad proteolitica,
actividad quitinolitica, actividad celulolitica,

actividad lipolitica y proteina soluble.

Actividad proteolitica (Kunitz, 1947)

Para esta determinacion se usaron 2.0 ml
de una solucion de caseina al 2.0% en
amortiguador de fosfatos 0.2 M de pH 8.0,
7.5 6 7.3 y la salinidad ajustada, con cloruro
de sodio, al valor determinado en cada punto
de muestreo. A la solucién de caseina se le
afladi6 1.0 ml de sobrenadante libre de
células obtenido de cada punto de muestreo.
El desarrollo de la reaccion se llevo a cabo a
la temperatura promedio de cada charca
durante 30 min y se detuvo mediante la
adicién de 4.0 ml de é&cido tricloroacético al
10%. Posteriormente las muestras fueron
centrifugadas a 13500 rpm, durante 15 min.
En el sobrenadante se midié la cantidad de
tirosina liberada por accion enzimatica,
utilizando el método de Lowry et al. (1951). El
valor de densidad 6ptica leida a 590 nm fue
interpolado en una curva estandar de tirosina
(0 a 100 pg/ml)

Actividad quitinolitica (Monreal & Reese,
1969)

En esta determinacion se usaron 0.7 ml
de una suspension de quitina coloidal al 1.0%
en amortiguador de fosfatos 0.2 M de pH 8.0,
7.5 6 7.3 y la salinidad ajustada, con cloruro
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de sodio, al valor determinado en cada punto
de muestreo. A esta suspension se le
adiciono 0.8 ml del sobrenadante libre de
células, la mezcla se incubo a 26°C durante
una hora, posteriormente se le adicionaron 3
ml de reactivo de DNS (Miller, 1959) y se
llevo a ebullicion por 5 min, se dejo enfriar y
se aforo a 20 ml con agua destilada, se leyo
la densidad éptica a 550 nm y los valores
obtenidos se interpolaron en la curva

estandar de N- Acetil glucosamina.

Actividad celulitica (Mandels, 1976)

Para esta determinaciébn se uso como
substrato una tirilla de papel filtro Whatman
No. 1 de 1.0 x 6.0 cm (50 pg de celulosa)
que se coloco en 0.7 ml de amortiguador de
fosfatos 0.075 M de pH 8.0, 7.5 6 7.3 y la
salinidad ajustada, con cloruro de sodio, al
valor determinado en cada punto de
muestreo, a los que se les adiciono 0.8 ml del
sobrenadante libre de células, la mezcla se
incubo a 26°C durante una h, posteriormente
se le adicionaron 3 ml del reactivo de DNS
(Miller, 1959) vy se llevo a ebullicion por 5 min
se dejo enfriar y se aforo a 20 ml con agua
destilada, se ley6 la densidad optica a 550
nm y los valores obtenidos se interpolaron en

la curva estandar de glucosa.

Actividad lipolitica (Hoffelman et al., 1985 )
La actividad lipolitica se cuantifico usando
un sistema de ensayo que contenia 12.8 ml
de amortiguador de fosfatos 0.02 M de pH
8.0, 7.5 6 7.3 y la salinidad ajustada, con

cloruro de sodio, al valor determinado en
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cada punto de muestreo, 0.3 ml de tributirina
y 1.0 ml del sobrenadante libre de células.
Esta mezcla se incubo a 26 °C, durante
15 min y se tomo la lectura de pH inicial y pH
final. La diferencia de los valores de pH
obtenidos fue interpolada en una curva
patrén de pH contra concentracion de &cido
butirico. Los resultados se reportaron como
pmoles de acido butirico liberados por mililitro

de sobrenadante libre de células.

Proteina soluble

La cuantificacion de la proteina soluble
presente en las salmueras de cada una de
las charcas se realiz6 siguiendo la técnica de
Lowry et al. (1951) los datos de densidad
Optica obtenidos fueron interpolados en una
curva estandar de albumina sérica bovina
(ASB)

RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento de las condiciones de
ensayo

Para establecer las condiciones de

ensayo para cuantificar las actividades
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quitinolitica,  celulolitica,  proteolitica vy
lipolitica que se producen y que trabajan en
el sistema de charcas salineras de ISYSA, se
determinaron los valores de, pH, temperatura
(°C) y salinidad (°Be) que se tenia a lo largo
del sistema. Manejando como puntos de
muestreo 13 de las 27 charcas que integran
el sistema de charcas salineras de la
empresa. La seleccion de las charcas sujeto
a estudio se realizo tomando como criterio el
que estas charcas son consideradas por la
empresa como los puntos representativos del
comportamiento del sistema y que estas
charcas han sido estudiadas de manera
rutinaria por el Dr. J.S. Davis profesor
emeérito de la Universidad de Florida, USA

Los resultados obtenidos se muestran en
la figura 3, como era de esperarse la
salinidad se fue incrementando desde un
valor inicial de 8.5 °Be hasta 28.5 °Be, la
temperatura se incremento a lo largo de las
charcas salineras de los 22.7 a los 27.5°C. Y
en el caso del pH se presentaron
fluctuaciones en el valor de este parametro
sin que se presentara ninguna tendencia
definida.
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Fig. 3. Evolucion de la Salinidad (°Be), la temperatura (°C) y pH en el sistema de charcas
salineras de la empresa ISYSA

Tomando estos datos en consideracion
se decidié que los sistemas de ensayo para
de

debieran

la  determinacién las actividades

enzimaticas se realizar

conservando las condiciones de salinidad de
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cada una de las charcas, manejando una
temperatura de 26°C, valor que se obtuvo al
sacar el promedio de las temperaturas
existentes en las charcas sujeto de estudio. Y

en el caso del pH se decidié6 manejar el valor
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de 8, para las charcas San Fernando,
Chocolatera, Vaso 6 y Via 3; 7.5 para las
charcas Chel, Polkos, Chojon, Anteojo
Morano, Poceb Xac y 7.3 para las charcas

Soledad, Nohoch, Chichan y Zapote usando

en todos los casos amortiguador de fosfatos,
en la tablal se resumen las condiciones de
ensayo que se usaron para cada una de las
charcas

Tabla 1. Condiciones seleccionadas para la determinacién de actividades enzimaticas.

Nombre de las Salinidad Temperatura
charcas (% NaCl) pH de ensayo de ?:lcs)ayo

San Fernando 8.5 8.0

Chocolatera 9.2

Vaso6 9.8

Via 3 12.6

Chel 16.6 7.5

Polkos 18.7 26
Chojon 21.7

A. Morano 23.2

Poceb Xac 24.2

Soledad 26.3 7.3

Nohoch 27.6

Chichan 28.3

Zapote 28.5

En la tabla 2 se presentan los datos de
las actividades volumétricas quitinolitica,
celulolitica, proteolitica y lipolitica
cuantificadas en la columna de agua y en la
zona de sedimentos del sistema de charcas
salineras de la empresa ISYSA y como se

puede observar el comportamiento de estas
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zonas es diferente, siendo la zona de
sedimentos la que presento los mayores
niveles de actividad enzimatica, esto es un
indicador de una actividad microbiana mas
intensa. La charca mas activa del sistema fue
la denominada “Soledad” ya que presento

buenos niveles de las cuatro actividades
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enzimaticas evaluadas siendo la actividad
quitinolitica la mas importante tanto en la
columna de agua, 141.04 pumol NaGlu/ml,
como en la zona de sedimentos, 271.88 pumol
NaGlu/ml. La

importante resulto ser la celulolitica, 70.07

segunda actividad mas

pmol Glu/ml, en la columna de agua y 102.85

pmol Glu/ml, en la zona de sedimentos. En
esta charca la salinidad expresada en % de
NaCl fue del 26.3% por lo que tanto los
microorganismo como las enzimas presentes
en la misma pueden ser catalogadas como
haléfilas extremas segun lo reportado por
DasSarman & Arora (2001)

Tabla 2. Valores de actividad volumétrica en la columna de agua y en la zona de sedimentos del

sistema de charcas salineras de ISYSA

COLUMNA DE AGUA

CHARCA Actividad Actividad Actividad Actividad Proteina
quitinolitica celulolitica proteolitica lipolitica pmol soluble
pmol NaGlu/ml pmol Glu/mi pmol de ac. butirico/ml (ng/ml)
Tirosina/ml
Sn. Fernando 29.61 18.92 0.41 4.46 14.05
Chocolatera 46.26 5.87 0.32 4.29 15.38
Vaso No. 6 43 32.78 0.14 3.75 18.08
Via No. 3 2.32 27.45 0.49 7.95 17.15
Chel 25.42 11.72 0.82 12.05 14.01
Polkos 25.44 10.67 0.33 11.16 12.75
Chojon 7.46 1.24 9.29 11.83
Anteojo 24.98 57.82 0 0 15.49
Morano
Poceb Xac 60.56 76.48 0.83 10.00 8.28
Soledad 141.04 70.07 1.29 13.57 7.24
Nohoch Xac 11.1 18.13 2.28 12.86 11.8
Chichan Xac 22.2 0 0.54 11.96 12.9
Zapote 15.73 21.05 1.04 12.05 8.76
ZONA DE SEDIMENTOS
Sn. Fernando 25.89 8.51 0.02 8.57 13.98
Chocolatera 3.7 59.16 0.03 3.39 19.9
Vaso No. 6 0.02 0 0.23 2.68 12.72
Via No. 3 22.65 21.86 0.01 0.89 13.75
Chel 30.04 59.94 0.93 11.96 12.61
Polkos 44.4 12.26 0.55 9.29 18.27
Chojon 54.9 0.29 10.98 17.52
Anteojo 280.67 52.5 1.11 9.73 10.24
Morano
Poceb Xac 133.18 46.9 0.36 9.11 12.16
Soledad 271.88 102.86 0.55 12.59 8.65
Nohoch Xac 51.8 13.05 BE 12.68 7.35
Chichan Xac 0 0 0 0 0
Zapote 0 0 0 0 0
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Cuando se calcularon las actividades
enzimaticas especificas, tabla 3, se encontré
que de la proteina soluble total, presente en
la columna de agua de esta charca, el
31.21% de la misma es una mezcla de las
actividades qutinolitica (19.48%), celulolitica

(9.68%), proteolitica (0.18%) vy lipolitica

(1.87%). Esto quiere decir que de los 1987 kg
de proteina soluble total que potencialmente
podrian ser recuperados de esta charca,
(tabla 4) 387.07 kg serian de enzimas
192.34 kg de

celuloliticas, 3.58 kg de enzimas proteoliticas

quitinoliticas, enzimas

y 37.16 kg de enzimas lipoliticas.

Tabla 3. Valores de actividad especifica en la columna de agua y en la zona de sedimentos del

sistema de charcas salineras de ISYSA

COLUMNA DE AGUA

CHARCA Actividad Actividad Actividad Actividad
especifica especifica especifica especifica
quitinolitica pmol | celulolitica umol | proteolitica umol | lipolitica pmol ac.
NaGlu/ug Glu/ug proteina de Tirosina/ug butirico/ug
proteina proteina proteina
Sn. Fernando 2.11 1.35 0.03 0.32
Chocolatera 3.01 0.38 0.02 0.28
Vaso No. 6 2.38 1.81 0.01 0.21
Via No. 3 0.14 1.60 0.03 0.46
Chel 1.81 0.84 0.06 0.86
Polkos 2.00 0.84 0.03 0.88
Chojon 0.00 0.63 0.10 0.78
Anteojo Morano 1.61 3.73 0.00 0.00
Poceb Xac 7.31 9.24 0.10 1.21
Soledad 19.48 9.68 0.18 1.87
Nohoch Xac 0.94 1.54 0.19 1.09
Chichan Xac 1.72 0.00 0.04 0.93
Zapote 1.80 2.40 0.12 1.38
ZONA DE SEDIMENTOS
Sn. Fernando 1.85 0.61 0.00 0.61
Chocolatera 0.19 2.97 0.00 0.17
Vaso No. 6 0.00 0.00 0.02 0.21
Via No. 3 1.65 1.59 0.00 0.06
Chel 2.38 4.75 0.07 0.95
Polkos 2.43 0.67 0.03 0.51
Chojon 0.00 3.13 0.02 0.63
Anteojo Morano 27.41 5.13 0.11 0.95
Poceb Xac 10.95 3.86 0.03 0.75
Soledad 31.43 11.89 0.06 1.46
Nohoch Xac 7.05 1.78 0.49 1.72
Chichan Xac
Zapote
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Tabla 4. Volumen de salmuera y contenido de proteina soluble que maneja el
sistema de charcas salineras de ISYSA

Charca Volumen (m°) Proteina soluble | Proteina solubles
(g/m®) total (kg)

San Fernando 156278 14.05 2195.71
Chocolatera 347332 15.38 5341.97
Vaso No. 6 578058 18.08 10451.29
Via No. 3 920337 17.15 15783.78
Chel 1269962 14.01 17792.17
Polkos 400374 12.75 5104.77
Chojon 441835 11.83 5226.91
Anteojo Morano 124478 15.49 1928.16
Poceb Xac 229880 8.28 1903.41
Soledad 274448 7.24 1987.00
Nohoch Xac 130975 11.8 1545.51
Chichan Xac 131800 12.9 1700.22
Zapote 232200 8.76 2034.07

Estos datos dejan entrever que ser usados como materia prima para la

eventualmente en los sistemas de charcas recuperaciéon de enzimas haléfilas extremas.
salineras de la empresa ISYSA podrian

recuperarse, ademas del cloruro de sodio,

extremozimas haldfilas de interés industrial
que estan siendo producidas de manera
simultanea al proceso de clarificacién de las
salmueras. Para ello seria necesario
establecer las condiciones de manejo de las
charcas para implementar un procedimiento
de recuperacion de estas enzimas sin alterar
el proceso de clarificacién de las salmueras.
En este contexto, resulta atractivo
cuantificar la presencia de este tipo de
enzimas en los efluentes que se generan en
la zona de cristalizadores “Amargos” para

evaluar la posibilidad de que estos pudieran
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RESUMEN

La protedmica estudia mezclas complejas de proteinas que proceden de muestras biolégicas
como cultivos de bacterias u hongos, pero también de plantas o tejidos de mamiferos y nos da
informacion sobre la sintesis de proteinas, su distribucion, vias de secrecién, asi como la
respuesta fisioldgica de un organismo a la variacion de las condiciones ambientales. Estas
diferencias son representadas en forma de patrones de proteina obtenidas bajo diferentes
condiciones y se denomina patrones de expresiéon diferencial, que son aprovechados para
identificar proteinas Utiles en diversos funciones. En el campo biotecnoldgico, las proteinas de
hongos como el género Aspergillus poseen un alto impacto en la actividad humana, pues se
utilizan en la elaboracion de aditivos, alimentos, clarificacion de bebidas o en el mejoramiento de
la calidad del papel. También se elaboran con ellas medicamentos, antibiéticos y otras proteinas
que permiten establecer nuevas técnicas de diagnéstico de enfermedades como el céncer,
infecciones bacterianas y de otros tipos. Todo esto es posible gracias a la manipulacién de las
condiciones ambientales en el medio y la respuesta del hongo ante ellas.
Palabras clave: Aspergillus, proteémica, secretoma.

ABSTRACT

Proteomics is the global analysis of complete sets of proteins from a great diversity of
complex mixtures of biologic samples. The changes on protein patterns named, differential
expression, could provide us information about the function of specific proteins or the response
of an organism to environmental changes. This information is used in benefit of society to
identify protein to establish new techniques and protocols to diagnose some diseases as cancer,
bacterial or virus infections and other kind of conditions. Fungal proteomics has been developed
recently, even when some fungus are industrially relevant. Aspergillus has a big impact on
biotechnology due to its ability to produce antibiotics, drugs, enzymes and food additives. Due to
Aspergillus is able to grow in unfavorable conditions, is capable to secrete a wide range of
enzymes to take advantage of circumstances. Some other secreted proteins are used as
antigens to produce specific vaccines. In the end all proteins either extra- or intracellular could
come as result of environmental changes.

Key words: Aspergillus, proteomics, secretome.
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INTRODUCCION

Desde la década pasada, cuando se
completé la secuenciacion del genoma
humano, el desarrollo de nuevas y mas
eficientes técnicas de secuenciacién masiva
de DNA, aceler6 la generaciéon de
conocimiento que prometia proporcionar la
informacion  suficiente para  entender
plenamente los mecanismos biolégicos y
con esto mejorar la obtencion de
medicamentos o implementar nuevos tipos
de terapias (Thomas et al., 2003). Sin
embargo, la informacién arrojada por el
estudio del genoma no ha sido suficiente
para comprender la complejidad de los
sistemas eucariontes, pues la presencia de
un gen no conlleva necesariamente su
expresién para producir un RNA mensajero,
que a su vez, de lugar a una proteina activa.
Proteina, que por otra parte, esta sujeta a
un riguroso control de activacion y demas
modificaciones postraduccionales (Glazer et
al., 2007). Oftros técnicas como los
microarreglos y la tecnologia de PCR en
tiempo real se sumaron a la genémica, y
han favorecido la generacion de informacién
que permite entender algo mas de los
sistemas biolégicos, abriendo también la
puerta a la proteémica (Klein et al., 2004).

El término “Protedmica” fue acufiado a
finales de los afios 90 para describir el
estudio de proteinas a gran escala, es decir,
un gran grupo de proteinas que provienen
de una misma linea celular u organismo
(Pandey et al., 2000). Con estos alcances,
pronto fue evidente que la proteémica era
una tarea compleja, pues un paso critico en

el establecimiento de las condiciones
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particulares de trabajo esta relacionado con
el tratamiento de la muestra.

Una herramienta muy importante en la
protedbmica ha sido la electroforesis en dos
dimensiones (2 DE) (O’ Farrel, 1975). Con
esta técnica se dio un salto hacia el estudio
de grupos completos de proteinas, no
obstante esta prometedora técnica mostraba
inconvenientes debidos a la baja
reproducibilidad del método, por lo que fue
temporalmente abandonada. Tiempo
después fue retomada, no sin antes haber
sufrido diferentes modificaciones dirigidas a
mejorar la resolucion de la separacion de las
proteinas (Gorg et al.,, 2000). A la par
nuevas técnicas de analisis y separacién de
proteinas fueron emergiendo como las
denominadas “libres de gel” implementadas
originalmente para proteinas de Escherichia
coli y Saccharomyces cerevisiae, 0 las
técnicas de Andlisis Multidimensional de
Proteinas (MudPiT por sus siglas en inglés),
que involucran el uso de cromatografia
acoplada a espectrometria de masas, sin
una separaciéon previa por electroforesis
(Washburn et al., 2001). Otras tecnologias
de analisis de proteinas mas sofisticadas
incluyen los arreglos de proteinas (Zhu et
al., 2001), la marcaciéon por afinidad
isotépica conocida como ICAT (por sus
siglas en inglés). Esta técnica consiste en la
marcacién con biotina unida a protinio (1H)
0 deuterio (2H) unido a un brazo con
marcaje (DO o D8) y a una iodo acetamida
gue reacciona covalentemente con tioles
unidos a residuos de cisteina de una
muestra de proteinas previamente reducida

y desnaturalizada (Gygi et al., 1999). Otra
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técnica recientemente implementada es el
marcaje de aminoacidos en cultivo con
isotopos estables (SILAC por sus siglas en
inglés), que incorpora aminoacidos con
marcaje radioactivo al metabolismo (Ong et
al., 2002) o el marcaje isobarico de aminas
reactivas acoplado a masas (iTRAQ-
MS/MS). Ambos son métodos actualmente
utilizados para reducir la complejidad de las
mezclas de péptidos (Parviainen et al.,
2011). Asi, el tratamiento que se dé a las
muestras y la concentracion de las proteinas
de interés dan la pauta para seleccionar el
mejor método de andlisis, no sin antes
sortear dificultades durante la recuperacion
de proteinas y que se asocian con la
presencia de sustancias propias de la
naturaleza de la muestra, generando
interferencias en los andlisis.
Independientemente del tipo de separacion
0 analisis elegido, el uso de la protedmica
ha incrementado en los Ultimos afios, pues
se reconoce su utilidad como una poderosa
herramienta de analisis en biotecnologia. En
el area clinica, las proteinas identificadas
por medio de estudios protedmicos son
utilizadas como marcadores moleculares,
que permiten asociar su presencia
directamente con enfermedades especificas
como el cancer o ciertos tipos de
infecciones (Encarnacién et al., 2005),
(Song et al.,, 2008). La relacion que las
proteinas guardan con la respuesta de un
organismo ante la infeccion es actualmente
investigada con ahinco (Chearkady et al.,
2008). Ejemplos de esto son un estudio
recientemente publicado sobre el analisis de

las proteinas del fluido cerebro espinal
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utilizado para identificar infecciones del virus
de VIH en etapas tempranas (Angel et al.,
2012) o el estudio de las proteasas
producidas por Plamodium falciparum, el
agente responsable de la malaria (Lilburn et
al., 2010). Una de las especies flngicas
patdbgenas para humanos es Aspergillus
fumigatus, que es responsable de causar
aspergillosis, una infeccién invasiva muy
comun en hospitales, y que estd asociada
con el 90% de mortandad en pacientes
inmunocomprometidos (Carberry et al.,
2007). No todos los representantes del
género Aspergilli presentan riesgos para los
humanos, pues la mayor parte de estos
hongos son saprofitos de vida libre, capaces
de utilizar una gran variedad de materiales
en descomposicion como fuentes de
carbono y nitrégeno. Estas caracteristicas
han sido explotadas por las que
actualmente poseen particular importancia
en el desarrollo de procesos biotecnolégicos
(Tekaia et al., 2005). De hecho, son
ampliamente utilizados en la industria de
alimentos, como en la produccion de
fermentados de Ila cocina tradicional
japonesa, asi como la elaboracién de
aditivos para alimentos y medicamentos de
tipo esteroideo. Algunos procesos que
involucran cultivos de hongos incluyen la
panificacion (Camacho & Aguilar 2003),
elaboracion y clarificacion de bebidas, la
produccion de antibiéticos, enzimas (Polizeli
et al., 2005), &cidos organicos y alcoholes
(Witteveen et al., 1995), asi como otros
productos farmacéuticos (Bennett, 1998), de
tal forma que resulta sorprendente el hecho

de que la investigacion del protebma de
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Aspergillus este aun restringida a unas
cuantas especies.

El propdsito de este trabajo es revisar el
estado actual de la investigacion del
proteoma de Aspergillus, abordando los
inicios de la investigacion en esta area, el
desarrollo de este campo y una breve
revision cronolégica de algunos de los
trabajos mas representativos sobre la
investigacién de la respuesta de estos

hongos a diferentes condiciones.

Obtencion y preparacion de la muestra

Los primeros esfuerzos de investigacion
protebmica no se enfocaron en la
separacion de las proteinas propiamente, de
hecho el principal problema fue obtener
mezclas de proteinas con la calidad
adecuada para analizar. Esto es; el origen
de la mezcla proteica determina el protocolo
a seguir. Asi, para obtener concentraciones
suficientes de las proteinas, que sea de

buena calidad y representativas de la

muestra original, es necesario aplicar un
tratamiento particular a cada una de ellas,
dependiendo de su origen. Esto se debe a
gque no es lo mismo tratar proteinas de
plasma sanguineo o tejidos humanos o
animales que muestras que provienen de
tejidos vegetales. En el primer caso, la
presencia de proteinas de alta abundancia
como albimina e inmunoglobulina
enmascaran a la proteina de interés y suele
ser un problema importante y dificil de
resolver en estudios de tipo clinico
principalmente (Ritorto & Borlak, 2011)
mientras que la presencia de sales,
polisacéaridos y fenoles es un problema mas
caracteristico de tejidos vegetales e incluso
algas (Chan, et al., 2002). Retirar impurezas
de la muestra no es una trivialidad pues
representa buena parte del trabajo total. La
tabla 1 muestra las principales interferencias
para la separacibn en 2-DE y sus

consecuencias.

Tabla 1. Mayores interferencias en 2DE y sus consecuencias

Interferencias

Consecuencias

Sales, buffer residual y otras pequefias
moléculas con carga

Pequefias moléculas i6nicas
endoégenas (nucledtidos, metabolitos,
fosfolipidos)

Las sales interrumpen el proceso de electroforesis. Durante el
isoelectroenfoque generan alta conductividad en la tira de gel, prolongando el

tiempo de separacion

Estas sustancias son cargadas negativamente y causan una pobre separacion

en el anodo

Albumina e 1gG son los mayores componentes proteicos del suero humano. Su
alta concentracion puede enmascarar la presencia de otras proteinas con punto
isoeléctrico o peso molecular semejante.

El SDS normalmente utilizado puede interferir fuertemente con el
isoelectroenfoque formando complejos con proteinas donde aquellos
negativamente cargados no seran separados
El incremento en la viscosidad de la muestra genera la formacion de fondo. Los
acidos nucleicos de alto peso molecular pueden ocluir los poros del gel. Se
pueden unir a las proteinas formando complejos que no se resuelven
Pueden ocluir los poros del gel causando precipitacion o extension de los
tiempos de isoelectroenfoque, generan estriado horizontal y causan interaccion
con proteinas con carga negativa
Reducen solubilidad de la muestra. Pueden afectar el pl y peso molecular
Lipidos aparente de las proteinas. Forman complejos con detergentes reduciendo su

efectividad

Albuminay otras proteinas de alta
abundancia

Detergentes ionicos

Acidos nucleicos

Polisacaridos

Compuestos fendlicos Pueden modificar proteinas por medio de una reaccion catalizada por enzima

Material insoluble Puede ocluir los poros del gel
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Sumado a lo anterior, establecer un
método adecuado de determinacion de
proteina en estudios protedmicos puede ser
un gran reto cuando la muestra adn no
posee la calidad adecuada y presenta
componentes diferentes de las proteinas.
Esto se debe a que la determinacion puede
variar en funcion de las impurezas
presentes, de acuerdo con la naturaleza del
método de ensayo seleccionado (Okutucu et
al., 2007). Fragner, et al., (2008), encontro
que la concentracion de proteina puede
variar dramaticamente dependiendo del
método utilizado para su cuantificacion.
Estos autores wusaron tres diferentes
técnicas de andlisis; Bradford, Lowry y el
método del acido bicinconinico BCA (por
sus siglas en ingles) para determinar los
niveles de proteina de cultivos de
Coprinopsis cinerea. Ellos observaron
diferencias importantes para la misma
muestra de proteina determinada con
dichos métodos. Los valores que
determinaron oscilaron entre 42.9+2.3,
738.9+51 y 1701.7+253ug/mL empleando
los protocoles de Bradford, Lowry y BCA,
respectivamente. Al observar diferencias tan
dispares, optaron por determinar la cantidad
de proteina por densitometria en SDS-
PAGE, extrapolando su valor a geles de 2-
DE, demostrando asi que dadas Ilas
variaciones halladas en sus
determinaciones, ningin método es 100%
confiable en casos como este.

En el caso de Aspergillus, existe una
gran lista de componentes propios de sus
cultivos que cusan variabilidad en las

determinaciones de proteina. Precisamente,
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en cultivos de Aspergillus seccion nigri
existen al menos 150 metabolitos
secundarios y micotoxinas bien descritos en
estas especies, 30 de los cuales estan
espectrofotométricamente  caracterizados
con maximos de absorcion alrededor de los
280 nm (Nielsen et al, 2009). Esto
representa un problema debido a que
algunos de estos pueden dificultar una
adecuada determinacion de proteinas con
los diferentes métodos, pues cada uno
presenta incompatibilidad con diferentes
sustancias. El método de Bradford por
ejemplo, es uno de los mé&s empleados y
tiene como principio la uniébn de un
colorante con aminoécidos bésicos o
aromaticos. De tal forma que la presencia
de interferencias, particularmente de
compuestos aromaticos vuelve incierta la
determinacion  precisa de
(Bradford et al., 1976). La tabla 2 muestra

los principales métodos de determinacion de

proteinas

proteina, fundamento y algunas sustancias
incompatibles.

Cuando el tratamiento de la muestra y la
determinacion de proteinas se han resuelto,
puede surgir un nuevo problema: la
adecuada solubilizacion de las proteinas
para obtener una buena resolucién en la
separacién. Unos de los pioneros en este
tema fueron Nandakumar et al. (2002), en
cuyo trabajo recuperaron y analizaron
proteinas obtenidas a partir de cultivos de
Aspergillus oryzae. Ellos probaron diferentes
métodos de lisis celular; rompimiento
mecanico con perlas de vidrio, lisis alcalina
y ebullicién con NaOH 0.2 N, ebullicién de

la muestra con SDS vy lisis con un reactivo
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Tabla 2. Métodos de determinacién de proteina, principios e incompatibilidades

Método Principio

Caracteristicas

Incompatibilidades

Desarrollo de color por
interaccion de cobre y
amino&cidos aromaéticos
potencializadas por
formacién de complejo
cobre-proteina reducido por
Fosfomolibdato-
Fosfotungstico.

Lowry

Union especifica de azul
brillante de Coomassie-
R250 y and aminoéacidos
alcalinos como arginina y
amino&cidos aromaticos en
medio acido

Bradford

Reduccion del ion Cu?" a
.. 1+ ;2
ién Cu™ con formacion del
complejo parpura 'y
formacién de complejo de
la sal conjugada del acido
bicinconinico en medio
alcalino

Acido Bicinconinico
(BCA)

Formacién de complejo
entre proteina y reactivo
nano naranja

Nano naranja

Basado en el método
de Bilret, pero es 100
veces mas sensible.
Detecta 1 a 20 pg de
proteina. La muestra
es medida por cambio
de absorbancia a 750
nm.

Este método es mas

sensible que Lowry.

Detecta desde 1 a 10
ug de proteina.

La muestra se mide a
595 nm frente a una
curva estandar de
albimina de suero-
bovino.

Es otra mejora al
método de Bilret. El
acido bicinconinico se
une selectivamente al
cu®, formando un
complejo que se
determina a 562 nm. y
puede detectar desde
5 a 250 pg/mL

Desarrollo de
fluorescencia
determinada a 485/590
nm. formacién de un
complejo muy estable

Depende del contenido de tirosina 'y
triptéfano de la muestra.
Fenoles (excepto nitrofenol), acido
sulfosalicilico y timol reducen
especificidad .lones como potasio,
magnesio, EDTA, Tris, tioles y
carbohidratos causan interferencias
(Lowry, 1951).

Depende del contenido de arginina
y aminoéacidos aromaticos en la
muestra. Fenoles y otros grupos

aromaticos presentan interferencia
en la determinacion, asi como la

presencia de Tris, glicerol, triton X-
100 y acetona (Bradford 1976),

(Compton, 1985).

Depende también de la presencia
de aminoacidos aromaticos, pero
es menos susceptible a
interferencias. Solo concentraciones
superiores a 1% de detergentes
pueden reducir la reproducibilidad
del método (Smith 1985).

Sensible a la presencia de DTT,
sales, EDTA, CaCl,, y
principalmente bajas
concentraciones de SDS, Tween 20
y Tritén X100 (Garcia-Arellano y
Vazquez-Duhalt 1998).

comercial llamado Y-PER (Thermo Fischer
Rockford, IL, USA). Las
proteinas fueron separadas por SDS-PAGE

Scientific Inc.

y 2-DE, hallando que en tres de los cuatro
casos (solucién alcalina, Y-PER and SDS)
algunas de las proteinas se perdian durante
el tratamiento. En muestras tratadas con Y-
PER particularmente se perdian aquellas
con peso molecular menor a 30 kDa, con
solucion alcalina caliente las bandas de
proteinas se distribuian en todos los pesos
moleculares, pero perdian mucha proteina,
mientras que con detergente caliente
perdieron bandas de proteinas con peso
molecular superior a 90 KDa. El tratamiento
mecanico resulté

aportar mayores

beneficios, pues no solo se obtenia una
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concentracién mayor sino que se distribuian
en todos los pesos moleculares. No
obstante, la calidad de las proteinas que
obtenian no era suficiente para realizar una
adecuada separacion en SDS-PAGE o 2-

DE. Al afio siguiente, (Nandakumar et al.,

2003) propusieron una técnica
complementaria en la que el extracto
proteico era precipitado usando una

solucion de TCA y solubilizado en una
solucién de NaOH 0.2 N antes de realizar la
solubilizar
NaOH,

evitaban la serie de lavados con acetona

separacién electroforética. Al
directamente en soluciéon de
post-precipitacion  recomendado en el
método tradicional y ademas mejoraron la

solubilidad de su muestra en buffers
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desnaturalizantes tanto para emplear
protocolos de SDS-PAGE como para 2-DE.
Problemas semejantes se han
observado con muestras de cultivos de otros
hongos, como el basidiomiceto Coprinopsis
cinérea crecido en medio liquido con
glucosa. En un estudio en el que probaron
al menos tres diferentes métodos de
precipitacion, seleccionaron una solucion de
TCA/acetona como el método mas
adecuado. Sin embargo, observaron que el
principal inconveniente, fue la mala
solubilizacién del precipitado, que ni la
adicion NaOH antes propuesta por
Nandakumar et al. (2003) ni la sonicacién de
la muestra fue suficiente lograr su adecuada
solubilizacién. Optaron por ajustar el pH del
precipitado con solucién amortiguadora de
Tris para solubilizarla (Fragner et al., 2009),
demostrando una vez mAas que en
protocolos de protedmica no hay nada
escrito y todo depende de las caracteristicas

de la muestra.

La diversidad de la investigacién proteémica

A pesar de las limitantes que puede
presentar la proteémica, como la dificultad
para establecer protocolos estandar para el
tratamiento de muestras, la considerable
variacion por las técnicas de determinacion
de proteinas o la eleccion del método de
secuenciacion empleado, se le reconoce
como una compleja y poderosa herramienta
de analisis. Esto es porque permite ampliar
el espectro de estudio, desde proteinas
puntuales como se habia hecho todavia en
afios recientes, hasta grupos completos de

proteinas, multiplicando asi la informacion
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gue se obtiene en cada experimento. Es
tanta la informaciéon que puede generarse
incluso dentro en el estudio de un solo
organismo, que existe un numero ilimitado
de enfoques posibles. Recientemente se
han publicado trabajos que se especializan
en el analisis del proteoma de fracciones
subcelulares u organelos especificos, la
fraccion intracelular citoplasmatica haciendo
especial énfasis en las relaciones que estas
proteinas tienen en vias metabdlicas. Asi,
podemos encontrar estudios protedmicos
especializados en proteinas de secrecion,
gue reciben el nombre de secretomas o
estudios relacionados con proteinas de
pared celular, proteinas intracelulares, o de
organelos particulares. Estos estudios se
han denominado sub-proteomas y la
informacién que se genera se relaciona con
estudios del genoma, transcriptoma o
metaboloma de las especies estudiadas,
ampliando asi la comprensién de los
mecanismos y estrategias utilizadas por el
sistema de estudio. De hecho, la asociacion
de las diferentes areas de la proteémica y
su vinculacion con el genoma vy
transcriptoma han hecho posibles grandes
avances en la integracién del conocimiento.
A continuacién se presenta una descripcién
de los estudios mas relevantes en
protebmica de Aspergillus, que han sido
divididos en areas de acuerdo con el origen

las proteinas de interés.

Secretoma
El pionero en el estudio de un
secretoma de Aspergillus fue Medina

(Medina et al., 2004), que estudio el efecto
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de la rutina, un flavonoide usado desde
principios del siglo pasado para tratar la
“debilidad” capilar, asociada con Ila
hipertension (Bustinza & Caballero 1948) en
la secrecion de proteinas por Aspergillus
flavus. El estudio de Medina, se baso en el
tipo de proteinas secretadas por A. flavus
en medio agar papa-dextrosa con y sin
rutina. Observaron importantes cambios en
la morfologia del micelio de A. flavus en
ambas condiciones. A pesar de que en
estudios preliminares habian observado que
en medios inducidos con rutina se
producian, concentraciones de proteina tres
veces mayores, al determinar nuevamente
la concentracion de proteina en ambas
condiciones, no obtuvieron datos
contundentes que indicaran que la rutina
estimulara de manera importante la
secrecion. Sin embargo, las diferencias
fueron asociadas con en el tipo mas que
con la cantidad de proteinas producidas en
cada condicion. Utilizaron un sistema
acoplado de 2-DE y MALDI-TOF/MS con el
que identificaron 22 proteinas secretadas en
medio con rutina y que estuvieron ausentes
en los cultivos sin rutina. Entre las proteinas
mas abundantes hallaron enzimas de tipo
glucosilhidrolasas como a-amilasas, o-L
arabinofuranosidasa, o-manosidasa y pB-
galactosidasa, ademas de proteasas Yy
enzimas que intervienen en el metabolismo
oxidativo. Un afio més tarde, extendieron su
trabajo al incluir la comparacion de
proteinas obtenidas en cultivos con glucosa
(Medina et al., 2005), hallando 16 proteinas
extracelulares comunes en los cultivos con

glucosa y agar papa dextrosa con o0 sin
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rutina, 18 proteinas que se hallan solo en
presencia de rutina, 10 Unicamente en
glucosa y dos solo en PDA. Tanto las
proteinas exclusivas de una condicién como
las demas fueron clasificadas en tres grupos
principales: Enzimas del metabolismo de
carbohidratos, enzimas relacionadas con
protedlisis o peptiddlisis y enzimas con
actividad oxido-reduccion. A pesar del
extenso estudio, la informacion que
obtuvieron indica que las proteinas
producidas en las tres condiciones son tan
diversas que no fue posible relacionarlas
para establecer un patron particular de
proteinas para cada condicion.

El mismo afo, un grupo de investigacion
japonés (Zhu et al., 2005) realizaba el
analisis de las proteinas secretadas durante
la germinacion de las conidias de A. oryzae
en medio con glucosa. Ellos estudiaron la
relacion entre la aparicion de los tdbulos
germinales y las proteinas que son
secretadas durante el proceso. Entre las
proteinas mas abundantes que identificaron
se encontraba una Taka-amilasa A (TAA),
seguida de Glucoamilasa A (GLAA) vy
Aspergillopepsina A (PEPA). Durante la
revision informéatica de las proteinas
encontraron que su identidad podia variar
entre ellas, es decir; una de las proteinas
podia ser identificada como Taka amylasa A
o0 como Aspergillopepsina con porcentajes
de identidad muy semejantes en las
diferentes bases de datos -consultadas,
haciendo mas dificl su confiable
identificacién. Esta discrepancia se explica
por la naturaleza del andlisis, ya que las

proteinas fueron identificadas por huella
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digital o Peptide Mass Finger Printing
(PMFP), una técnica ampliamente difundida
durante los inicios de la investigacion en
prote6mica, que si bien sigue siendo
utilizada, es mas recomendada para la
identificacion de mezclas simples o
proteinas puras y no para mezclas
complejas, ya que depende en gran medida
del azar al analizar un péptido aleatorio,
razén por la cual se requiere un porcentaje
alto de cobertura en el andlisis (Mann et al.,
2001). Esta caracteristica ha hecho que el
andlisis de huella digital fuera desplazado
como método de andlisis, tan pronto como
se implementaron los sistemas de
espectrometria de masas acoplado a masas
(MS/MS) que mejoraron la capacidad de
identificacién de secuencias por medio del
analisis simultaneo de péptidos multiples.
Este sistema no esta sujeto al analisis
aleatorio de un solo péptido como con
PMFP (Heakman et al., 2007), evidenciando
que hace falta considerar también el método
de analisis y secuenciacibon como una
variable mas en el andlisis protedmico.

Por otra parte, también un grupo de
investigacién japonés (Nguyen et al., 2005)
complemento6 el trabajo anterior,
demostrando que la enzima Taka amilasa
esta presente incluso mucho antes de la
germinacion de las conidias,
independientemente de la fuente de
carbono utilizada. Cuando probaron
almidén, glucosa y glicerol, observaron que
la secrecion de esta enzima se daba
independientemente de la fuente de
carbono utilizada por las conidias, indicando

que podria tratarse de una enzima
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constitutiva y que posee gran importancia
como parte de los mecanismos de
germinacion conidial.

Por otra parte, en un estudio en el que
se empleo salvado de trigo en medio liquido
y soélido (Biesebeke et al, 2006) se
identificaron 5  diferentes  proteinas
procedentes del cultivo de A. oryzae. Las
proteinas obtenidas en ambas condiciones
fueron separadas por SDS-PAGE y sus
secuencias fueron obtenidas por analisis del
amino terminal por degradacion de Edman.
Las diferencias observadas en los patrones
de proteinas fueron escasas pero lograron
identificar una a-amilasa, una arabinosidasa
Ay una xilanasa en medio liquido, mientras
gue en medio solido solo identificaron una
quitinasa y una formato deshidrogenasa,
mientras que tres proteinas mas no fueron
identificadas. EI mismo afio se publicé uno
de los trabajos mas completos en lo que se
refiere a proteinas de secrecién en cultivos
de Aspergillus (Oda et al., 2006) pues esta
centrado en el andlisis de proteinas de A.
oryzae en cultivo sumergido y solido. En
este trabajo observaron una diferencia
dramética en el nimero y concentracién de
proteinas secretadas en cultivo sélido y
sumergido, obteniendo 53 y 77 mg de
proteina/g de micelio en medio sélido en 32
y 40 horas de cultivo respectivamente,
mientras que en medio liguido se
alcanzaron solo 13 y 11.9 mg de proteina/g
de micelio en los mismos tiempos de cultivo.
Al analizar los patrones de proteinas,
observaron que para 0-12 h existen
proteinas de bajo peso molecular

distribuidas en puntos isoeléctricos de 4.5-
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5.5. A las 12 h la imagen de 2DE muestra
una mancha de proteina que fue identificada
como a-amilasa y que permanecio hasta el
final del cultivo (40 h), incluso cuando todos
los patrones de proteinas cambiaron
mostrando proteinas de alto peso molecular
mayoritariamente distribuidas en puntos
isoeléctricos 4cidos. Observaron también 8
proteinas comunes al cultivo liquido y sélido
que fueron: Taka amilasa A, B-glucosidasa,
precursor de proteasa alcalina, xilanasa F3,
a-L-arabinofuranosidasa, xilanasa  G1,
catalasa B y una proteina identificada como
xilosidasa/arabinosidasa. Estos resultados
fueron congruentes no solo con los de
Biesebeke (Biesebeke et al., 2006) sino con
los de Zhu (Zhu et al., 2005) ambos
mencionados antes, en los que la Taka
amilasa tiene un papel importante incluso
desde la aparicién del tdbulo germinal
durante la germinacion de las esporas. Taka
amilasa A, fue ubicada por Oda como una
proteina de unién a pared celular que se
presenta en condiciones de cultivo
sumergido pero que es principalmente de
secrecion en cultivo soélido.

Un nuevo estudio sobre las proteinas de
A. oryzae obtenidas en cultivos para la
produccién de salsa de soya (Liang et al.,
2009) revelo informacion interesante relativa
a la similitud entre las proteinas aqui
halladas y las identificadas en el trabajo de
Oda (Oda et al., 2006), incluso cuando las
condiciones de cultivo fueron
completamente diferentes. Observaron que
a pesar de que la salsa de soya es un
medio sumamente abundante en proteinas

en el que esperaban un perfil de expresién
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diferencial rico en proteasas, solo tres de las
proteinas que lograron identificar lo eran:
alanil dipeptidil peptidasa, glutaminasa, que
habian sido descritas ya por Oda en cultivos
con salvado de trigo, y aspergillopepsina
gue al igual que taka amilasa A habian sido
previamente descrita por Zhu (Zhu et al.,
2005) en cultivos con glucosa. Esto es
indicativo de que algunas proteinas son
producidas independientemente del medio
de cultivo y que podrian cumplir funciones
vitales para el crecimiento del hongo.

La protedmica de hongos ha tenido giros
diversos, uno de ellos fue la tendencia a
centrar la investigacion en el andlisis de la
expresion diferencial de proteinas durante
interacciones bioldgicas. Estas interacciones
son abundantes en la naturaleza entre
organismos de diferentes ecosistemas, y
pueden darse también entre hongos y otros
organismos. Schneider et al. (2010)
estudiaron la respuesta biologica de la
degradacion de hojarasca por el ascomiceto
Aspergillus  nidulans, observando la
variacion cinética de la actividad enzimatica
de proteasas, celulasas y pectinasas, asi
como el crecimiento celular comparado
entre cultivos independientes 'y en
interaccién con la bacteria mesofila gram-
negativa Pectobacterium carotovorum. En
primer lugar identificaron que el crecimiento
de A. nidulans fue menor en presencia de P.
carotovorum, mientras que P. carotovorum
creci6 mejor en presencia de A. nidulans.
Dado que crece mas rapido y es incapaz de
secretar muchas de las enzimas, se
identifico que P. carotovorum crece a costa

de A. nidulans como lo revelaron los
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patrones de actividad proteolitica,
celulolitica y pectinolitica, dandonos un
ejemplo mas de comportamiento engafioso
en la naturaleza, puesto que P. carotovorum
obtiene ventajas para su crecimiento sin
pagar ningln precio.

Otros estudios sobre la protedmica de
Aspergillus se han enfocado en identificar
los cambios que se reflejan en el patrén de
proteinas por efecto de diferentes fuentes
de carbono. Han et al. (2010) analizaron el
proteoma de Aspergillus terreus cultivado en
sacarosa, glucosa y almidén. Identificaron
exitosamente 82 manchas a partir de geles
2-DE y nano-LC-MS/MS, 16 de estas
proteinas fueron halladas exclusivamente
en sacarosa, 3 en glucosa y ocho en
almidon. Doce proteinas fueron comunes en
al menos dos medios de cultivo; la mayoria
tenian actividad proteolitica y glucésido-
hidrolasa. Sin embargo, el hallazgo mas
interesante en este trabajo fue el
descubrimiento de algunas enzimas
polisacarido-hidrolasa en cultivos con
sacarosa. Muchas enzimas glucosidasas
estan usualmente sujetas a represion por
carbono en presencia de azucares
monoméricos como glucosa, que ejerce
regulacion sobre el promotor xInR
previamente descrito en A. nidulans y otros
Asperqilli (Tamayo et al., 2008). Entonces,
hallar glucosidasas en un medio con
sacarosa, no es nada anormal, pero
encontrar  precursores de endo-1,4-B-
xilanasa y 1,5-a-L-arabinosidasa A, es poco
probable debido a que este tipo de
proteinas son reprimidas en presencia de

glucosa (van Peij, 1999). Por otra parte, Lu
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et al. (2010) cultivaron Aspergillus niger en
medio definido con xilosa 0 maltosa como
fuente de carbono y observaron que en los
medios con xilosa, las proteinas
extracelulares identificadas fueron
xilanasas, pB-xilosidasas, arabinofurano-
sidasas, arabino furanohidrolasas, endoglu-
canasas, B-glucosidasa, glucoamilasa, o-
galactosidasa, feruloil esterasa, glucanosil
transferasa y quitinasas incluso cuando
algunas de estas enzimas pueden estar
reguladas por represion por carbono que se
efectlla también en presencia de xilosa. En
los cultivos con maltosa por otra parte, las
proteinas que fueron identificadas
corresponden mayoritariamente a
glucoamilasas halladas en manchas de
geles 2 DE en diferentes posiciones,
indicando que es posible que se trate de
isoenzimas. Asi mismo, las proteinas
normalmente reguladas por el gen XInR
como xilanasa A, xilanasa B o feruloil
esterasa estuvieron totalmente ausentes,
dando evidencia de cada fuente de carbono
estimulan al hongo a echar a andar
mecanismos diferentes para su asimilacion.

Para identificar la presencia de enzimas
con actividad glucésido hidrolasa como las
arriba mencionadas Kim et al. (2007)
propusieron una estrategia para identificar
enzimas con actividad p-glucosidasa
directamente sobre geles 2-DE, utilizando
sustratos fluorescentes como 4-
metilumbeliferil-B-D-glucdsido, a partir de
cultivos de A.nidulans. El uso de sustratos
fluorescentes no es tan novedoso, puesto
gque este tipo de sustratos fueron usados

varios afios atrds con el mismo propdsito
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(van Tielburgh et al., 1982). No obstante, el
aspecto mas innovador fue su aplicacion en
2-DE, puesto que recuperar la actividad
enzimatica después del tratamiento
desnaturalizante, con altas concentraciones
de urea, que rompe las interacciones entre
proteinas o el uso de ditiotreitol y
detergentes como CHAPS hace
practicamente imposible la renaturalizacion
de las proteinas. Ademas, la seleccién de la
especie de estudio: A. fumigatus es per se
novedoso, ya que la mayor parte de las
investigaciones que se realizan con esta
especie tienen aplicaciones clinicas.

Buena parte del trabajo realizado en el
campo de la protedmica involucra técnicas
de  separacion de proteinas  por
electroforesis en dos dimensiones con
analisis de secuencias por huella digital de
péptidos, MALDI-TOF u otros arreglos de
espectrometria de masas. Sin embargo, con
el fin de mejorar la identificacion de péptidos
fueron implementados con bastante éxito,
nuevos métodos de separacion de
proteinas. Sin embargo, el creciente
aumento en el ndmero de estudios de
protedmica se debe no solo a la mejora de
las técnicas analiticas, sino que va de la
mano de las nuevas tecnologias como la
bioinformética, que también ha respaldado
los estudios en gendémica, permitiendo la
prediccién de proteinas no descritas
previamente y cuya presencia ha sido
comprobada posteriormente utilizando la
proteébmica. Braaksma et al. (2010)
realizaron la prediccion in silico de proteinas
de secrecién en cultivos de A. niger y

posteriormente compararon Sus
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predicciones con las secuencias de
proteinas que obtuvieron por analisis en
“shotgun”, un tipo de secuenciaciéon que
emplea cromatografia de liquidos acoplada
a espectrometria de masas no requiere una
separacion previa por 2-DE. Al comparar las
proteinas que hallaron en cultivos con
sorbitol y acido galacturénico, observaron
gue la mayoria de las proteinas con
conocida accion sobre carbohidratos se
encontraban con ambas fuentes de carbono
y con ayuda de informacion del
transcriptoma de A. niger en ambas
condiciones, observaron que el sistema
pectinolitico era fuertemente inducido en
presencia de &cido galacturonico. Por otra
parte, las secuencias de péptidos
identificados como proteinas hipotéticas sin
homologia previamente descrita en otras
especies pudieron ser predichas solo en un
85% de los casos, evidenciando que
aunque su propuesta de prediccién puede
ser muy acertada, esta sujeta a la existencia
de secuencias de gen y las anotaciones
previamente realizadas para una secuencia
particular.

En los dltimos 10 afios, se ha publicado
un namero considerable de trabajos
relativos al proteoma de Aspergillus, sin
embargo, un porcentaje muy elevado esta
dirigido solamente al estudio de A.
fumigatus debido en gran medida a la
trascendencia que posee la identificacién de
sus proteinas en el area médica, por lo que
una breve resefia de la investigacion que se
ha realizado sobre su proteoma merece una

mencién aparte.
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A. fumigatus es un conocido agente
infeccioso de gran relevancia en el campo
de la medicina. Al igual que otros hongos,
es capaz de establecer contacto con su
hospedero mediante sus conidias, causando
dafios  principalmente en  pacientes
inmunodeprimidos, por lo que entender sus
mecanismos de invasién y virulencia es un
asunto de gran importancia. Asif et al.
(2005) realizaron el andlisis de proteinas
superficiales de conidias de A. fumigatus,
para identificar algunas de las proteinas
que estan directamente relacionadas con su
invasion y virulencia. De acuerdo con los
modelos clasicos de inmunologia, para que
las células T- intervengan en la reaccion
inmune, los macréfagos deben primero
envolver al agente infeccioso y entonces
liberar un péptido antigeno via moléculas
tipo MHCII a las células T con receptores
especificos y asi algunas proteinas de la
superficie conidial podrian ser candidatas a
antigenos de vacunas. En total lograron
identificar 26 proteinas de superficie
conidial, pero la mas importante fue la
hidrofobina Hypl. Ademas de la hidrofobina,
el resto de las proteinas halladas fueron
lipasa, disulfuro isomerasa, y
endopeptidasa. Concluyeron que tanto la
lipasa como disulfuro isomerasa pudieran
jugar un rol importante en el proceso
invasivo debido a que son capaces de
inducir dafios celulares para facilitar la
adherencia de las conidias, asi como
intervenir en los mecanismos de
plegamiento de proteinas antigeno/alergeno
de A. fumigatus. Otros estudios importantes

son los trabajos realizados por Kniemeyer et
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al. (2008) en el que realizaron la busqueda
de proteinas caracteristicas de los procesos
infecciosos de A. fumigatus, también el
trabajo de Vdodischet al. (2009) en el cual
construyeron un mapa protedmico de las
proteinas intracelulares y mitocondriales de
A. fumigatus a partir de cultivos con glucosa,
o el trabajo de Wartenberg et al. (2011) en
el que demuestran que la proteina con
mayor nivel de secrecion es la  Asp-
hemolisina, que se produce
independientemente del medio de -cultivo
aunque no sea una proteina relacionada
directamente con la virulencia de la cepa.
Mas trabajos en la misma linea, incluyen el
andlisis de proteinas involucradas con la
respuesta del hongo al choque térmico
(Albretch et al., 2010) y la identificacion de
factores de virulencia (tiles como
marcadores moleculares para la
identificacién de los procesos de infeccion
(Kumar et al., 2011).

Subproteoma y proteoma intracelular
Mientras algunas de las investigaciones
sobre el protebma se concentran en el
estudio de las proteinas de secrecion, otros
se especializan en el estudio de proteinas
intracelulares, estableciendo la relaciéon que
la presencia de éstas proteinas tiene con el
desarrollo de diversas enfermedades, la
patogenicidad de cepas y la respuesta a
farmacos o a variables ambientales. En
algunos casos, estos estudios deben ser
mas especificos, centrdndose en las
proteinas que forman parte de estructuras
subcelulares, estudios que se denominan

subproteémas. Un ejemplo de subproteoma
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de Aspergillus fue obtenido por Bruneau et
al. (2001). Ellos buscaron proteinas unidas
a residuos de glicosilfosfatidil-inositol y que
tienen como funcién la sintesis de pared
celular, asi como la incorporacion de B 1-6
glucano a la misma, fenémeno asociado con
la elongacion del micelio, floculacion y
adhesién a superficies. Utilizando una
ingeniosa  combinacion  de  hidrdlisis
enzimatica, anticuerpos policlonales, 2-DE y
espectrometria de masas, compararon las
secuencias de proteinas de A. fumigatus
con el genoma de S. cerevisiae, puesto que
el genoma del primero no fue publicado sino
hasta 2005 (Nierman et al., 2005). Asi,
hallaron que seis proteinas tenian una
funcion predicha como B-1,3-
glucanosiltransferasa, fosfatasa, fosfolipasa
y B-1,3 o B-1-4 glucanasa.

Al afio siguiente, Melin et al. (2002),
publicaron el proteéma de A. nidulans
asociado con la respuesta a la presencia de
concanamicina A. En primer lugar,
observaron cambios en la morfologia del
micelio acompafiado por diferencias en los
patrones de proteina 2-DE que se asociaron
con la presencia del antibiético, asi como la
regulacién positiva y negativa de algunas
proteinas. Las proteinas desreguladas
(regulacion negativa) fueron identificadas
gracias a su semejanza con dos proteinas
previamente descritas en A. nidulans. Una
de estas proteinas esta relacionada con el
control of global sintesis de aminoécidos, y
la diferenciacion sexual del hongo. La otra,
fue identificada como gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa, una importante

enzima de la glucdlisis. Las secuencias de
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las proteinas con regulacién positiva no
fueron claramente asociadas con ninguna
otra existente en bases de datos, por lo que
la limitada informacion existente hasta ese
momento fue el principal obstaculo para la
plena identificacion de tales proteinas. A
pesar de esto, se identificaron como
proteinas parecidas a otras inducidas por
cadmio previamente descritas en Candida
sp.

Stréom et al. (2005) realizaron cultivos
mixtos de A. nidulans y Lactobacillus
plantarum MILAB 393 para evaluar el efecto
del cultivo mixto en el crecimiento del
hongo.  Adicionalmente, probaron el
crecimiento de A. nidulans en presencia de
acido lactico, acido 3-fenil lactico y ciclo (L-
Phe-L-Pro) sustancias con conocido efecto
anti fungico y que son producidas por L.
plantarum. Ademas de encontrar diferencias
en la morfologia de A. nidulans durante el
crecimiento, observaron el cambio de cinco
proteinas especificas en los patrones de
proteina obtenidos, no solo por la intensidad
de las manchas en los andlisis de 2-DE,
sino por la posicién que ocupaban. Cuando
estas manchas fueron secuenciadas,
encontraron que tres de cinco proteinas
tenian la misma secuencia, y las dos
restantes eran semejantes entre ellas,
incluso cuando tenian posiciones diferentes
de acuerdo con su punto isoléctrico y peso
molecular. Esas proteinas fueron
denominadas Lbu A y Lbs A y ambas tenian
regulacion positiva en el cultivo mixto en
presencia de las tres sustancias, y una de

ellas, la Lbs A mostré un elevado grado de
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similitud con la proteina anotada NADH-
ubiguinona oxidoreductasa.

Kniemeyer et al., (2006) publicaron la
optimizacién de un protocolo 2DE para
proteinas intracelulares de A. fumigatus, en
el que tras romper el micelio, precipitaron la
proteina recuperada probando dos métodos:
el producto comercial “2D-Clean Up (GE
Health care life sciences) y precipitacién con
TCA/acetona. Probaron también diferentes
buffers de lisis en donde modificaron la
concentraciéon de Urea, tiourea y CHAPS.
Compararon los patrones obtenidos con los
diferentes métodos sin encontrar diferencias
importantes en los geles 2D, pero la
cantidad de proteina recuperada con
TCA/acetona era superior al doble de la que
obtenian con el producto comercial de lisis.
Encontraron que incluso cuando el nimero
e intensidad de las manchas halladas con el
tratamiento con Clean up fue mayor que
usando buffer de lisis, SDS/2D clean up y
TCA/acetona, la definicibn de manchas fue
mayor con TCA/acetona. Aun asi asumieron
que los patrones resultantes fueron
similares. Por otra parte, cuando
compararon la efectividad de los cinco
buffers de lisis, hallaron que el buffer con 7
M Urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 0.8%
anfolitas, 20 mM DTT y 20 mM Tris dio los
mejores resultados. También probaron dos
fuentes de carbono distintas para buscar
diferencias en los patrones de proteina vy el
efecto de la represion por carbono, hallando
que en presencia de etanol A. fumigatus
presentaba un fuerte efecto de regulacion
positiva sobre las enzimas necesarias en el

ciclo del glioxilato, gluconeogénesis vy
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oxidacion de etanol, mientras que en
presencia de glucosa, un menor nimero de
proteinas mostraban un  incremento
importante. No fue sorprendente encontrar
que las enzimas de la ruta glucolitica fueran
reguladas positivamente.

Kimet al. (2007) obtuvieron el proteoma
gue A. nidulans genera en respuesta a la
osmoadaptacién en un cultivo con KCI.
Identificaron un total de 30 proteinas
utiizando huella digital de péptidos vy
encontraron que la mayoria de estas
proteinas estaban involucradas en la ruta
glucolitica, lo que resultaba congruente con
los resultados hallados también en estudios
proteémicos realizados previamente en
Arabidospsis, S. cerevisiae 'y otros
organismos. Una de las proteinas mas
importantes durante su estudio fue
identificada como Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GDP), una enzima clave
en la glucolisis, pero que también esta
involucrada en la apoptosis y la respuesta al
estrés oxidativo.

Por otra parte, Shimizu et al. (2009)
obtuvieron el mapa prote6mico comparativo
de A. nidulans en condiciones normales de
oxigenacion 'y bajo hipoxia. Lograron
identificar un total de 332 proteinas, las
cuales pertenecen a las principales vias
metabdlicas como gluconeogénesis, y el
ciclo del glioxalato. En condiciones de
hipoxia, las proteinas pertenecientes a tales
vias regulan negativamente su expresion y
por el contrario la ruta de pentosas fosfato
se veia favorecida bajo estas mismas

condiciones.
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En 2011 fue publicado un trabajo
(Crespo et al., 2011) en el que se utilizaron
herramientas de proteémica y PCR en
tiempo real, para identificar las proteinas
que a manera de marcadores moleculares
estan involucradas en la sintesis de
ocratoxina de Aspergillus carbonarius.
Apoyandose en el genoma de A. niger para
comparar las secuencias que obtuvieron,
identificaron siete proteinas sobre
expresadas durante la produccion de
ocratoxina: una hidrolasa, una
aminotransferasa, CipC ubiquinona
reductasa, peroxirredoxina mitocondrial, una
proteina acoB y otra relacionada con un
factor de iniciacibn de la traduccion,
mientras que dos proteinas eran sub
expresadas. En conjunto, las proteinas
identificadas forman parte de mecanismos
de regulacién, metabolismo de aminoacidos,

estrés oxidativo y esporulacion.

Integracién de la informacién

Algunos de los estudios mas recientes
realizados en el campo de la protedmica
estan dirigidos a integrar la informacion
generada por el genoma, transcriptoma y
proteoma. Una ventaja importante es la
disponibilidad que actualmente tienen las
secuencias de algunos Aspergilli como A.
oryzae (Machida et al., 2005), A. nidulans
(Galagan et al., 2005) y A. fumigatus
(Nierman et al., 2005). El trabajo de Albrecht
et al. (2010) intenta ya relacionar la
respuesta de A. fumigatus al choque térmico
por medio de la comparacion de su patron
de proteinas, las secuencias putativas de

genes de A. fumigatus asi como la
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informacion de los transcritos obtenidos por
medio de micro arreglos. A su vez,
compararon la informacion experimental de
micro arreglos con perfiles de expresion
genética disponibles en bases de datos. Sus
resultados fueron comparados con los de un
hongo mesofilo termotolerante como S.
cerevisiae hallando un total de 1886
manchas que fueron detectados en el
cultivo a 48°C, pero solo 183 de ellas fueron
analizadas. La funcion putativa para estas
proteinas se dividi6 en las categorias:
proteinas involucradas con el plegamiento
de otras proteinas, organizacion del
citoesqueleto, transcripcién, traduccién vy
respuesta a estrés oxidativo. Cincuenta y
cuatro de estas parecen estar positivamente
reguladas, mientras que solo 10 estan
desreguladas. Comparando la respuesta al
choque térmico de of A. fumigatus con la
respuesta al mismo dafio por parte de S.
cerevisiae encontraron que no habia un
cambio importante entre los mecanismos
echados a andar para la reparacion de
daflos en ambos sistemas biolégicos.
Finalmente, cuando realizaron la
comparacion global entre el transcriptoma,
proteoma y genoma, encontraron que no
era posible establecer una relacion clara
entre genoma y transcriptoma, puesto que
solo 32 transcritos se hallaron
diferencialmente regulados en ambos casos.
Aunque la comparacion del proteoma y
transcriptoma mostr6 también una baja
correlacion entre muchos de los transcritos y
las proteinas asociadas, es un fenédmeno
gue posee explicaciones diferentes, sin que

por esto pueda ser asumida totalmente
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alguna de ellas. Todo esto sin duda
corresponde a un esfuerzo importante por
integrar el trabajo de tres enfoques
moleculares distintos partiendo de las
evidencias experimentales obtenidas.
Trabajos recientes plantean un nuevo
rumbo en la investigacion: el uso de
herramientas informéticas de prediccion.
Chang et al. (2009) publicaron un trabajo en
el que usando las secuencias generadas en
la construccién del genoma de A. flavus
hicieron computacionalmente la prediccion
de multiples sitios de edicion del RNA que
se genera durante la transcripcion.
Construyeron asi una base de datos con los
sitios de edicion y una lista de posibles
isoformas de proteina que fueron
posteriormente comparadas con la lista de
espectros de masas generados durante el
analisis SILAC de proteinas previamente
obtenidas a partir de cultivos de A. flavus
(Georgianna et al., 2008). El resultado fue la
generacion de 9,807 nuevas secuencias
adicionales a las 12,832 proteinas anotadas
para A. flavus que no consideraba la
presencia de isoformas, asi como 29 nuevas
proteinas identificadas con la base de datos
construida y validados por medio de la
construccion de péptidos sintéticos como
evidencia del éxito del método. Sin
embargo, publicaciones recientes omiten la
demostracién experimental, apoyandose
Unicamente en la informacion disponible en
las bases de datos, generando rutinas de
prediccion de sitios de edicién especificos
para ciertos organismos. Wang et al. (2009)
crearon NetAspGene, una herramienta

informatica que se encuentra disponible
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publicamente y que fue construida utilizando
la secuencia del genoma de A. fumigatus
como modelo. Esta herramienta a su vez les
permitié realizar la comparaciéon del genoma
de cuatro especies del género Aspergillus.
Los genomas de A. nidulans, A. oryzae y A.
niger, que también son publicos desde
varios afios les permitieron buscar sitios
consenso de reconocimiento para la edicién
de RNA. A diferencia de los programas de
basqueda de genes, que tipicamente
rastrean sitios de inicio y terminacion de
codones por par, el programa que crearon
busca independientemente multiples
secuencias de inicio de edicion, asi como
multiples secuencias de fin de edicién y las
combina para formar una infinidad de
secuencias de RNA codificantes. No
obstante, como este existen también el
FSPLICE y GenelD que son programas de
prediccion para la identificacion de sitios de
edicion en secuencias especificas de
Aspergillus, y como programas de
prediccibn generales existen también
HMMgene, NetGene2, HSPL, NNSPLICE,
Splice View y GenelD-3 (Thanaraj et al.,
2000).

La era de la bioinformatica

El auge de la genémica en los afios 90 y
su acelerada expansion generd una
necesidad no contemplada hasta entonces:
la creacibn de bases de datos que
permitieran almacenar grandes cantidades
de informacion y que a su vez, fueran de
dominio publico. Asi, NCBI, EMBL-EBI y
Protein DataBank (PDB) se convirtieron en

las principales bases de datos de libre
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acceso. No obstante el aumento en la
generacion masiva de secuencias de genes
y proteinas demandaba la creacién de sitios
que pudieran almacenar mas informacion,
pero también méas especifica de las
secuencias codificantes para organismos
particulares. Sitios como Eurofung, Fungal
Secretome Database (Choi et al.,, 2010),
CADRE (Mabey et al., 2004) y FunSeckB
(Lumet al., 2011) nacieron con el propoésito
de almacenar secuencias pertenecientes
exclusivamente a hongos, mientras que
sitios como CAZy (Cantarel et al., 2009) se
especializan en almacenar secuencias de
enzimas glucésido hidrolasas de diferentes
organismos y se encuentra en continua
revision, gracias a la curacion constante de
las secuencias que ahi estan disponibles
(Murphy et al., 2011).

CONCLUSIONES

Los estudios proteémicos de Aspergilli
han tenido un desarrollo importante durante
los Ultimos afios desde el establecimiento de
protocolos de trabajo y la mejora de las
técnicas de separacion, al creciente y cada
vez mas necesario analisis de secuencias
apoyadas en el uso de bases de datos. Aun
hace falta méas, pues es necesario ampliar el
horizonte hacia otros miembros del género,
ya que en su mayoria las investigaciones se
han centrado en el estudio de especies
como A. flavus, A. niger, A. oryzae, A.
fumigatus, A. nidulans y A. terreus, pero no
incluye a otras especies menos populares
como A. carbonarius, Aspergillus nigricans,

Aspergillus japonicus, Aspergillus flavipes y
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muchas otras, que sin duda poseen un gran
potencial de estudio. La limitada
informacién, que sobre estos organismos,
particularmente de estas Ultimas especies,
se halla en bases de datos, restringen aun
més el margen de trabajo. Por ello es
necesario el desarrollo de estudios
protedmicos de diferentes especies, incluso
si no existen las bases de datos necesarias,
pues es posible interpretar informacion
extrapolando la de otros organismos, solo
de esta manera sera posible incrementar el
acervo y hacer que miremos mas alla, hacia
profundizar el conocimiento de especies con

gran potencial.
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